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RESUMO

A inosina € uma molécula endbégena pertencente a familia dos nucledsidos,
que atua como uma molécula de sinalizagao extracelular. Sabe-se que durante
processos inflamatoérios ou lesdes teciduais ha um aumento na concentracao
desta purina, que é capaz de modular estes processos através da ativagcéo de
receptores purinérgicos. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a agao da inosina na modulagao da proliferacdo de queratinécitos in
vitro e in vivo, investigando seu possivel mecanismo de acdo. Para isso, foram
utilizados modelos in vitro em linhagem imortalizada de queratindcitos humanos
(HaCat), e in vivo em camundongos da variedade Swiss. Os resultados obtidos
mostraram que a inosina é capaz de reduzir a proliferagcdo de queratinécitos in
vitro, sendo este efeito modulado pelos receptores de adenosina A1 e A3.
Além disso, a aplicacdo topica de inosina mostrou acao anti-inflamatéria e
antihiperproliferativa in vivo, reduzindo a formacao de edema e proliferagcéo de
queratinécitos, sendo estes parametros modulados pelos receptores
adenosinérgico A1 e A3. O tratamento topico com inosina também mostrou ser
capaz de reduzir a migracdo de células inflamatdrias, sendo este parametro
modulado pelo receptor adenosinérgico A2A. Esses resultados indicam que a
inosina exogena possui atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa na pele,
através, principalmente, da ativacdo dos receptores purinérgicos A1, A2A e A3.
Além disso, a inosina demonstrou ter capacidade de modular a proliferagao de
queratinécitos de maneira direta através dos receptores adenosinérgico A1 e
A3, como observado in vitro. Assim, a inosina, bem como agonistas dos
receptores de adenosina, podem ser uma opgao interessante para o tratamento
topico de doengas inflamatdrias crénicas de pele com caracteristicas

hiperproliferativas, como a psoriase.

Palavras- chave: Inosina, Pele, inflamacdo, Hiperproliferacdo de

Queratindcitos, Receptores Purinérgicos.



ABSTRACT
Inosine is an endogenous molecule belonging to the nucleoside family, which
acts as an extracellular signaling molecule. It is known that during inflammatory
processes or tissue lesions there is increase in the concentration of this purine,
which is able to modulate these processes through the activation of purinergic
receptors. In this context, the present study aimed to evaluate the action of
inosine in the modulation of keratinocyte proliferation in vitro and in vivo,
investigating its possible mechanism of action. For this, in vitro models were
used in immortalized human keratinocyte lineage (HaCat) and in vivo models in
Swiss mice. The results showed that inosine is able to reduce the keratinocytes
proliferation in vitro, being this effect modulated by A1 and A3 adenosine
receptors. In addition, topical application of inosine has shown anti-inflammatory
and antiproliferative action in vivo, reducing edema formation and keratinocyte
proliferation, and these parameters are modulated by the A1 and A3
adenosinergic receptors. Topical treatment with inosine has also shown to be
able to reduce the inflammatory cells migration, being this parameter modulated
by A2A adenosinergic receptor. These results indicate that exogenous inosine
has anti-inflammatory and antiproliferative activity in the skin, mainly through
the activation of purinergic receptors A1, A2A and A3. In addition, inosine has
been shown to able to modulate keratinocyte proliferation directly through the
A1 and A3 adenosinergic receptors, as observed in vitro. Thus, inosine as well
as adenosine receptor agonists may be an interesting option for the topical
treatment of chronic inflammatory skin diseases with hyperproliferative

characteristics, such as psoriasis.

Key Words: Inosine, Skin, Inflammation, Keratinocytes Hyperproliferation,

Purinergic receptors.
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1. INTRODUGAO
1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 Proliferacao e diferenciagao celular de queratinécitos

A proliferacdo e diferenciacdo celular sdo processos aos quais 0s
queratinécitos estdo sujeitos na epiderme. Esses processos iniciam-se no estrato
basal e progridem até o estrato cérneo, levando aproximadamente 30 dias para ser
concluido. Em cada estrato, os queratinécitos sofrem alteracbes morfolégicas,
expressando diferentes queratinas (proteinas que compdem o citoesqueleto), que
sdo marcadores especificos necessarios para orientar esse tipo celular nas
diferentes camadas quem compdem o epitélio (LATKOWSKI et al., 1995; PROKSCH
et al., 2008; FREINKEL e WOODLEY, 2001; TOBIN et al., 2006).

Aproximadamente 30 queratinas ja foram identificadas, podendo ser
divididas em duas familias (I ou Il), sendo proteinas basicas e neutras pertencentes
a familia ou tipo |, e as proteinas acidas a familia ou tipo Il. (LATKOWSKI et al.,
1995). As diferentes camadas da epiderme expressam diferentes quantidades de
queratina, variando de 30% na camada basal, a 80% na camada cornea. Os
queratinécitos expressam no minimo um par de queratinas, sendo uma queratina
pertencente ao Tipo | junto com uma queratina Tipo Il. Desta forma, quando uma
queratina é expressa seu par também € expresso. De maneira semelhante, caso
ocorra inibigdo da expressido de uma queratina, a expressdo do par também sera
inibida (TOBIN et al., 2006).

