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RESUMO

As cininas sao peptideos vasoativos associados a uma ampla gama de efeitos
fisioloégicos e fisiopatoldgicos, sendo seus efeitos atribuidos a ativagdo de
receptores especificos denominados B1 e B2. Estudos mostraram que os
constituintes do sistema de cininas sao constitutivamente expressos na pele,
assim como, receptores e niveis de cininas sédo regulados positivamente durante
disturbios cutaneos. Contudo, apesar das evidéncias, o papel das cininas nas
doencas inflamatérias da pele € pouco compreendido. Nosso grupo ja demonstrou
que os receptores cininérgicos estdo envolvidos no controle do processo
hiperproliferativo de queratinécitos. No entanto, ndo esta claro como as cininas
modulam os parametros inflamatorios observados na psoriase. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a relevancia das cininas no desenvolvimento e
progressao da psoriase. Para alcangar os objetivos propostos, camundongos
C57BL/6 wild type (WT) e nocautes para os receptores das cininas (KOB+, KOB:2 e
KOB1B2) foram submetidos ao modelo de inflamagéo crénica tipo psoriatica
induzida por Imiquimod (IMQ). Adicionalmente, animais C57BL/6 WT foram
tratados com antagonistas seletivos nao-peptidicos para os receptores de cininas
(SSR240612C ou FR173657) ou Captopril (inibidor da cininase Il, ECA). Os
resultados obtidos mostraram que ambos os receptores cininérgicos (B1 e B2)
estdo presentes constitutivamente na pele de camundongos, assim como, é
observado o aumento significativo destes receptores apds 6 dias de tratamento
com IMQ. Além disso, foi observado que o silenciamento dos receptores B1 e Bz,
pelo nocaute do gene, promoveu melhora das caracteristicas morfolégicas e
histolégicas da psoriase induzida por IMQ, quando comparados ao grupo WT.
Esse efeito protetor foi associado a redugdes significativas no numero de
queratinécitos indiferenciados e em proliferacdo, menor celularidade dérmica
(menor infiltrado de neutrdéfilos, macréfagos e linfécitos T CD4*), além de menor
acumulo de IL-17 nas lesdes psoriaticas. Além disso, o silenciamento do receptor
B2, mas ndo do receptor B4, reduziu o infiltrado de células T CD8* na pele
psoriatica. Adicionalmente, a auséncia dos receptores cininérgicos promoveu
efeito protetor ao prevenir o aumento do peso de o6rgaos linféides (bago,
linfonodos inguinais e axilares), efeito sistémico induzido pela aplicag&o topica de
IMQ. Corroborando estes achados, animais tratados com o antagonista do
receptor B1 (SSR240612C) ou com o antagonista do receptor B2 (FR173657) das
cininas apresentaram resultados semelhantes aos observados com animais
nocautes no modelo de psoriase experimental induzido por IMQ. Em contraste,
animais que receberam Captopril, ao longo do protocolo experimental,
apresentaram exacerbacdo do processo psoriatico induzido por IMQ. Sendo
observado aumento da hiperplasia epidermal (com mais queratinécitos
hiperproliferativos e indiferenciados), aumento do influxo de células inflamatdrias
(maior infiltrado de neutréfilos e macrofagos), além de acentuado acumulo de IL-
17, quando comparado ao grupo veiculo (salina + IMQ). Alteragdes similares
foram observadas na avaliagdo de efeitos sistémicos induzidos por IMQ, onde
Captopril (100 mg/Kg) intensificou o aumento do peso do linfonodo axilar. Por fim,
foi verificado que a melhora do processo inflamatério tipo psoriatico, decorrente
do nocaute e bloqueio dos receptores de cininas, refletiu-se no comportamento de
bem-estar dos camundongos. Em contrapartida, Captopril promoveu a piora do
quadro psoriatico e, consequente, redugcao do bem-estar animal. Assim, os dados
obtidos reforcam o envolvimento do sistema de cininas na psoriase, sugerindo



participacdo de ambos os receptores cininérgicos na exacerbagdao do processo
inflamatorio crénico. Adicionalmente, os resultados sugerem que os receptores B
e B2 podem constituir alvos terapéuticos potencialmente relevantes para o
tratamento da psoriase.

Palavras-chave: Cininas, Psoriase, Receptores Cininérgicos, Receptor B1,
Receptor Ba.



ABSTRACT

Kinins are vasoactive peptides associated with a wide range of physiological and
pathophysiological effects, and their effects are attributed to the activation of
specific receptors called B1 and B2. Studies have shown that all kinin system
constituents are constitutively expressed in the skin, as well as, receptors and
kinins levels are upregulated during cutaneous disorders. However, despite the
evidence, the role of kinins in inflammatory skin diseases is poorly understood.
Our group has already demonstrated that kinin receptors are involved in the
control of the keratinocyte hyperproliferative. However, it is unclear how the kinins
modulate the inflammatory parameters observed in psoriasis. Thus, the present
study aimed to evaluate the relevance of kinins in the development and
progression of psoriasis. To achieve the proposed objectives, C57BL/6 wild type
(WT) and kinin receptors knockout (KOB1, KOB2 and KOB1B2) mice were
subjected to the Imiquimod (IMQ)-induced mouse model of psoriasis. In addition,
C57BL/6 WT animals were treated with selective non-peptidic antagonists for kinin
receptors (SSR240612C or FR173657) or Captopril (kininase Il inhibitor, ACE).
The results showed that both kinin receptors (B1 and B2) are constitutively present
in the mice skin, as well as a significant increase of these receptors is observed
after 6 days of IMQ treatment. In addition, was observed that lack of B1 and B2
receptors, by gene knockout, promoted improvement in the morphological and
histological hallmark symptoms of psoriasis induced by IMQ, when compared to
the WT group. This protective effect was associated with significant reductions in
the number of undifferentiated and proliferating keratinocytes, lower dermal
cellularity (reduction of neutrophil, macrophages and CD4* T Iymphocytes
infiltrate), and lower IL-17 accumulation in psoriatic lesions. In addition, the
absence of B2 receptors, but not the B1 receptor, reduced the CD8" T cell infiltrate
in the psoriatic skin. Additionally, the absence of the kininergic receptors promoted
a protective effect by preventing the lymphoid organs weight increase (spleen,
inguinal and axillary lymph nodes), systemic effect induced by IMQ. Corroborating
these findings, animals treated with the B+ receptor antagonist (SSR240612C) or
the B2 receptor antagonist (FR173657) showed similar results to those observed
with knockout animals in the experimental IMQ-induced psoriasis model. In
contrast, animals treated with Captopril, throughout the experimental protocol, had
exacerbation of the psoriatic process IMQ- induced. The results showed increase
in epidermal hyperplasia (large hyperproliferative and undifferentiated
keratinocytes), inflammatory cells influx (large neutrophil and macrophages
infiltration) and high IL-17 accumulation, relative to the vehicle group (saline +
IMQ). Similarly, Captopril (100 mg/Kg) intensified the axillary lymph node
enlargement IMQ-induced. Finally, was verified that the improvement of the
psoriatic process, due to the kinin receptor knockout and blockade, was reflected
in the well-being mice behavior. On the other hand, Captopril promoted worsening
of the psoriasis and negative animal welfare impacts. Thus, the data obtained
reinforce the involvement of the kinin system in psoriasis, suggesting the
participation of both kininergic receptors in the chronic inflammatory process
exacerbation. In addition, the results suggest that B1 and B2 receptors may be
potentially relevant therapeutic targets for the treatment of psoriasis.

Keywords: Kinin, Psoriasis, Kininergic Receptors, Receptor B1, Receptor Ba.
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1. INTRODUGAO

1.1 SISTEMA CALICREINA — CININAS.

As cininas sado peptideos vasoativos implicados em uma variedade de
processos fisioldgicos como, por exemplo, regulagdo da pressao arterial,
contracdo da musculatura lisa, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, transporte de glicose e estimulacao de neurbnios sensoriais (Howl e
Payne, 2003; Scharfstein, Ramos e Barral-Netto, 2017; Tang, Leung e Lai, 2011).
Além disso, alteracdes neste sistema tem sido correlacionadas com diversos
processos patoldgicos, incluindo o angioedema hereditario (Arcoleo et al., 2018),
esclerose multipla (Dutra et al.,, 2011), infarto agudo do miocardio, doenga
inflamatadria intestinal (Marceau e Regoli, 2008), assim como, dor (Costa et al.,
2011), infeccdo (Scharfstein, Ramos e Barral-Netto, 2017), sintomas associados
a inflamacao aguda e crénica (Calixto et al., 2000; Pietrovski et al., 2011) e ao
cancer (Kashuba et al., 2013) .