A proliferagdo dos queratindcitos € regulada por diferentes marcadores
celulares, sendo esse controle realizado na fase G1 do ciclo celular, principalmente,
por quinases dependentes de ciclinas (cdks, por exemplo, cdk2, cdk4 e cdk6), que
sdo ativadas pela ligacdo com ciclinas espeficicas. As ciclinas D (D1, D2 e D3)
ativam as cdk4/6, enquanto que as ciclinas E e A ativam a cdk2 (GNIADECKI et al.,
1998). A atividade das cdks € modulada pelos inibidores das quinases dependentes
de ciclinas, Cip1 e Kip1. Assim, quando as quinases dependentes de ciclinas sao

ativadas, ocorre progressao do ciclo celular (GNIADECKI et al., 1998).
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Os queratindécitos possuem capacidade proliferativa no estrato basal, a
camada mais profunda da epiderme, porgéao da epiderme que contém queratindcitos
basais indiferenciados, que se dividem frequentemente. Este estrato € composto por
stem cells (células-tronco) e células transitorias. Essas células caracterizam-se pela
presenca da queratina 5 (K5) e 14 (K14), marcadores de proliferacédo. A medida que
0os queratindcitos migram da camada basal, adquirem gradualmente quantidades
crescentes de queratina, e tornam-se gradativamente mais achatado (PROKSCH et
al., 2008; FREINKEL e WOODLEY, 2001). Quando os queratindcitos deixam o
compartimento basal e param de proliferar, inicia-se, no estrato seguinte, o processo
de diferenciacao celular (DENNING et al., 2004).

No estrato espinhoso, devido ao grande numero de desmossomos, 0S
queratinécitos mudam da forma colunar para a poligonal. Nesta camada, os
queratindcitos comegam a sintetizar queratinas distintas das encontradas em células
do estrato basal, ou seja, passam a expressar marcadores bioquimicos do processo
de diferenciacao celular (PROKSCH et al., 2008). Desta forma, as células do estrato
espinhoso expressam citoqueratina 1 (K1) e 10 (K10). Em seguida, essas células
migram para o estrato granuloso, onde sado caracterizadas por aglomerados no
compartimento citoplasmaticos. Nos queratinécitos do estrato granuloso sao
expressas proteinas associadas a estagios posteriores da diferenciagao celular,
como, por exemplo, a profilagrina, filagrina, transglutaminase-l e precursores do
envelope de cornificagdo, como a involucrina e loricrina (TU et al., 2004; PROKSCH
et al., 2008).

Ao final do processo de diferenciagdo, os queratindcitos migram para o
estrato corneo, camada da epiderme onde s&o encontrados os queratinécitos
maduros. Este € o estrato mais externo da epiderme e o grande responsavel pela
funcdo de barreira protetora da pele, capaz de prevenir a desidratagao e proteger o
organismo contra possiveis patégenos ou substancias téxicas (PROKSCH et al.,
2008; TOBIN et al., 2006). As células nesta camada, conhecidas como cornedcitos,
sao queratinocitos mortos, desprovidos de organelas e nucleo. Estas células
anucleadas contém em seu interior filamentos de queratina, e sdo circundadas por
um envelope celular composto de proteinas com ligagdes cruzadas, o envelope
cornificado (PROKSCH et al., 2008; TOBIN et al., 2006).
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Nesse contexto, o balango entre a proliferagcdo e a diferenciagdo dos
queratinécitos € essencial para que ocorra a constru¢gao de uma barreira funcional
apropriada (ECKERT et al., 1997). Porém quando o balango entre a proliferacéo e
diferenciacao celular esta perturbado, pode haver o desenvolvimento de estados
patolégicos, como por exemplo, os disturbios hiperproliferativos observados em

doencgas inflamatérias, como, por exemplo, a psoriase (ECKERT et al., 1997).
1.1.2 Psoriase

A psoriase € uma doenca inflamatdria cronica da pele, que afeta cerca de 1
a 3% da populagdo mundial (JACOBSON et al., 2011), sendo esses valores
variaveis conforme raga e localizacdo geografica (BHALERAO e BOWCOCK, 1998).
Além disso, as lesbes psoriaticas podem ser desencadeadas em qualquer idade,
porém durante dois periodos da vida ha maior incidéncias, sendo estes, entre os 15
e 25 anos e entre os 50 e 60 anos de idade (FEINGOLD e GRUNFELD, 2012).

Inicialmente, acreditava-se que esta doencga era uma variante da lepra (DE
JONG et al,, 1997), e apenas em 1841 que Von Hebra identificou-a como uma
doenga unica (SCHON e BOEHNCKE, 2005). Nesse contexto, uma das
caracteristicas desta doenca é a formacao de placas eritematosas e descamativas,
bem demarcadas e que ocorrem, principalmente, em locais de grande tensé&o
mecanica, por exemplo, onde a pele é esticada ou apresenta dobras. Desta forma,
os cotovelos, joelhos e couro cabeludo sdo areas amplamente afetadas na maioria
dos pacientes (GRIFFITHS e BARKER, 2007). A formagao das placas psoriaticas
promove ruptura da barreira protetora, sendo causada pela proliferacédo e
diferenciagdo anormal dos queratinécitos (LOWES et al., 2007). As manifestagdes
cutaneas levam a consideravel morbidade, e em muitos casos as alteracdes
psicolégicas observadas em portadores de psoriase severa mostram-se similares
aquelas vistas em pacientes com cancer ou diabetes (FEINGOLD e GRUNFELD,
2012).

Apesar das lesbes psoriaticas exibirem caracteristicas especificas, elas
podem manifestar-se de diferentes formas, o que permitiu classifica-las em
diferentes tipos. Podendo as placas psoriaticas se desenvolverem de maneira
localizada ou dispersa, além de desenvolverem-se em curso variavel, apresentando-

se como agudas ou crbénicas (LANGLEY et al., 2005). A psoriase vulgar é o tipo
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mais comum, sendo responsavel por 90% dos casos da doenca, e caracterizando-se
pelo desenvolvimento de placas classicas bem delimitadas, principalmente, em
regides de grande estresse mecanico (GRIFFITHS e BARKER, 2007). Quando
surgem lesdes brilhantes, avermelhadas, umidas e normalmente desprovidas de
escamas, nas regides de flexdo (como as axilas e joelhos) a psoriase é definida
como flexural ou inversa (VAN DE KERKHOF et al., 2007).

A psoriase gutata normalmente é associada a processos infecciosos preévios,
e acomete principalmente criancas e adolescentes. Esta forma da doenca manifesta-
se com pequenas lesdes, de aproximadamente um centimetro, em forma de gotas
espalhadas por todo o tronco (POTOK et al., 2011). Outra forma de manifestagao
clinica é a psoriase pustular, que geralmente surge como evolugdo da psoriase
vulgar, desencadeada pelo uso de determinados medicamentos ou pela interrupgao
abrupta do tratamento. Nas suas lesdes aparecem pustulas dolorosas,
especialmente nas méos e nos pés (IRLA et al., 2012). A forma eritematosa € a mais
severa da psoriase, onde a maior parte da superficie corporal é acometida por
lesbes eritemato-escamosas, € pode estar associada a comorbidades como a
insuficiéncia cardiaca, representando risco de morte ao paciente (ZATTRA et al.,
2012).

Quando a psoriase atinge as unhas €& chamada psoriase ungueal, onde
aparecem depressdes puntiformes ou manchas amareladas, principalmente, nas
unhas das maos (GRIFFITHS e BARKER, 2007). Além disso, um grande numero de
pacientes com psoriase desenvolvem a artrite psoriatica (LEBWOHL et al., 2003).
Sendo esta, uma doencga articular inflamatdria progressiva, na qual ocorrem, além
das manifestagdes cutaneas, lesdes articulares dolorosas e debilitantes, entesite e
dactilite. A incidéncia de artrite psoriatica entre os pacientes com psoriase varia
entre 7 a 42% (HAROON et al., 2012). Assim, psoriase nado acomete apenas a pele,
ou as articulagbes dos pacientes, mas tem também um impacto sistémico. Nesse
contexto, evidéncias indicam que portadores de lesdes psoriaticas apresentam maior
risco de comorbidades, incluindo patologias cardiovasculares, metabdlicas,
gastrointestinais e psiquiatricas (KIMBALL et al., 2008). Assim, como a psoriase €
uma doenca crénica e desfigurativa, os pacientes apresentam prejuizo na qualidade
de vida (VAN VOORHEES e FRIED, 2009).
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Diversos sao os fatores que tém sido associados a manifestagcao da psoriase,
como, por exemplo, estresse fisico e psicolégico, disturbios metabdlicos, tabagismo,
administragdo de algumas drogas, como: litio (BAKKER e PEPPLINKHUIZEN,
1976), betabloqueadores (ABEL et al., 1986) e antiinflamatérios n&do esteroidais
(TSANKOQV et al., 2000), assim como, infecgdes e traumas (CASSANO et al., 2011).
Acredita-se que fatores ambientais também possam desencadear, em individuos
geneticamente predispostos, promovendo alteragdes imunologicas capazes de dar
origem a doencga. Portanto, a psoriase € uma doenga com perfil de ocorréncia
multifatorial (GLADMAN et al., 1998).

Com relagdo a pré-disposicdo genética, aproximadamente 20 regides
cromossOmicas foram associadas a psoriase (LOWES et al., 2007), incluindo o locus
PSORS1 (GRIFFITHS e BARKER, 2007). Esse locus é o mais amplamente
estudado, e localiza-se na regido do complexo maior de histocompatibilidade (MHC),
no cromossomo 6p21, que contém genes que codificam proteinas relacionadas a
funcdo do sistema imune, entre eles, os genes do HLA (Antigeno Leucocitario
Humano) (KRUEGER AND ELLIS, 2005). HLA-Cw6 é considerado o maior
determinante genético da psoriase. Porém, outros estudos mostram diversos genes
de risco nao relacionados com HLA, como por exemplo, IL-12B e IL-23R (LI e
BEGOVICH, 2009).

Ao longo dos ultimos 20 anos se tém discutido continuamente se as lesdes
psoriaticas surgem de uma alteragdo primaria nos queratinécitos ou no sistema
imune (KRUEGER, 2002). Acredita-se que as células T infiltrantes sejam um dos
principais tipos celulares responsaveis por iniciar e, posteriormente, promover a
manutencao do processo inflamatério crénico observado na psoriase. Desta forma,
citocinas liberadas pelas células T, assim como, por outros componentes
inflamatorios (como células dendriticas, macréfagos e neutrofilos) provocariam a

hiperproliferagao dos queratindcitos (KRUEGER et al., 2002).

Assim, a imunopatogénese da psoriase esta diretamente associada a
resposta de células T helper 1 (Th1) e Th17, com superprodugao de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo interleucina (IL) IL-2, IL-12, IL-17, IL-21, IL-22, IL-23,
interferon gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (CASSANO et al.,

2011). Esses mediadores sdo capazes de produzir nocicepgdo, aumentar a
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permeabilidade vascular e o influxo de leucdcitos, trés caracteristicas importantes do
processo inflamatério (LUCENA et al., 2007; SMIDERLE et al., 2008; ZEASHAN et
al., 2009). Desta forma, interacbes celulares complexas entre queratindcitos,
leucocitos mononucleares, neutrofilos, células dendriticas e células T ativadas,
juntamente com fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas, estao envolvidas no
desenvolvimento da psoriase (NICKOLOFF et al, 2007; LOWES et al., 2007).

Cada vez mais, sugere-se que a psoriase € causada por uma interagéo entre
queratinécitos e o sistema imune e que um possivel candidato ligando o sistema
imune aos queratinécitos € a IL-22, uma citocina produzida pelas células Th17, que
age nos queratindcitos induzindo acantose e diferenciacdo para um fendtipo
psoriatico (DANILENKO et al., 2008).