Em humanos, e na maioria dos mamiferos, o termo "Cininas" refere-se,
principalmente, a bradicinina (BK: Arg-Pro-Gly-Phe- Ser-Pro-Phe-Arg) e Calidina
(KD: Lys- BK), bem como aos seus respectivos metabdlitos ativos, des-Arg-
Bradicinina e des-Arg-Calidina (Garbacki et al., 2005). A formacado desses
peptideos se da a partir de um sistema complexo e unico, o sistema Calicreina-
Cinina (Campbell, 2000).

Ha duas cascatas, principais, que resultam na formacido de cininas,
sendo ambas compostas por um sistema proteolitico que atua sobre uma
molécula precursora denominada cininogénio (Howl e Payne, 2003). O
cininogénio é uma glicoproteina plasmatica sintetizada predominantemente no
figado, com ocorréncia nas formas de cininogénio de alto peso molecular
(HMWK - do inglés, “high- molecular-weight kininogen”) e cininogénio de baixo
peso molecular (LMWK — do inglés, “low-molecular-weight kininogen”) (Blaukat,
2003; Howl e Payne, 2003; Shigematsu et al., 2002). Ambas as formas de
cininogénio sao codificadas por um unico gene, localizado no cromossomo 3,
através do processo de splicing alternativo (Figura 1) (Yarovaya e Neshkova,

2015). Além das diferencas em estrutura e tamanho, as moléculas de
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cininogénio diferem com relagcéo a suscetibilidade a clivagem (Campbell, 2013).
A clivagem do cininogénio é realizada por enzimas denominadas calicreinas,
serino-proteases identificadas em diversos tecidos, células e fluidos biolégicos
(Rodell, Naidoo e Bhoola, 1995). Em humanos, foram identificados 2 grupos
principais de calicreinas, teciduais e plasmaticas, que diferem principalmente em
relacdo a massa molecular, ponto isoelétrico, especificidade de substrato e,
consequentemente, tipo de cinina formada (Golias, Ch, Charalabopoulos,
Stagikas, D, et al., 2007; Rodell, Naidoo e Bhoola, 1995). Desta forma, a
atividade enzimatica de calicreinas plasmaticas geram BK a partir do cininogénio
HMWK, enquanto as calicreinas teciduais sao responsaveis pela formacao de
KD a partir do cininogénio LMWK (Figura 1) (Howl e Payne, 2003). Além disso,
BK pode ser gerada através da remogao de Metionina (Met) e Lisina (Lys) da
porcdo c-terminal de KD, reagdo mediada por enzimas denominadas

aminopeptidases (Campbell, 2001).

Ademais, ja foram identificadas vias alternativas de formac&o de cininas,
sendo estas de grande importadncia por possibilitar a formagdo destes
mediadores inflamatorios de maneira independente de calicreinas (Costa, da et
al., 2014; Shigematsu et al., 2002). Um exemplo, é a geracdo de BK pela
atividade de triptases e elastases, provenientes de mastécitos e neutrofilos,
respectivamente, sobre moléculas de cininogénio oxidados (resistentes a
atividade das calicreinas) (Campbell, 2001). Além disso, em condi¢des
inflamatarias, ja foi descrita a formacéo de BK a partir de cininogénio LMW, o
qual torna-se suscetivel a atividade de calicreinas plasmaticas apods sofrer
clivagem por serinas denominadas elastases neutrofilicas, proveniente de
neutrofilos (Campbell, 2013; Golias, C et al., 2007).

Uma vez liberado, no plasma ou tecido, os efeitos biolégicos exercidos
pelas cininas duram poucos segundos, uma vez que, em condi¢des fisiolégicas,
estes peptideos sofrem rapida inativagao por um grupo de peptidases chamadas
genericamente de “cininases” (Costa-Neto, Claudio M. et al., 2008). Existem
varias enzimas conhecidas por estarem envolvidas na metabolizagao de cininas,
incluindo carboxipeptidases, a enzima conversora da angiotensina (ECA) e a
Endopeptidase Neutra (NEP) (Campbell, 2000; Cayla et al., 2002; Costa, da et
al., 2014; Golias, Ch, Charalabopoulos, Stagikas, D., et al., 2007).
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Carboxipeptidases compdem a familia de cininases do tipo |, e estdo presentes
em duas formas, carboxipeptidase N e carboxipeptidase M, expressas no plasma
e em membranas celulares, respectivamente. As cininases do tipo | s&o enzimas
responsaveis pela remog¢ado do aminoacido Arginina (Arg) da porgéo c-terminal
de BK e KD, levando a geracédo de metabdlitos ativos (des-Arg-BK e des-Arg-
KD, respectivamente) (Howl e Payne, 2003; Kashuba et al., 2013; Wilhelm,
2003).

Representante das cininases do tipo I, a ECA é uma enzima
amplamente distribuida em diversos tecidos e expressa em diferentes tipos
celulares, como, por exemplo, células epiteliais, macréfagos, neurdnios e
linfécitos T (Su, 2006). Responsavel por converter angiotensina | em
angiotensina 1Il, a ECA também participa da na via de inativagdo de cininas
(Kashuba et al., 2013). Adicionalmente, a degradacdo de cininas pode ser
realizada pela NEP, uma metaloprotease dependente de zinco envolvida na
inativagdo de diversos peptideos e com ampla distribuigdo tecidual (Guevara-
Lora et al., 2014).

Desta forma, a manutengdo dos niveis de cininas é realizado pelo
balango entre o processo de formagao e metabolizagao (Garbacki et al., 2005).
O controle da formagao das cininas € realizado, principalmente, por inibidores
das calicreinas. Dentre os principais inibidores das calicreinas plasmaticas estao
a a-2-macroglobulina e a antitrombina Ill, ambas proteinas plasmaticas que se
ligam a porgdo carboxila da enzima, culminando na inibigdo da atividade
catalitica destas proteases (Costa, da et al., 2014; Matus, Bhoola e Figueroa,
2011; Qadri e Bader, 2018). Semelhantemente, a atividade da calicreina tecidual
€ modulada por inibidores proteicos, sendo a calistatina a mais conhecida
(Garbacki et al., 2005; Maurer et al., 2011).

As cininas exercem seu amplo espectro de efeitos bioldgicos através
da ativacao de receptores especificos, membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs — do inglés, “G protein-coupled receptors”),
denominados de B1 e B2 (Figura 1) (Blaukat, 2003; Matus, Bhoola e Figueroa,
2011). O receptor B2 (B2R) € constitutivamente expresso em uma grande

variedade de tecidos e € dessensibilizado apés a ligagao do ligante, enquanto
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o receptor B1 (B1R) é expresso em niveis baixos, mas é regulado positivamente
durante a inflamacao, dor, infeccao ou lesédo tecidual (Dutra, 2017a). No
entanto, alguns tecidos, como a medula espinhal e cérebro, bem como células
do sistema imunolégico, podem expressar B1R constitutivamente (Dutra,
2017b; Magerl et al., 2014; Walker, Perkins e Dray, 1995). Além disso, os
receptores cininérgicos diferem quanto a seus agonistas, sendo observado que
BK e KD ligam-se preferencialmente ao receptor B2, enquanto des-Arg-BK e
des-Arg-KD apresentam alta afinidade pelo receptor B1 (Figura1) (Blaukat,
2003; Matus, Bhoola e Figueroa, 2011).