Além disso, estimulos externos podem desencadear o inicio da psoriase em
individuos geneticamente predispostos a doenca, promovem a liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (IL-183, IL-6 e TNF-a) pelos queratindcitos, que ativam
células dendriticas mieldides. Esses estimulos também promovem a liberagdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs), como o LL-37, ocorrendo a formagado de um
complexo LL-37-DNA que ativa as células dendriticas plasmocitoides (presentes em
grande quantidade na psoriase), o que leva a sintese e liberagao de INF-a por estes
tipos celulares. O INF-a também ativa células dendriticas mieldides (NESTLE et al.,
2009). Essas células s&o responsaveis pela captura, internalizacdo e processamento
de antigenos, apresentando-os na sua superficie celular. Durante este processo, ha
alteracdo da expressao de receptores de superficie e de moléculas de adesao,
posteriormente, estas células dendriticas mieléides migram para os linfonodos, onde
liberam IL-23 e IL-12 e induzem a diferenciacdo de células T naive em células T
efetoras (DE RIE et al., 2004).

Uma vez ativadas, as células T migram dos linfonodos e infiltram a derme e
epiderme através de diapedese, processo este facilitados pelo aumento da
expressao de selectinas e integrinas (BOWCOCK e KRUEGER, 2005). Em seguida,
os linfécitos T liberam citocinas pro-inflamatdrias, que estimulam a proliferacdo dos
queratinécitos, promovendo mudangas epidermais, como a formacado de placas
psoriaticas (BOWCOCK e KRUEGER, 2005).
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Como é possivel observar, na psoriase o balanco entre a proliferacéo e
diferenciacao celular esta prejudicado (BATA-CSORGO et al., 1993). As mudangas
histopatolégicas mais especificas que distinguem a psoriase de outras doencgas
inflamatorias s&o: hiperplasia (aumento do numero de queratindcitos), acantose
(espessamento da camada espinhosa da epiderme), hiperqueratose
(engrossamento do estrato corneo) e disfungédo do processo de cornificagédo, com
queratindcitos contendo nucleo no estrato cérneo (paraqueratose), além disso, €
observado o infiltrado de leucdcitos na derme e epiderme (KRUEGER e BOWCOCK,
2005; LOWES et al., 2007).

Assim, a hiperproliferacdo dos queratindcitos € resultado da expressao
aberrante de diversas moléculas regulatérias associadas a proliferacao celular.
Outro processo relacionado com a patogénese da psoriase € o desequilibrio entre a
expressao de proteinas pro- e anti-apoptoticas (TOMKOVA et al., 1997). Ocorrendo
diferengcas na expressdo de proteinas envolvidas com a apoptose, entre a pele
normal e a psoriatica. Sendo a expressao aumentada dessas proteinas associada a
resisténcia dos queratindcitos a apoptose, através do bloqueio do processo
apoptético normal envolvido no programa de diferenciacdo terminal dos
queratinocitos (LERMAN et al., 2011).

1.1.3 Inosina

A psoriase €, provavelmente, a desordem cutanea hiperproliferativa
imunomediada mais prevalente, e ndo possui cura. Seu tratamento tem como
objetivo diminuir as lesdes e prolongar o tempo de recidivas, melhorando desta
forma a qualidade de vida dos pacientes e o seu convivio social. Devido sua
natureza complexa, muitos regimes terapéuticos nao produzem resultados
satisfatérios, em grande parte devido a tolerancia desenvolvida, além de diversas
classes de medicamentos estarem diretamente associadas a efeitos adversos
indesejaveis (LINDEN e WEINSTEIN, 1999), toxicidade (no caso de tratamentos
sistémicos) e inconveniéncia (terapia topica e fototerapia, por exemplo) (GOTTLIEB,
2005a).

A escolha da terapia a ser utilizada vai depender da extenséo e severidade
da doencga, dos agentes terapéuticos disponiveis, da acessibilidade ao tratamento,

viabilidade econdmica, qualidade de vida e vontade do paciente em relagdo ao tipo
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de terapia (GALADARI et al, 2005). Atualmente, muitos tratamentos estdo
disponiveis para aliviar as lesGes psoriaticas. As opg¢des de tratamento tradicionais
para a psoriase incluem, para os casos mais leves, terapias tdpicas
(corticosteroides, analogos da vitamina D e retindides) e fototerapia (ultravioleta B,
PUVA e climatoterapia); e para casos mais severos, terapias sistémicas
(metotrexato, retindides e ciclosporina A). A maioria desses agentes terapéuticos
tem um papel importante no tratamento da psoriase, porém, sua toxicidade pode
limitar seu uso por tempo prolongado (TONEL e CONRAD, 2009).

Devido a isso, surgiu o interesse no estudo da inosina, sendo ela uma
molécula enddégena que pode exercer potentes efeitos moduladores no sistema
imune (HASKO et al.,2004; MABLEY et al., 2003). A inosina, assim como outros
nucleosideos, funciona como uma molécula de sinalizagdo extracelular, e embora
esteja presente em baixas concentragdes no espaco extracelular, condi¢bes de
estresse metabdlico geradas por inflamacgao, lesdes, hipdxia, isquemia/reperfusao e
outros estados patologicos, tendem a aumentar drasticamente a concentracédo desta
purina (BURNSTOCK et al., 2012; MABLEY et al., 2009).

Sob condi¢des de estresse tecidual, o ATP, ADP, AMP e IMP sé&o libertados
intra e extracelular, e os grupos fosfato sdo rapidamente clivados por ectoenzimas
trabalhando em conjunto, primeiro através da acao de difosfohidrolases trifosfato de
nucleosideo (NTDPases; por exemplo, CD39) (ROBSON et al., 2005), seguido de
hidrolise por meio de ecto-5-nucleotidases (CD73) (FREDHOLM et al.,2011; PICHER
et al., 2003), gerando a adenosina que é convertida em inosina pela enzima
adenosina deaminase (ADA). A adenosina tem uma meia-vida curta, devido a alta
expressado de ADA ocorrendo sua rapida conversdo em inosina ( ELTZSCHING et
al., 2006; KUMAR et al., 2009).