A ligagdo de ambos os receptores cininérgicos com seus respectivos
agonistas promove a ativacao da fosfolipase C (PLC - do inglés, “Phospholypase
C”), que por sua vez gera inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Figura 1)
(Maurer et al., 2011). A geracdo destes segundos mensageiros levam a
mobilizagcdo de Ca?* intracelular e ativagdo da Proteina quinase C (PKC), uma
via de sinalizagdo intracelular envolvida no controle de diversas fungdes
celulares (Figura 1) (Costa, da et al., 2014; Couture et al., 2001). O aumento do
Ca?* citosodlico pode estimular a enzima oxido nitrico sintase (NOS - do
inglés,“Nitric oxide synthase”) para liberar Oxido nitrico e promover
vasodilatagao, por exemplo (Campbell, 2013). Em adi¢ao, a ativagao da PKC
pode resultar na ativagdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK — do
inglés “Mitogen Activated Protein Kinase”) e vias do fator nuclear-kB (NF-kB)
(Dutra, 2017). Alternativamente, também pode haver a estimulagdo da enzima
fosfolipase A2 (PLA2), contribuindo para a producédo de acido araquidénico
(Figura 1) (Su, 2006).

A ativagcdo do sistema das cininas € um dos primeiros eventos
observado em tecidos lesionados ou inflamados (Pesquero e Bader, 2006).
Desta forma, as cininas s&o formadas e acumulam-se nos tecidos, onde estao
relacionadas com todos os sintomas da inflamagé&o, como, por exemplo,
aumento da permeabilidade vascular, dor e vasodilatagao, levando ao inchago
e vermelhidao, bem como facilitando o influxo de células inflamatérias (Calixto
et al., 2000; Schulze-Topphoff et al., 2008). Alguns autores sugerem que o
receptor B1 possui um importante papel aumentando ou substituindo as

atividades desencadeadas pela ativagdo do receptor B2, especialmente,
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durante processos inflamatorios crénicos (Calixto et al.,, 2000; Costa-Neto,
Claudio M. et al., 2008; Regoli e Barabe, 1980). Assim, a indugéo da expressao
do receptor B1 pode ser vista como um mecanismo para a amplificagdo do efeito
tecidual das cininas, uma vez que, este receptor € geralmente expresso nos
mesmos tipos celulares em que esta presente o receptor Bz recrutando a
mesma via de sinalizacdo e sem sofrer dessensibilizacdo ou internalizagao
(Béckmann e Paegelow, Inge, 2000; Calixto et al., 2000; Maurer et al., 2011).
Além disso, sabe-se que o receptor B2 esta associada a inducdo de
mecanismos de transducdo responsaveis pelo aumento do numero de
receptores do subtipo B1, ao induzir a sintese de IL-1[3, sugerindo a existéncia
de um processo de balangco entre as duas populagcdes de receptores
cininérgicos durante desordens inflamatdrias ou apds a ocorréncia de injurias
teciduais (Costa, da et al., 2014; Dutra, 2017b; Walker, Perkins e Dray, 1995;
Wilhelm, 2003).
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Figura 1. Representacdo esquematica da formacado das cininas BK e KD e seus metabdlitos
ativos, des-Arg-BK e des-Arg- KD, assim como, vias de sinalizag&o intracelular desencadeadas
a partir da ligagéo dos receptores cininérgicos (B1 e B2) com seus respectivos agonistas. Fonte:
Elaborada pelo autor (2019).
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1.2 SISTEMA DAS CININAS NA PELE.

Na pele, foi observado que a administragao intracutanea de BK é capaz
de evocar uma resposta dérmica semelhante a causada por lesdes teciduais ou
por doengas inflamatérias da pele (Hammond, Kirkendall e Wilkin, 1980;
Wallengren e Hakanson, 1992). Posteriormente, Kindgen-milles e Klement.
(1992) mostraram que a ativagdo de ambos 0s receptores cininérgicos eram
responsaveis pelo eritema, edema e dor desencadeados pela admininstracio de
BK na pele (Kindgen-milles e Klement, 1992). Em consequéncia da descricéo
dos efeitos locais das cininas, estudos passaram a investigar a ocorréncia de

componentes do sistema das cininas na pele.

Schremmer-Danninger et al.(1999) demostraram que ambos os
receptores cininérgicos, assim como, calicreinas teciduais sao constitutivamente
expressdes na pele sob condigdes fisioldgicas (Schremmer-Danninger et al.,
1999). Em adicdo, a avaliacdo da localizagdo dos receptores cininérgicos
mostrou ocorréncia dos receptores B1 e B2 das cininas em queratindcitos que
compdem a epiderme, assim como, em fibroblastos da derme em condigdes
fisiolégicas (Matus, Bhoola e Figueroa, 2011; Schremmer-Danninger et al.,
1999). Todavia, resultado semelhante ndo foi observado para o cininogénio,
onde a expressdao de RNAm nao foi constatada em condigdes homeostaticas
(Schremmer-Danninger et al., 1999). A partir destes dados, foi proposto que o
funcionamento do sistema das cininas na pele normal dependa de cininogénio
proveniente de outras regides do corpo (Poblete et al., 1991; Segawa et al.,
2009).

Durante processos inflamatérios, contudo, foi observado aumento da
expressdo de ambos o0s receptores cininérgico e grande quantidade de
cininogénio na pele (Matus, Bhoola e Figueroa, 2011; Schremmer-Danninger et
al., 2004). Uma hipdtese é que o influxo de leucdcitos, que ocorre durante a
inflamacéo, possa contribuir e suprir a auséncia de cininogénio, uma vez que, é
bem descrita a presenga desta glicoproteina na superficie destes tipo celulares
(Schremmer-Danninger et al., 2004; Segawa et al., 2009). Analises também
apontaram maior expressdao do RNAm de calicreinas na pele inflamada,

podendo o0 aumento desta enzima estar relacionado com a manutencao de niveis
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elevados de cininas durante processos inflamatérios cronicos (Komatsu et al.,
2003). Em conjunto, estes dados suportam a importancia do sistema das cininas

na pele durante estados de homeostasia e patoldgicos.

A ativacao do sistema das cininas ja foi descrita em diversas patologias
cutaneas, contudo, o papel das cininas em doencas inflamatorias da pele ainda
€ pouco compreendido (Poblete et al., 1991). Sabe-se que BK e KD sao liberadas
durante injurias dérmicas, sendo estes peptideos vasoativos diretamente
associados a proliferagao celular e indugdo de eventos ligados ao processo
inflamatorio (Marshman, Burton e Archer, 1996; Schremmer-Danninger et al.,
1999; Segawa et al., 2009). Ademais, diversas evidéncias sugerem participagao
do sistema das cininas em processos inflamatérios crénicos da pele, assim
como, processos hiperproliferativos (Costa-Neto et al., 2008; Pietrovski, et al.,
2011; Polosa et al., 1993).

Segawa et al., (2009) observaram que portadores de psoriase possuem
aumento nos niveis plasmaticos de cininogénio e calicreina (Segawa et al.,
2009). Semelhantemente, Poblete et al. (1991) mostraram que ha aumento do
infiltrado de neutrdfilos imunorreativos para calicreina tecidual na pele psoriatica
(Poblete et al., 1991). Como consequéncia, diversos estudos mostram que ha
aumento da formacédo de cininas na pele de pacientes psoriaticos, quando
comparado a pele normal (Marshman, Burton e Archer, 1996; Schremmer-
Danninger et al., 2004; Wilhelm, 2003). Além disso, foi observado que diferentes
terapias empregadas no tratamento da psoriase promovem a melhora das
manifestacdes clinicas da doencga, assim como, reducao dos niveis plasmaticos

de cininogénio e calicreina (Kolosovsky, 1994)

Reforcando a relagdo entre o sistema das cininas e a psoriase, na
literatura existem diversos relatos de que o uso de inibidores da ECA (iECA)
estejam associados a inducao de erupgdes cutaneas tipo psoriaticas, e acredita-
se que estas lesdes se formem como consequéncia do aumento local de BK
(Andersson e Persson, 1994; Hong e Bernstein, 2018; Konigsberg e Albahrani,
2013; Ryder et al., 1985).
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1.3 PSORIASE

A psoriase é um dos mais comuns disturbios inflamatérios crénicos
imunomediados da pele, afetando 1-3% da populacdo mundial (Conrad e Gilliet,
2018). Porém, esse numero pode ser maior, uma vez que estimativas sugerem
que 0,4 a 2,3% da populagéo tém psoriase, mas permanecem sem diagnostico
(Bowcock e Krueger, 2005; Eberle et al., 2016; Gulliver et al., 2015). No Brasil,
recentes estimativas indicam prevaléncia de psoriase em cerca de 1,3% da
populacao (Romiti et al., 2018). Atualmente incuravel, a psoriase atinge homens
e mulheres em igual proporgao e apresenta maior ocorréncia em caucasianos
(Schmitt e Ford, 2007).

A distribuicdo da psoriase na populagcdo € considerada bimodal,
havendo picos de ocorréncia durante a adolescéncia ou a partir da sexta década
de vida (Grozdev et al., 2011). A partir deste parametro, a psoriase pode ser
referida como de tipo I, quando a doeng¢a manifesta-se antes dos 40 anos de
idade, havendo pico de ocorréncia em individuos com idade entre 16-22 anos
(Phan et al., 2016; Queiro et al., 2014). Em contraste, a psoriase de inicio tardio,
também denominada de tipo Il, caracterizada pelo aparecimentos dos sinais
clinicas ap6s os 40 anos de idade, com pico de incidéncia entre individuos com
57 a 60 anos (Queiro et al., 2014). Embora estas formas de psoriase ndo possam
ser distinguidas a partir de avaliagdes clinicas ou histopatolégicas, sabe-se que
ha distinta associacdo genética. Desta forma, a psoriase de tipo | exibe forte
associacgao familiar, havendo associagao positiva com o alelo HLA - C *06, por
exemplo. Por sua vez, a psoriase tipo Il € esporadica e raramente familiar
(Albanesi, 2012; Queiro et al., 2014).

Com etiologia ainda pouco conhecida, estudos tém mostrado que a
combinacgao de predisposicado genética, alteragdes imunoldgicas e estilo de vida
contribuem para o desenvolvimento desta desordem cutanea (Figura 2) (Kim e
Krueger, 2015; Liu, Han e Lu, 2013). Recentemente, genes que conferem
suscetibilidade a psoriase e contribuem para o seu desenvolvimento estdo sendo
identificados e investigados, como, por exemplo, os alelos do antigeno
leucocitario humano (HLA), genes envolvidos na diferenciagao epidérmica, bem

como o polimorfismo no gene da ECA (Bowcock e Krueger, 2005; Ozkur et al.,
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2004; Weger et al., 2007). Contudo, o papel da transmissdo hereditaria na

patogénese da psoriase ainda é pouco compreendido (Tonel e Conrad, 2009).

A apresentagao clinica da psoriase € geralmente caracterizada por
placas escamosas eritematosas que afetam comumente superficies flexoras,
como, por exemplo, bragos e pernas, além do couro cabeludo e tronco (Kelly e
Ryan, 2018; Rendon e Schakel, 2019). As lesbes psoriaticas tipicas surgem
como consequéncia de um acentuado espessamento da epiderme, devido ao
aumento da proliferacao e alteracdes na diferenciacdo dos queratinécitos, assim
como, infiltracao atipica de células inflamatdrias na epiderme e derme (Figura 2)
(Cai, Fleming e Yan, 2012; Fitch et al., 2010; Michalek, Loring e John, 2017).

Embora o evento inicial, capaz de desencadear o aparecimento das
lesdes psoriaticas ainda seja desconhecido, sabe-se que fatores estressantes,
como, por exemplo lesdo tecidual, infec¢des e alguns medicamentos contribuem
para o inicio da doenga em individuos com predisposi¢cédo genética (Albanesi,
2012; Tonel e Conrad, 2009).

Esta bem caracterizado que apds a ocorréncia desse gatilho inicial, ha a
sintese e liberacdo de peptideos antimicrobianos (AMPs - do inglés,
“Antimicrobial peptides”) por queratindcitos (Kim e Krueger, 2015; Tonel e
Conrad, 2009). Na pele normal (ndo inflamada), a quantidade desses peptideos
€ pouco expressiva, contudo, sua expressao € marcadamente aumentada em
doengas inflamatérias da pele (Kelly e Ryan, 2018; Kim et al., 2005; Kim e
Krueger, 2015). Entre os AMPs, defensinas e catelicidinas (por exemplo, LL-37)
sdo as mais estudadas e amplamente associadas a psoriase (Figura 2) (Kim et
al., 2005). Uma vez liberado por queratinécitos, os AMPs promovem o
recrutamento de células inflamatdrias, estimulam a angiogénese e a proliferagao
de queratindcitos (Kim e Krueger, 2015). Além disso, estes peptideos estao
diretamente associados a ativacao de células dendriticas plasmocitoides (pDCs-

do inglés, “Plasmacytoid dendritic cells”) (Albanesi, 2012; Ueyama et al., 2014).

E bem conhecido que as DCs desempenham um papel importante nos
estagios iniciais da doenga, contudo, sua participagdo na psoriase néo é
inteiramente clara (Rendon e Schakel, 2019). A ativacdo de pDCs é

caracterizada pela producéo de interferon de tipo | (IFN-a e —B) (Figura 2)



28

(Rendon e Schakel, 2019; Tonel e Conrad, 2009). Por sua vez, a sinaliza¢ao via
IFN do tipo | promove maturacédo de células dendriticas mieléides (mDCs - do
inglés, “Myeloid dendritic cells”), que migram para os linfonodos e passam a
secretar TNF, IL-23 e IL-12, citocinas que modulando a diferenciagdo e
proliferagdo de subconjuntos de células Th17 e Th1 (Figura 2) (Cai, Fleming e
Yan, 2012; Eberle et al., 2016; Tonel e Conrad, 2009). Uma vez ativados, os
linfécitos migram dos linfonodos para a pele, onde através da sintese e liberagao
de diferentes citocinas pro-inflamatérias induzem o aumento da taxa de
proliferacdo de queratindcitos e a formacao da placa psoriatica (Figura 2)
(Arcoleo et al., 2018; Eberle et al., 2016). Na psoriase observa-se principalmente
a ativacao de linfocitos T CD4* que secretam IFN, TNF-a e IL-2; Th17 secretores
de IL-17, TNF-q, IL-6 e IL-22, e linfocitos TCD8* que sintetizam IL-17, TNF-a e
IFN  (Meglio, Di e Duarte, 2013; Rendon e Schakel, 2019). Por sua vez,
queratinécitos psoriaticos secretam citocinas como, por exemplo, IL -18 e TNF-
a, que podem intensificar a hiperproliferacdo epidermal e ativar DCs,
contribuindo para a manutencéao e cronificagao do processo inflamatério (Tonel
e Conrad, 2009). Ainda, macréfagos ativados secretam IL-12 e IL-23 que
estimulam a proliferagcdo de Th1 e Th17, respectivamente, estabelecendo assim,
um ciclo de ativagao do sistema imune (Conrad e Gilliet, 2018; Meglio, Di et al.,
2016; Tonel e Conrad, 2009).

A psoriase € caracterizada por um processo inflamatorio sistémico
cronico que afeta principalmente a pele (Kelly e Ryan, 2018; Schmitt e Ford,
2007). Desta forma, esta bem documentado que os efeitos sistémicos psoriaticos
estdo associados a diversas comorbidades, como aumento do risco de
obesidade, resisténcia a insulina, doenga cardiovascular, sindrome metabdlica e

desenvolvimento de disturbios psiquiatricos (Azevedo-pinto et al., 2016);

Considerada doenga recidivante, a psoriase exige uma terapia de longo
prazo (Cai, Fleming e Yan, 2012; Dutra, 2017b; Rendon e Schakel, 2019). Como
a patogénese, o tratamento também pode ser complexo, e normalmente é
determinado pela gravidade da doenga, comorbidades e acesso aos cuidados
de saude (Rendon e Schakel, 2019). As placas psoriaticas sao frequentemente
categorizadas em leve, moderada ou grave, dependendo da severidade das

lesdes, da percentagem de area de superficie corporal afetada e qualidade de
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vida do paciente (Rendon e Schakel, 2019). Sendo que, em aproximadamente
um tergo dos pacientes, mais de 10% do corpo € coberto, sendo classificada

como psoriase moderada a grave (Albanesi, 2012).