Varios analogos da inosina, assim como, agonistas dos receptores
purinérgico P1, tém demonstrado efeito em modelos de doencas inflamatérias, que
incluem asma ( EL-HASHIM et al, 2009), inflamacdo crbénica do intestino
(ANTONIOLI et al., 2007), artrite reumatéide (SZABO et al., 1998) e sepse (LAW et
al., 2006 ; HASKO et al.,1998). Estes estudos recentes tém reforgado a hipdétese de
que nucleosideos puricos podem exercer importante papel modulador na
homeostase da pele. Foi descrito que, através de um mecanismo adenosina-

dependente (provavelmente pelo envolvimento do receptor A1), as células T



22

regulatorias podem suprimir hipersensibilidade de contato (RING et al., 2011;RING
et al., 2009; OLIVER et al., 2011). Além disso, a ativagdo dos receptores A1, A2A e
A2B esta envolvida com o processo de cicatrizagdo cutane, o que sugere que as
purinas tem atividade importante na regulacdo da homeostase da pele
(MONTESINOS et al., 1997; SUN et al., 1999; VALLS et al., 2009).

Varios estudos tém demonstrado que a inosina também apresenta um efeito
anti-inflamatério relacionado com a ativagdo dos receptores P1, principalmente os
receptores A2A e A3, que incluem a redugdo da produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias (GOMEZ et al., 2003; HASKO et al., 2000; RAHIMIAN et al.; 2010).
Recentemente, em nosso laboratério demonstramos que o tratamento com inosina
promoveu a reducdo da migracdo de neutrdéfilos e os niveis de TNF-a e IL-18 em
exsudado pleural, durante a inflamacgao pleural aguda, um efeito que envolveu os
receptores A2A e A2B (DA ROCHA LAPA et al., 2012).

Ainda hoje existe a necessidade de identificagdo de moléculas endogenas
capazes de inibir a atividade exacerbada ou inapropriada do sistema imune na pele
e o desenvolvimento de drogas anti-inflamatérias que possam regular ao processo
inflamatério com menos efeitos adversos (DA ROCHA LAPA et al., 2012). Nesse
contexto, apesar das evidéncias da agao da adenosina na pele, ndo ha registros na
literatura sobre o efeito do tratamento topico com inosina em modelos de inflamacgao
cutanea. Tendo em conta que: (1) a inosina € conhecida por exercer efeitos anti-
inflamatdrios, (2) € gerada rapidamente no local da inflamagéo, e (3) pode ser
considerada por alguns autores como um ligante natural dos receptores P1 (GOMEZ
et al, 2003), houve o interesse de investigar a atividade anti-inflamatéria e

antiproliferativa da inosina em modelos de inflamacgao in vivo e in vitro.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma imensa quantidade de doengas de pele apresentam em seu
desenvolvimento um estagio inflamatério, o qual pode evoluir para uma
desregulacgédo crénica das fungdes fisioldgicas da pele, como ocorre, por exemplo, na
psoriase, na dermatite, no vitiligo e no pénfigo. As opgdes de tratamento disponiveis
podem estar associadas ao desenvolvimento de efeitos adversos, assim como, com
a reducao do efeito responsivo ao tratamento convencional, devido principalmente a
utilizacdo prolongada destes tratamentos. Com isso, € de grande interesse a
investigacdo de possiveis alternativas para serem aliadas ou substituir os
tratamentos convencionais. Neste contexto, a inosina aponta como uma forte opcéo,
por ser uma molécula enddégena capaz de exercer efeitos moduladores sobre o

sistema imunitario.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade da inosina sobre a proliferagdo de queratindcitos em

modelos in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da inosina sobre a viabilidade de queratinécitos humanos

(HaCat) in vitro;
e Avaliar a acao antiproliferativa da inosina em queratindcitos (HaCat) in vitro;

o Verificar o efeito da inosina sobre o ciclo celular de queratindcitos (HaCat) in

vitro;

e Analisar o possivel mecanismo de agao da inosina, através da utilizagao de

antagonistas para os receptores de adenosina;
e Avaliar a atividade anti-inflamatéria tépica da inosina em modelo animal de

inflamacgao crénica;

e Analisar o efeito do tratamento tdépico com inosina sobre a proliferagcao de

queratinécitos, através de modelo animal de inflamacéao cronica;

e Avaliar o possivel mecanismo de acédo do tratamento tdpico com inosina,

através da administragdo de antagonistas para os receptores purinérgicos;
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4, MATERIAL E METODOS

41 DROGAS E REAGENTES

2-O-tetradecanoilforbol-acetato (TPA), 6leo de créton, dexametasona, 3-
(4,5-dimetylyhiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio (MTT), Vermelho Neutro (todos da
Sigma Chemical Co), acetona, formaldeido, paraformaldeido, tampao fosfato
salino (PBS), parafina (todos da Biosciences Merck, Alemanha), albumina de
soro de bovino (BSA) (Inlab), peréxido de hidrogénio, etanol absoluto, metanol,
eosina,glicina, hematoxilina e xileno, paraformaldeido (todos da Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil). Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e soro fetal
bovino (SFB) da (Cultilab), kit CyQUANT e PI/RNase (Invitrogen Molecular
Probes).

4.2 ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 Cultivo celular

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem de queratinécitos
humanos imortalizados (HaCaT). As células foram mantidas rotineiramente em
garrafas de cultivo contendo meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bolvino (SFB), 10 ug/ml
de estreptomicina e penicilina (10 U/ml), em atmosfera umidificada com 5% de
CO; a 37°C. Para manutencéao das células, o meio foi trocado a cada 48 horas.
No momento em que a monocamada celular se tornava confluente, as células
eram lavadas com PBS e incubadas durante 10 min com EDTA 2 mM, em
seguida as células eram incubadas com 1 ml de tripsina 0,25% durante 10 min a
37°C. Apos o desprendimento do tapete celular, as células eram
homogeneizadas com DMEM acrescido de 10% de SFB e a suspenséo celular

obtida era dividida em varias garrafas para subcultivo (GEORGE et al., 2010).
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4.2.2 Avaliagcdao da Viabilidade celular pelo ensaio de Thyazolyl Blue
Tetrazoliumbromide (MTT)

Com o intuito de verificar a viabilidade celular, o método de MTT foi
utilizado. Este € um método em que o anel tetrazdlio do MTT é reduzido a
cristais de formazan purpura, pela agado de redutases mitocondriais de células
vivas. A solubilizagdo dos cristais pelo etanol gera uma solugdo colorimétrica,
sendo a intensidade da coloracdo proporcional ao numero de células viaveis
(MOSMANN, 1983; REILLY et al., 1998).