De maneira geral, a psoriase categorizada como leve a moderada é
tratada topicamente com glicocorticéides, analogos da vitamina D ou fototerapia
(Cai, Fleming e Yan, 2012; Wong e Koo, 2012). Ja a psoriase moderada a grave
geralmente requer tratamento sistémico (por exemplo, com ciclosporina ou
metotrexato) ou agente bioldgicos (por exemplo, adalimumab ou infliximab)
(Rendon e Schakel, 2019). Apesar de existirem diversas alternativas
terapéuticas, a terapia anti-psoriatica ideal ainda nao foi descrita, e dentre os
principais fatores que prejudicam a adesao dos pacientes aos tratamentos atuais
esta a baixa eficacia e/ou efeitos colaterais, principalmente em decorréncia do
uso prolongado (Michalek, Loring e John, 2017; Sibin e Ossama, 2018).
(Michalek, Loring e John, 2017; Sibin e Ossama, 2018). Ainda, o uso cronico
pode levar ao desenvolvimento de tolerancia, onde a eficacia é reduzida (Rendon
e Schakel, 2019).
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Figura 2. Representacdo esquematica simplificada de mecanismos envolvidos na
imunopatogénese da Psoriase. Sabe-se que fatores genéticos, imunolégicos e/ou ambientais
podem ser gatilhos para o desenvolvimento da Psoriase. Nesse contexto, diante de um fator
estressante, queratindcitos sintetizam e liberam AMPs, as quais promovem a ativagéo de pDCs.
Estas células, por sua vez, promovem a ativagao e maturacdo de mDCs através da sintese de
IFN do tipo I. Ap6és a maturagdo, mDCs migram para os linfonodos mais préximos, onde
promovem a ativacao e proliferacdo de Th1 e Th17. Uma vez ativados, estas células T deixam
os linfonodos e migram para a pele, onde induzem a proliferagdo de queratindcitos e promovem
a cronificagdo do processo inflamatério pela sintese de diversas citocinas proé-inflamatérias.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas autoimunes afetam aproximadamente 5% da populacéo
mundial e sdo frequentemente associadas a altas taxas de morbidade e
mortalidade (Bowcock e Krueger, 2005; Ganapathy et al., 2017; Romanelli et
al., 2018). De modo geral, as desordens autoimunes s&o doengas inflamatodrias
crbnicas com etiologia pouco conhecida, ou desconhecida, que resultam da
combinagdo da desregulagdo imune, suscetibilidade genética e fatores
ambientais (Dutra, 2017b; Ganapathy et al., 2017). Além disso, essas doengas
sdo cronicas e debilitantes, afetando jovens e adultos, especialmente mulheres,
e ocasionando enormes impactos econdmicos (Dutra, 2017b; Ganapathy et al.,
2017; Kim e Krueger, 2015).

Atualmente, as principais terapias disponiveis tem como objetivo o
controle da resposta imune a antigenos proprios, incluindo metotrexato,
leflunomida e azatioprina (Dutra, 2017a; Ganapathy et al., 2017). No entanto,
estas terapias imunossupressoras sdo administradas por longos periodos e
devido a pouca especificidade sao associadas a diferentes efeitos colaterais,
como, por exemplo, desequilibrios metabdlicos, toxicidades e risco de infecgao
(Ganapathy et al., 2017; Wiseman, 2015). Outra classe de farmacos
amplamente utilizada sdo os corticosteroides, contudo, efeitos colaterais
também sdo comuns e podem variar de casos de acne a sindrome de Cushing
(Dutra, 2017c; Foster, 2016; Wiseman, 2015).

Assim, as terapias atuais apresentam limitacGes, principalmente,
associadas a perda de eficacia apds longos periodos de tratamento,
caracteristica que somadas aos diferentes efeitos colaterais resultam em taxas
reduzidas de adesao ao tratamento (Wiseman, 2015). Nesse cenario, sabe-se
que uma melhor compreensao dos mecanismos subjacentes aos processos
inflamatdrios pode permitir o desenvolvimento de intervengdes farmacoldgicas
mais eficientes para a prevencgao e/ou tratamento destas desordens (Pietrovski,
Mendes, et al., 2011).

Nesse contexto, ha relatos do envolvimento do sistema das cininas na
progressao da psoriase, uma das mais comuns doencas inflamatérias cronicas

da pele (Malki, El et al., 2013; Poblete et al., 1991; Schremmer-Danninger et
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al., 1999). Contudo, aspectos referentes ao papel das cininas nesta desordem

cutanea ainda é pouco compreendido.

A ocorréncia de cininas em tecidos afetados por condi¢des patoldgicas
tem naturalmente evocado o interesse referente as possiveis fungdes
patologicas deste sistema (Campbell, 2000; Wilhelm, 2003). Embora a mera
presenca de cininas ndo garanta que estes peptideos sejam fatores causais
dessas doencgas, evidéncias mostram que esta associagcdo tem uma relagao
significativa (Campbell, 2000; Wilhelm, 2003). Corroborando, a presenca e a
influéncia dos receptores das cininas em células T, por exemplo, foram
encontradas em varias condi¢des inflamatérias, incluindo esclerose multipla
(Dutra et al., 2011), lupus eritematoso sistémico (Prat et al, 1999) e

angioedema (Arcoleo et al., 2018).

Por mais que a descoberta do sistema de cininas ndo seja recente, o
seu estudo em campo clinico tem sido feito apenas nos ultimos anos (Golias,
Ch, Charalabopoulos, Stagikas, D, et al., 2007). Como tal, antagonistas dos
receptores B1 e B2 tém sido propostos como modalidades terapéuticas para o

tratamento de muitas doengas (Sharma e Al-Sherif, 2006).

Nesse contexto, houve o interesse de avaliar a relevancia das cininas
e seus receptores no desenvolvimento e progressao da psoriase, com o intuito
de contribuir na compreensdao da patogénese e visando o possivel
estabelecimento de novos alvos terapéuticos para o tratamento desta

desordem inflamatdria da pele.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a participagdo do sistema das cininas no processo psoriatico

induzido por Imiquimod (IMQ) em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar a presenga dos receptores das cininas (B1R e B2R) na pele de
camundongos, antes e apds administracao de IMQ, objetivando verificar

possiveis alteracdes na expressao dos receptores cininérgicos;

- Usando animais nocautes para os receptores das cininas (KOB1, KOB2
e KOB1B2) e antagonistas seletivos, avaliar a severidade da psoriase induzida
por IMQ com base no indice clinico PASI (do inglés, Psoriasis Area and Severity
Index);

- Avaliar alteragdes histopatolégicas presentes na pele de animais
nocautes para os receptores das cininas (KOB+1, KOB2 e KOB1B2) ou tratados

com antagonistas, submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ;

- Analisar possiveis alteragdes em indicadores de proliferagdo e
diferenciacao celular de queratindcitos, a partir de amostras teciduais da lesao
psoriatica de camundongos, nocautes para os receptores das cininas ou tratados

com antagonistas, submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ;

- Verificar o efeito dos receptores das cininas no influxo de células
inflamatorias (CD3*, CD4*, CD8*, CD11b* e Ly6G*) nas lesbes psoriaticas de
camundongos nocautes para os receptores das cininas ou tratados com

antagonistas e submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ;

- Realizar a analise da presenca de IL- 17 nas lesbdes psoriaticas de
camundongos nocautes para os receptores das cininas ou tratados com

antagonistas e submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ;



34

- Avaliar a possivel influéncia do sistema das cininas na resposta
sistémica induzida por IMQ, através da avaliacdo do peso de orgaos linféides

(baco, linfonodos inguinais e axilares).

- Analisar possiveis alteracbes no desenvolvimento e progressao do

processo psoriatico induzido por IMQ decorrentes do tratamento com Captopril;

- Avaliar o bem-estar de animais submetidos ao modelo de psoriase

induzida por IMQ, utilizando como indicativo a atividade de nidificagao;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6 wild type (WT) e nocautes (background
C57BL/6) para os receptores das cininas, gentilmente cedidos pelo professor Dr.
Joao Bosco Pesquero, do Departamento de Biofisica da Universidade Federal
de Sao Paulo (Unifesp). A geracao de camundongos sem o receptor B1 das
cininas (KOB1R), B2 (KOB2R) e os duplos nocautes (KOB1B2R) foram obtidas e
previamente descritas por PESQUERO et al. (2000), BORKOWISKI et al. (1995)
e CAYLA et al. (2002), respectivamente (Borkowski et al., 1995; Cayla et al.,
2002; Pesquero et al., 2000).

Os camundongos (machos e fémeas, 8-10 semanas de idade, 20-25 g)
foram alojados sob condi¢des laboratoriais padrao, tendo livre acesso a ragéo e
agua, ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 da manha), e sala
com temperatura (23 = 2 °C) e humidade (60 £+ 10%) controlada. Os animais
foram mantidos em grupos de 8-15 animais em gaiolas de polipropileno de fundo
sélido (tamanho: 18 cm x 34 cm x 41 cm), recobertas por uma camada de
maravalha (raspa de madeira picada) autoclavada e grades em INOX (/nsight
Equipamentos). No minimo 24h antes da realizagdo dos experimentos, 0s
animais foram transferidos e mantidos na sala de experimento para adaptacao.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados durante a fase clara.

Os animais utilizados sempre foram aleatoriamente divididos em grupos.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os principios
éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA)
e aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Secdo de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO) sob o numero 1185.
Além disso, foram levadas em consideracao diretrizes experimentais subscritas
em ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments Guidelines),
objetivando reduzir fatores que possam vir a promover variagdes nos resultados
e contribuindo para posteriores replicagdes dos resultados (Kilkenny et al.,

2011). Sempre que possivel as avaliagdes e coletas de dados foram realizadas
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de forma cega, ou seja, sem que os avaliadores soubessem quais eram 0s
grupos experimentais em analise. Todo esforgo foi feito para minimizar o numero

de animais utilizados e seu sofrimento.

4.2 MODELO ANIMAL DE PSORIASE

Camundongos foram tricotomizados (Dia 0) e, posteriormente,
submetidos a inflamacéo cutanea crénica induzida por multiplas aplicacbées de
IMQ (Dia 1-6). Neste modelo experimental, os animais receberam
administragdes topicas diarias (80 mg) do creme comercialmente de IMQ (5%)
(Modik; Germed Pharma, BR), durante 6 dias consecutivos. No sétimo dia, os
animais foram eutanasiados por overdose de isoflurano e amostras teciduais

coletadas para posteriores analises (Figura 3).

IMQ 5%
_ (80 mg)
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Tricotomizagao de amostras

iMQa M IMQ IMQ IMQ IMQ
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Figura 3. Representacdo esquematica do delineamento experimental. Camundongos (WT e
nocautes) foram submetidos ao Modelo de Psoriase Experimental Induzido por IMQ.
Inicialmente, os animais foram tricotomizados e, a partir de entdo, receberam diariamente
administracdes de IMQ 5% (80 mg), por 6 dias consecutivos. Ao final (7.° dia), os animais séo
eutanasiados e amostras teciduais coletadas para analise. Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Ademais, alguns camundongos WT foram tratados (30 min antes da

administracao de IMQ) com veiculo (DMSO - 0,03% vlv, i.p), diferentes doses de
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SSR240612C (0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg, i.p.; Sanofi - Aventis, DE), ou FR173657 (3
10 e 30 mg/Kg, i.p.; Astellas Pharma, JP), diariamente, durante 6 dias
consecutivos (Figura 4). Os dois antagonistas foram solubilizados usando DMSO
(0,03% - v/v), o mesmo foi usado para tratar os animais do grupo veiculo. As
doses utilizadas tiveram como base referéncias da literatura (Christianne et al.,
1999; Gougat et al., 2004).

Em outro grupo experimental, camundongos WT foram tratados por via
oral com Captopril (10; 30 ou 100 mg/Kg, p.o.), 1 h antes da aplicagao de IMQ,
durante 6 dias consecutivos (Figura 4). Semelhantemente, o grupo veiculo
recebeu salina (p.o.), 1 h antes da aplicagao topica de IMQ. As doses utilizadas
foram escolhidas com base em dados disponiveis na literatura (Kambara et al.,

2003; Leor et al., 1994). O grupo Naive nao recebeu nenhum tratamento.

Tratamento diario:

CAPTOPRIL
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1 h antes j

N

Tricotomizacao

IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ
\/ Yy VYV Yy vV V V!V

Dias
0 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 4. Representagado esquematica dos tratamentos realizados (antagonistas seletivos
para os receptores B1 ou B; das cininas ou Captopril) durante a realizagdo do protocolo
experimental estabelecido. Camundongos foram submetidos ao Modelo de Psoriase
Experimental Induzido por IMQ. Inicialmente, os animais foram tricotomizados e, a partir de
entdo, receberam diariamente administragbes IMQ por 6 dias consecutivos. Adicionalmente,
foram realizados pré-tratamentos com SSR240612C (0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg, i.p.), ou FR173657 (3
10 e 30 mg/Kg, i.p.), diariamente, 30 min antes da administracao de IMQ. Semelhantemente,
alguns animais receberam por via oral Captopril (10; 30 ou 100 mg/Kg), diariamente, 1h antes
da administracdo de IMQ. No sétimo dia, os animais foram eutanasiados e amostras teciduais
coletadas para andlise. Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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4.3 AVALIAGAO DA SEVERIDADE DA INFLAMAGAO CUTANEA

Com o intuito de analisar a intensidade do processo inflamatério
estabelecido ao longo do protocolo experimental, foi utilizado um sistema de
avaliacdo baseado no escore clinico PASI. Desta forma, os animais foram
avaliados diariamente e individualmente quanto aos indices de eritema,
escarificacdo e descamacao. Nesse sistema, cada indice foi pontuado
independentemente em uma escala de 0 a4 (0 - ausente, 1 - leve, 2 - moderado,
3 - grave, 4 - muito grave). O escore total (resultado da soma dos escores de
eritema, escarificagdo e descamacao) foi utilizado para mensurar a gravidade do
processo inflamatério (escala 0-12), conforme descrito previamente por Fits et
al. (2009).

Durante as avaliagdes a extensdao da lesdao ndo foi levada em
consideragcdo, uma vez que, todos os camundongo tiveram a mesma area
experimental. Todas as avaliagdes foram realizadas de forma cega e por 3-4
pesquisadores diferentes. Ao final, a média dos escores de cada camundongo
foi calculada e geradas linhas de tendéncia para analisar possiveis alteragdes

no desenvolvimento das lesdes cutédneas induzidas por IMQ.

4.4 HISTOLOGIA

Amostras da pele psoriatica (6 mm) foram coletadas de camundongos
(WT e nocautes) no sétimo, e ultimo dia, do protocolo experimental de psoriase
induzida por IMQ. Subsequentemente, as biopsias foram fixadas em solucao
ALFAC (85 mL de alcool a 80%, 10 mL de formol a 40% e 5 mL de acido acético
glacial), sendo mantidas por 16 h. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas, embebidas em parafina, seccionadas em micrétomo (5 ym), e
coradas com hematoxilina e eosina (H & E).

Objetivando avaliar a celularidade e a espessura da epiderme, as
amostras foram fotografadas com aumento de 200x em camera digital acoplada
a um microscopio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japdo), e analisadas com
o software ImageJ® versao 1.48 (National Institute of Health, EUA). Trés a cinco
campos oculares por se¢ao (6-8 camundongos por grupo) foram capturados e

submetidos a avaliagdo. A espessura da epiderme foi expressa em um.
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4.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Amostras da pele psoriatica (6 mm) foram coletadas e processadas
como descrito no item anterior (4.4). Posteriormente, os cortes histologicos (5
pm) foram montados em laminas previamente gelatinizadas. As Iaminas foram
submetidas a banhos de xilol, para desparafinizagcao, e hidratadas com banhos
sucessivos em concentragdes decrescentes de alcool. Em seguida, as laminas
foram tratadas com glicina (0,1 M) e com H202 3%, com o intuito de promover o
bloqueio de radicais aldeidos, peroxidases enddégenas e sitios inespecificos,
respectivamente. Posteriormente, as sec¢des foram incubadas por 2 h com
anticorpo policlonal anti-PCNA (1:100, sc-9857- Santa Cruz Biotech, Inc., EUA),
ou anti- K14 (1:100, sc-17104 -Santa Cruz Biotech, Inc., EUA), a temperatura
ambiente em camara umida. Apds banhos em PBS, as laminas foram incubadas
com os respectivos anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (1:100,
sc-2020 -Santa Cruz Biotech, Inc., USA) por uma hora a temperatura ambiente
em camara umida. Os locais de ligagao foram detectados com Kit de substrato
DAB (Diaminobenzidina 3,3', BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA). O numero
de células epidérmicas imunomarcadas para PCNA e K14 foram quantificadas
com o software ImageJ® versdo 1.48 (National Institute of Health, EUA). A
presenca de granulos marrons na epiderme foi definida como um sinal positivo.
Para controles negativos, as secgdes foram processadas como descrito acima,

sem anticorpo primario (dados ndo mostrados).