As células HaCaT foram semeadas em placa de 96 pocos (1x10*
células/pogo). Apds 24 horas, o meio de cultivo foi substituido por 200 ul de meio
contendo diferentes concentragdes de inosina (1 - 30 uM). Apds 24 horas de
exposi¢cao, o meio foi substituido por solugdo de MTT (0,5 mg/mL), e a placa
incubada durante 3 horas a 37 °C. Ao final, a solugao de MTT foi removida e os
cristais de formazan dissolvidos com o acréscimo de 200 uL de etanol.
Posteriormente, a absorbancia foi verificada em leitor de placas a 570 nm (Bio-
Tek Ultra Microplate reader EL808).

4.2.3 Avaliagao da Viabilidade celular pelo ensaio de Vermelho Neutro

O ensaio de vermelho neutro € um método que permite avaliar a
presenca de células viaveis através do acumulo de corante em lisossomos. O
vermelho neutro € um corante catidénico fraco, que penetra na membrana celular
e se acumula nos lisossomos, onde se combina com a parte anidnica da matriz
lisossdbmica (GRIFFON et al., 1995). Apods a lise celular, por solugédo de extragéo,
o corante pode ser quantificado por absorbancia, e assim avaliar a capacidade
de fagocitose celular (BORENFREUND; PUERNER, 1985; FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006).

As células HaCaT foram semeadas em placa de 96 pogos (1x10*
células/poco). Apds 24 h, o meio de cultivo foi substituido por 200 ul de meio
contendo diferentes concentragbes de inosina (1 - 30 uM). Apos 24 h de
exposi¢ao a purina, o meio foi substituido por solugdo de Vermelho Neutro (100

pg/ml), e incubado por 3h a 37 °C e 5% de CO,. Ao final, o volume da placa foi
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retirado, lavado com Solugdo de Lavagem (CaCly/formaldeido, 1%/0,5%),
adicionado 100 pl de Solugdo de Extracdo (etanol/acido acético, 50%/1%), e
entdo realizada a leitura da absorbancia a 540 nm (Synergy HT Multi-Detection

Microplate Reader).

4.2.4 Protocolo de Proliferagao Celular

Para avaliar a proliferacéo celular dos queratindcitos (HaCat), as células
foram cultivadas a 3,5 x 10® células/po¢o com meio DMEM contendo 10% de
SFB. Apds 16 horas do plaqueamento (semeadura), com as células aderidas e
estabilizadas na placa de cultura, o meio foi retirado e substituido por meio
DMEM sem adi¢ao de SFB, 8 horas antes da incubagdo com substancias teste.
Sendo este periodo de caréncia importante para que todas as células entrem na
mesma fase do ciclo celular (G0). Apds esta etapa, as células sao tratadas com
meio contendo 0,1% e 10% de SFB, os quais possibiltam a andlise da
proliferacdo basal e na presenca de estimulo que promove o aumento
significativo da proliferagcédo, respectivamente. As células foram incubadas com
diferentes concentragdes de inosina (0,1 - 30 yM) diluidas em meio 10% de
SFB, por 48 ou 72 horas, e em seguida foram procedidos os ensaios para avaliar
a proliferacao celular: MTT, CyQuant, PCNA e PI/RNase.

4.2.5 Quantificagdo do antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) por

imunocitoquimica

A imunomarcagao através do método de imunocitoquimica permite
quantificar a expressdo de PCNA, um marcador celular de atividade proliferativa
(MIAYACHI, 1978; EINSPAHR, XU et al., 2006). Apos 24 horas de exposigéo as
diferentes concentragbes de inosina (1 - 30 yM) as células foram lavadas com
PBS e fixadas com paraformaldeido 2%. Em seguida, as células foram
incubadas com glicina 0,1M por 3 minutos, lavadas com PBS, incubadas com
peroxido de hidrogénio 3% em metanol por 15 minutos, e novamente lavagem
com PBS. Em sequéncia, as células foram incubadas com PBS + BSA (1%) por

uma hora. Apds esse periodo, as células foram incubadas com anticorpo
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primario anti-PCNA (1:300) por uma hora, seguido de 5 lavagens com PBS, e
incubagdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:300) por 40
minutos. Ap6és banho com PBS, as células foram incubadas com kit contendo o
cromogeno DAB por 1 minuto e meio. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS, e coradas com hematoxilina, lavadas e montadas em laminas para

microscopia.

4.2.6 Quantificagao de DNA por CyQuant

Com o intuito de avaliar a atividade antiproliferativa, as células expostas
as diferentes concentragdes de inosina (0,1 - 30 yM), diluidas em meio contendo
10% de SFB, foram submetidas a processamento para analise do conteudo de
acidos nucléicos pos 72 horas de incubagao. Para isso, o meio foi retirado dos
pocos, e estes lavados com PBS, posteriormente a placa foi congelada a -70°C
para lise celular.

A proliferacdo celular foi avaliada utilizando o kit de ensaio de
fluorescéncia de acido nucléico CyQuant (Invitrogen). A base do kit CyQuant é o
corante verde fluorescente CyQuant GR, que exibe forte fluorescéncia quando
ligado a acidos nucléicos celulares, permitindo mensurar a quantidade de DNA e
RNA na amostra. No momento do uso, as células foram descongeladas a
temperatura ambiente e foram adicionados 200uL de tampdo de lise
celular/corante CyQuant GR em cada po¢o. A placa foi incubada por 5 minutos
em temperatura ambiente, protegida da luz. A fluorescéncia foi mensurada
utilizando leitor de placa de fluorescéncia (480 nm de excitacdo e 520 de

emissao). (Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader).