4.6 DETECGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA

Objetivando avaliar a expressédo de B1R, B2R, Ly6G, CD11b, CD3, CD4,
CD8 e IL-17, amostras da pele (6 mm) foram emblocadas em tissue-tek,
submetidas a criopreservagao em nitrogénio liquido e armazenadas a - 80°C até
sua utilizagdo. As amostras foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C),
e os cortes (5 ym) montados em laminas previamente gelatinizadas. As segbes
foram lavadas com PBS (3x) e incubadas com acetona a 4°C (20 min).
Posteriormente, as laminas foram submetidas a incubacéo em solugao contendo
BSA (1%), Triton X-100 (0,3%) e PBS por 30 min, com o intuito de alterar a

permeabilidade das membranas biolégicas. Subsequentemente, as laminas
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foram incubadas overnight com anti- B1R (anticorpo policlonal,1:300, sc-15048-
Santa Cruz Biotech, Inc., USA), anti-B2R (anticorpo policlonal,1:300, sc-25671-
Santa Cruz Biotech, Inc., USA), anti- Ly6G (anticorpo monoclonal, 1:300, RB6-
8C5 - Abcam plc Biotech, UK), anti-CD11b (anticorpo monoclonal, 1:300, 557396
- BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), anti-CD3 (anticorpo monoclonal,1:300,
sc-70618 -Santa Cruz Biotech, Inc., USA), anti-CD4 (anticorpo
monoclonal,1:300, sc-70670 - Santa Cruz Biotech, Inc., USA), anti-CD8
(anticorpo monoclonal,1:300, sc-18860 - Santa Cruz Biotech, Inc., USA), ou anti-
IL17 (anticorpo policlonal, 1:300, ab91649 - Abcam plc Biotech, UK), a 4° C. Apds
esta primeira incubacao, as amostras foram lavadas com PBS e incubadas com
seus respectivos anticorpos secundarios (diluicdo 1:300) por 2 h em temperatura
ambiente e camara umida. Finalmente, apds nova lavagem com PBS, os cortes
foram coradas com 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), e protegidos com
Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific, Inc., EUA). As imagens foram
adquiridas usando um microscopio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japéo). A
omissao do anticorpo primario foi usada como controle negativo (dados nao
mostrados). A média da intensidade de fluorescéncia (MIF) ou a quantificagao
do numero de células marcadas foi realizada com o auxilio do software ImageJ®
versao 1.48 (National Institute of Health, EUA).

4.7 ENSAIO DE CONSTRUGAO DE NINHO (do inglés, “Nest Building”)

Com o intuito de avaliar o bem-estar dos animais submetidos ao modelo
de inflamacgao crénica tipo psoriatica induzida por IMQ, foi utilizado o ensaio de
construgdo de ninho (Jirkof, 2014). Desta forma, no sexto dia do protocolo
experimental, os camundongos foram colocados em gaiolas individuais, cerca
de uma hora antes da fase escura, € os resultados avaliados na manha seguinte
(Figura 5). Previamente, em cada gaiola foi adicionado um algodéao prensado de
5 cm x 5cm (Sussex®), e os ninhos foram pontuados usando uma escala
predefinida (0-5) (Figura 5). Resumidamente, a pontuacéo utilizada baseou-se
em: (0) Material intocado; (1) Material manipulado e disperso na gaiola; (2)
Material utilizado para constru¢gao de um ninho plano; (3) Material utilizado para
construgdo de um ninho com forma bem definida (normalmente, circular); (4)

material bem desfiado, ninho com forma bem definida e cupula incompleta; (5)
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ninho com forma bem definida, cupula completa e fechada (Gaskill e Pritchett-
Corning, 2016).

IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ
\V Yy vy vy vy Y vy |V -
1as
0 1 2 3 a4 5 6 7.

o

Avaliacdo da
construgdo de ninho

Animais mantidos em gaiolas individuais
e a adicdo de algoddo em cada um delas

Figura 5. Representacao esquematica da avaliagao da atividade de nidificagdo. Objetivando
avaliar o bem-estar de camundongos submetidos ao modelo de psoriase experimental induzido
por IMQ foi realizada a avaliacdo da atividade de nidificagdo. Para isso, no 6° dia do protocolo
experimental os animais foram separados e mantidos em gaiolas individuais, sendo adicionado
algodao em cada uma das gaiolas. Posteriormente, no 7.° dia, foi realizada a avaliagdo da
construcao de ninho utilizando uma escala pré-definida. Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.8 ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados experimentais sao expressos como média + E.P.M. de n
observagodes, onde n representa o numero de animais. Para cada ensaio in vivo
foram utilizados 6-8 animais diferentes em cada grupo. O célculo do tamanho
amostral foi realizado com o auxilio do software G * Power 3.1.9.2 (Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf). A avaliagcao estatistica foi realizada por One-way
ANOVA, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls, para comparagoes
multiplas.

Com relagdo ao indice PASI, 3-4 pesquisadores diferentes foram
responsaveis pela realizacdo das avaliagbes, em seguida, foi realizada a média
dos escores de cada animal, e a comparagao entre os grupos foi avaliada por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. A razao

para esta normalizagao € a possibilidade de comparac&o da condigao patoldgica
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ao longo dos dias entre diferentes tratamentos ou animais nocautes. A avaliagdo
do teste de Nest Building foi realizada por One-way ANOVA (teste nédo
paramétrico, Kruskal-Wallis test) seguido do teste de multiplas comparagdes de
Dunn’s. O nivel de significancia aceito para os testes foi p<0,05. Todos os testes
foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism versao 6.0,
San Diego, Califérnia, EUA (GraphPad Software, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

51 AVALIACAO DA PRESENCA DOS RECEPTORES B1 E B2 DAS
CININAS NA PELE DE CAMUNDONGOS

Inicialmente, com o intuito de avaliar a presenca dos receptores
cininérgicos (B1R e B2R) na pele de camundongos, tratados ou ndo com IMQ,
amostras teciduais foram coletadas e submetidos a analise por
imunofluorescéncia (Figura 6 e 7). Os resultados obtidos mostram a presenca
dos B1 e B2 das cininas na pele saudavel de camundongos, com expressao
detectavel principalmente na epiderme (Figura 6A e 7). Além disso, apds 6 dias
de tratamento com IMQ, houve intenso aumento na MIF referente aos dois
receptores cininérgicos, sendo este aumento de 505,17 + 19,92% e 32,74
1,12% para os receptores B1 e B2, respectivamente, em comparagao ao grupo
Naive (p<0,05) (Figura 6B e 7).

Uma vez verificada a presenca dos receptores B1 e B2 das cininas na
pele, bem como 0 aumento desses receptores na resposta inflamatéria induzida
por IMQ, avaliou-se o potencial papel dos receptores cininérgicos no

desenvolvimento e progressao do processo psoriatico.
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Figura 6. Analise da presenca dos receptores B4 e B2 das cininas na pele. Biopsia (6 mm)
da pele de camundongos C57BL/6 (A) Naive (normal) e (B) submetidos ao modelo de inflamagéao
cronica induzida por aplicagdes multiplas de IMQ, foram criopreservadas, seccionadas (5 um) e
analisadas por imunofluorescéncia com o intuito de verificar a presenga dos receptores
cininérgicos (B1R e B2R). Os painéis mostram células imunorreativas para os receptores
cininérgicos B1 (verde) e B2 (vermelho), assim como, a marcacéo para DAPI (azul). As imagens
foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japado). A média da
intensidade de fluorescéncia (MIF) foi realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de
200x, escala de 200um).
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Figura 7. Quantificagao da MIF dos receptores B4 e B2 das cininas na pele. Com o intuito
de mensurar a presenga dos receptores cininérgicos na pele de camundongos (A) Naive e
(B) submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ, foi realizada a quantificagdo da MIF
com o auxilio do software ImageJ®. As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6) de
cada grupo. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia
(One- way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagdo ao grupo Naive, * p<0,05 e *** p<0,001.