4.2.7 Avaliagao do ciclo celular por PI/RNase

Apds 72 horas de expostas as diferentes concentra¢des de inosina (0,1 -
30 pM), diluidas em meio contendo 10% de SFB, as células foram desaderidas
das placas, lavadas com PBS e fixadas em alcool 70% a 4°C. Em seguida, as
células foram incubadas com a solugéo PI/RNAse (1:1) (BD Bioscience) por 10

minutos, em temperatura ambiente. As células foram analisadas através de
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citometria de fluxo, e a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi
avaliada através do programa Flowing Software 2 (FACS Canto Il, BD

Biosciences).

4.3 ENSAIOS IN VIVO

4.3.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos da
variedade Swiss (Fémeas), pesando entre 25 e 30g. Os animais foram usados
apenas uma vez em cada teste e os experimentos conduzidos de acordo com as
orientagcbes para os cuidados com animais de laboratérios, consideragcdes e
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA). Também foram levadas em consideracdo as diretrizes
experimentais subscritas em ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments Guidelines), objetivando reduzir variagdes nos resultados e permitir
posteriores replicagdes dos mesmos (KILKENNY et al., 2010). A aprovagao do
Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do

Parana esta sob o protocolo de numero 531.

4.3.2 Avaliagao do edema de orelha

O edema de orelha foi expresso como o aumento da espessura (um) da
orelha dos camundongos (A Espessura da orelha = espessura final — espessura
inicial). A espessura da orelha foi medida com o auxilio de um micrémetro digital
(MT-045B, Shangai Metal Great Tools Co., Ltd., Shangai, China). A inosina foi
diluida e aplicada na orelha direita de cada camundongo (20ul/orelha). Para
minimizar variacbes referentes a técnica, os experimentos foram conduzidos

sempre por um unico experimentador.
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4.3.3 Modelo de inflamagao cutanea crénica induzida por multiplas

aplicacoes de 6leo de créton

Com o intuito de avaliar o efeito da inosina em um processo inflamatério
estabelecido foi utilizado o modelo de inflamagdo crénica induzida por
aplicagdes multiplas de 6leo de croton, como descrito por Stanley et al. (1991). O
processo inflamatoério crénico foi induzido pela aplicagao do 6leo de croton (0,4
mg/orelha, em 20ml de acetona) em dias alternados (dias: 1; 3; 5; 7; 9) durante 9
dias. A inosina (0,6 mg/orelha), a dexametasona (0,05 mg/orelha, controle
positivo) e o veiculo (Tween 80, 0,05%), foram dissolvidas em 20 ul de acetona
e posteriormente administrados por via tdépica durante 5 dias (dias: 5; 6; 7; 8; 9),
sendo o tratamento realizado duas vezes ao dia. Sendo o edema avaliado
diariamente. No nono dia do protocolo experimental os animais foram
eutanasiados e bidpsias (6mm) das orelhas foram coletados e submetidas a

analise histoldgica e Imunohistoquimica (STANLEY et al.,1191).

4.3.4 Avaliagao histolégica

Amostras das orelhas (6 mm) foram fixadas em solugao ALFAC (85% de
etanol 80%, 10% de formaldeido 40% e 5% de acido acético glacial) por 16h, e
entdo armazenadas em etanol 70%. As biopsias fixadas foram desidratadas em
sequéncia crescente de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e (3x) 100%) por 30 min
cada, diafanizadas em etanol 100%/xilol (1:1) e em (3x) xilol 100% (30, 15 e 5
min), e entdo imersas em parafina a 60°C durante 3 h, e emblocadas. Os blocos
foram seccionados em cortes de 5 ym com o auxilio de um micrétomo (RM2135,
Leica Biosystems, Alemanha), e esticados em laminas contendo albumina de
Meyer 1,5%. As laminas contendo os cortes foram desparafinizadas em 2
banhos de xilol, durante 5 min cada, etanol 100% / xilol (1:1) por 5 min, seguido
por hidratagcdo sequencial decrescente em etanol ((2x) 100%, 95%, 90%, 80% e
70%) durante 5 min cada, lavadas em agua corrente por 10 min e submetidas a
dois banhos de dH;O. A coloracédo foi realizada com imersdo dos cortes em
hematoxilina de Harris durante 2 min, em seguida lavados em agua corrente por

10 min, seguido de dois banhos em dH20, e na sequencia, imersos em eosina
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por 2 min, seguido de dois banhos em dH20. Os cortes foram desidratados em
sequencia crescente de etanol (70%, 80% e 90%) por 30 segundos cada, (3x)
etanol 100% por 3 min cada, etanol 100% / xilol (1:1) por 5 min e (2x) xilol por 5
min cada. Entdo as laminas foram montadas com balsamo do Canada. A
avaliagao dos cortes histologicos foi realizada a partir de areas representativas,
utilizando imagens capturadas em microscopia 6ptica, com aumento de 400x. A
quantificacdo da celularidade e a mensuracdo da espessura da epiderme foram
realizadas através da analise de 5 campos de 3 cortes histologicos distintos por
lamina, e trés laminas por animal, havendo 5 animais por grupo. As fotografias
foram analisadas com o auxilio do programa ImageJ® versao 1,48 (National
Institutes of Health, EUA, http://imagej.nih.goV/ij).

4.3.5 Quantificagao de PCNA por imunohistoquimica

Para analisar o efeito antiproliferativo da inosina sobre a epiderme foi
realizada a analise de imunohistoquimica para verificar a expressdo de
marcadores de proliferacdo celular. Desta forma, para verificar expressao de
PCNA, foram utilizadas amostras de orelhas de animais submetidos ao modelo
de edema de orelha induzido pela aplicagdo multipla de 6leo de créton. Os
cortes histologicos obtidos foram montados em laminas gelatinizadas (gelatina
tipo A e cromo alumem) contendo uma solucdo de albumina 1%. As laminas
foram reidratadas em uma bateria seriada de concentragcdes 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, H2O, (3%)
em metanol para bloqueio da peroxidase endégena 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. Apés 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
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montagem com balsamo do Canada e laminula. As laminas foram observadas
em microscopio oOptico e fotografadas em aumento de 400x. A avaliagdo do
numero de células da epiderme em proliferacdo foi realizada através da
contagem do numero de células imunomarcadas para PCNA, utilizando o
programa ImageJ® versao 1,48 (National Institutes of Health, EUA,
http://imagej.nih.gov/ij).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(E.P.M). A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls ou
analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste de comparacéo
multipla de Dunnett’s. O nivel de significancia aceito para os testes foi de
P<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico

GraphPad Prism versao 6.0c, Sao Diego, EUA.
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5. RESULTADOS

51 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA INOSINA EM
QUERATINOCITOS

Inicialmente, queratindcitos humanos (HaCat) foram expostos a
diferentes concentragdes de inosina (1 - 30 uM), e posteriormente realizada a
avaliagao da citotoxicidade desse composto, como apresentado na Figura 1.

Os resultados obtidos através dos métodos de MTT e Vermelho Neutro
mostraram que nenhuma das concentracdes avaliadas de inosina foram capazes
de promover alteragbes estatisticamente significativas na viabilidade dos

queratinécitos humanos in vitro, apés 24h de incubagéao (Figura 1A e 1B).
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FIGURA 1 — Avaliagdao do efeito da inosina sobre a viabilidade de queratinécito
(HaCaT) in vitro. Queratinécitos humanos (HaCaT) foram semeadas em placa de 96
pocos (1x10* células/poco), apds 24h as células foram expostas a Inosina (0-30 uM), e
incubados por 24 h. Com o intuito de avaliar a viabilidade celular, as HaCat foram
submetidas aos métodos de MTT (A) e Vermelho Neutro (B). Os resultados estdo
expressos como a percentagem em relagdo ao grupo controle (0- células incubadas a
apenas meio DMEM, contendo 1% de SFB). As barras verticais representam a média +
EPM (n= 3 experimentos). A andlise estatistica entre os grupos foi verificada através da
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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5.2 AVALIACAO DA AGAO ANTIPROLIFERATIVA DA INOSINA SOBRE
QUERATINOCITOS IN VITRO

Uma vez que, os resultados mostraram que as concentragdes de inosina
avaliadas ndo apresentaram atividade citotoxica, os ensaios seguintes tiveram
como objetivo investigar a acdo deste nucleosideo sobre a proliferacédo de
queratinécitos humanos in vitro. Para isso, os ensaios de MTT e Vermelho
Neutro (VN) foram realizados apos 48 e 72 horas da exposigao a inosina (1 - 30
MM), em meio acrescido de 10% de SFB, sendo este ultimo utilizado como
indutor de proliferacao celular (Figura 2).

Os resultados obtidos através do método de MTT mostraram que a
incubacdo com 10% de SFB promoveu aumento da taxa de proliferacdo dos
queratinécitos em 52,07 * 6,33% e 78,55 = 6,50%, apos 48h e 72h de
incubacao, respectivamente, quando comparado ao grupo que apresenta niveis
basais de proliferagao deste tipo celular (47,92 + 2,78% e 31,44 + 2,31%,
respectivamente) (Figura 2A e C).

A incubagao com as concentragdes de 10 yM e 30 uM de inosina foram
capazes de reduzir a proliferagdo celular dos queratindcitos a niveis basais
(43,27 + 3,16% e 32,29 + 1,03%, respectivamente), apds 48h de incubagao. No
entanto, ndo foram observadas alteragbes significativas nas demais
concentragdes analisadas (Figura 2A).

Apds 72h de exposicao as diferentes concentragbées de inosina, foram
observadas reducdes na proliferagcao de queratindcitos igual a 45,69 * 6,54% (1
puM), 53,13 £ 4,39% (3 uM), 96,86 + 1,31% (10 uM), e a concentragédo de 30uM
foi capaz de levar a proliferacdo deste tipo celular a niveis basais (13,29 %
0,24%) (Figura 2C).

De maneira semelhante, as analises realizadas a partir do ensaio de VN
mostraram que houve aumento de 65,89 * 8,9% e 68,69 +12,4% na proliferagao
de queratindcitos incubados com meio contendo 10% de SFB durante 48h e
72h, respectivamente. Sendo ambos os resultados obtidos a partir da
comparagao com o grupo exposto e incubado a 0,1% de SFB (34,11 £ 0,62% e
46,11 £ 1,46%, respectivamente) (Figura 2B e D).

Apds 48h de incubagdo com inosina, este nucleosideo foi capaz de

reduzir a proliferacdo dos queratinocitos em 41,75 + 3,82% (1 uM), 32,97 +
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3,82% (3 uM), 67,16 + 3,5% (10 pM) e 90,81 £ 1,87% (30 uM), quando
comparado ao grupo que contém 0,1% de SFB (Figura 2B). Quando incubado
durante 72h, as concentracdes de 10 uM e 30 yM de inosina foram capazes de
reduzir a proliferagédo celular dos queratindcitos a niveis basais (46,42 £ 1,45% e
46,60 £ 1,53%, respectivamente), ndo sendo observadas alteragbes nas demais

concentragdes avaliadas (Figura 2D).
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FIGURA 2 - Avaliagcao do efeito da purina inosina sobre proliferagao de
queratinécitos in vitro. Com o intuito de avaliar a proliferagao celular, as HaCaT foram
cultivadas a 3,5 x 10® células/pogo com meio DMEM