5.2 AVALIAGAO DA PARTICIPACAO DOS RECEPTORES DAS
CININAS NO PROCESSO PSORIATICO INDUZIDO POR IMQ.

Com base no escore PASI, apresentado na Figura 8, os resultados
mostram que a aplicagao repetida de IMQ promove aumento gradual das lesdes
tipo psoriaticas, causando eritema, descamacao e espessamento da pele dos
animais pertencentes ao grupo WT, quando comparado ao grupo Naive (n&o
tratado) (p<0,001) (Figura 8). Entretanto, animais nocautes para os receptores
B+ (KOB1), B2 (KOB:2), assim como o duplo nocaute (KOB1B2), tratados com IMQ,
apresentaram indices menores em todos os parametros avaliados, quando

comparados com o grupo WT (controle) (p<0,001) (Figura 8 A e B).
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Figura 8. Avaliagado da participagado dos receptores das cininas no desenvolvimento do
processo psoriatico induzido por aplicagées multiplas de IMQ. Animais nocautes para os
receptores das cininas (KOB4, KOB; e KOB1B2) e WT (controle), foram submetidos ao modelo
de inflamagao cronica induzida por aplicagbes multiplas de IMQ. Ao longo do protocolo
experimental, foram realizados registros fotograficos e realizada a avaliagdo da gravidade do
processo psoriatico utilizando indice PASI. (A) Fotos representativas da lesdo psoriatica de
animais nocautes para os receptores B1 e B2 das cininas e WT no 7° dia do modelo experimental
de psoriase. (B) O score acumulativo foi obtido através da soma dos pardmetros Eritema,
Escarificacdo e Descamacao (score 0 — 12). Os pontos representam a média das avalia¢des dos
animais de cada grupo (n = 6 — 8 animais) ao longo do protocolo experimental. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (Two- way ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relagdo ao grupo WT, *** p<0,001
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Resultados semelhantes foram observados apdés o tratamento de
animais WT, ao longo do protocolo experimental, com SSR240612C
(antagonista seletivo de B1R) ou FR173657 (antagonista seletivo de B2R) (Figura
9 e 10). Assim, o tratamento com ambos os antagonistas promoveu menos
descamacao, escarificagdo e eritema, quando comparados ao grupo veiculo
(dados nado mostrados). Consequentemente, os grupos que receberam
SSR240612C e FR173657 apresentaram menores escores PASI, indicando
reducao da severidade do processo psoriatico induzido por IMQ, em todas as
doses avaliadas, em comparagao ao grupo veiculo (DMSO 0,03% v/v) (p <0,05)
(Figura 9B e 10B).

O grupo veiculo ndo apresentou diferenga estatistica quando comparado
ao grupo IMQ, indicando que a administragdo de DMSO (0,03% v/v; i.p) né&o

interferiu no processo de psoriase induzido pelo IMQ (Figura 9 e 10).
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Figura 9. Avaliagao da participagao do receptor B1 das cininas na formagéao e progressao
das lesdes tipo psoriaticas induzidas por multiplas aplicagées de IMQ Objetivando verificar
a participagao do receptor B1 das cininas no processo psoriatico, animais foram submetidos ao
modelo de inflamagdo crénica induzida por aplicagbes multiplas de IMQ. Neste modelo
experimental, a indugdo do processo inflamatério é realizada uma vez ao dia, por seis dias.
Sendo que, 30 minutos antes da aplicagao topica de IMQ, os animais receberam diariamente a
administragao (i.p) de SSR240612C (antagonista seletivo para o receptor B1 das cininas) em
diferentes doses (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/Kg) ou o veiculo utilizado (DMSO 0.03%, v/v). Com o intuito
de avaliar a gravidade do quadro psoriatico ao longo do periodo experimental foram realizados
registros fotograficos diarios e avalia¢des utilizando o indice PASI. (A) Fotos representativas da
leséo psoriatica (7° dia) de animais que receberam pré-tratamento diario com diferentes doses
(0,1; 0,3 ou 1,0 mg/Kg) do antagonista do receptor B+ das cininas (SSR240612C), ao longo do
protocolo experimental. (B) O score acumulativo foi obtido através da soma dos parametros
Eritema, Escarificagdo e Descamagao (score 0 — 12). Os pontos representam a média das
avaliagdes dos animais de cada grupo (n = 6 — 8 animais), ao longo do protocolo experimental.
A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (Two -way ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relacao ao
grupo veiculo, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Figura 10. Avaliagdo da participagdao do receptor B, das cininas na formagido e
sustentagcdo do processo inflamatério crénico tipo psoriatico induzido por IMQ.
Objetivando verificar a participagao do receptor B2 das cininas no processo psoriatico, animais
C57BL/6 foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por aplicagbes multiplas de IMQ.
Neste modelo experimental, a indugéo do processo inflamatério é realizada uma vez ao dia, por
seis dias. Sendo que, 30 minutos antes da aplicagao topica de IMQ, os animais receberam
diariamente a administragéo (i.p) de FR173657 (antagonista seletivo do receptor B2 das cininas)
em diferentes doses (3; 10 e 30 mg/Kg), ou o veiculo (DMSO - 0,03% v/v). Com o intuito de
avaliar a gravidade do quadro psoriatico ao longo do periodo experimental foram realizados
diariamente registros fotograficos e avaliagdes utilizando o indice PASI. (A) Fotos
representativas da leséo psoriatica (7° dia) de animais que receberam pré-tratamento diario com
diferentes doses (3; 10 ou 30 mg/Kg) do antagonista do receptor B2 das cininas (FR 173657),
durante o modelo experimental. (B) O score acumulativo foi obtido através da soma dos
parédmetros Eritema, Escarificagcdo e Descamacgéao (score 0 — 12). Os pontos representam a
média das avaliagbes dos animais de cada grupo (n = 6 — 8 animais), ao longo do protocolo
experimental. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (Two-way
ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagdo ao grupo WT, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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5.3 INFLUENCIA DOS RECEPTORES DAS CININAS NAS ALTERACOES
HISTOLOGICAS CARACTERISTICAS DA PSORIASE

Na tentativa de avaliar a relevancia dos receptores de cininas na
psoriase, amostras de pele foram coletadas no ultimo dia do protocolo
experimental (7° dia). A analise histopatolégica, como apresentada na Fig. 11,
demonstra que os camundongos WT que receberam IMQ apresentaram lesbes
caracteristicas da psoriase, ou seja, espessamento epidérmico e intenso
infiltrado celular (Figura 11 e 12). Assim, quantificagbes mostraram aumento
significativo do numero de nucleos corados (125,00 + 18,25%) na derme de
animais WT tratados com IMQ, indicando aumento do infiltrado celular, em
comparagao com o grupo Naive (p <0,05) (Figura 11 e 12). Em contraste, foi
observada reducao da celularidade dermal nas lesbes psoriaticas, induzidas por
IMQ, de animais com auséncia de receptores cininérgicos (Figura 11 e 12A). As
reducdes no influxo celular foram de 80,16 * 6,26% (KOB+1), 98,27 £+ 5,92%
(KOB2) e 94,01 £ 5,22% (KOB1B2), quando comparados ao grupo controle WT
(média de 211 células/campo) (p<0,001) (Figura 11 e 12A).

As mensuragdes também mostraram evidéncias de hiperplasia
epidérmica induzida pelo IMQ, havendo espessamento da epiderme de animais
do grupo WT (aumento de 174,78 + 8,36%), relativo ao grupo Naive (média de
6,18 um) (p<0,001) (Figura 11 e 12B). Como ilustrado na Figura 12B, os animais
nocautes para o0s receptores das cininas apresentaram redugdo do
espessamento epidermal induzido por IMQ, havendo redugdes iguais a 12,19 *
3,34% (KOB+1), 11,88 + 4,84% (KOB2) e 25,93 + 2,41%(KOB1B2), quando
comparado ao grupo WT (Figura 11 e 12B). O que sugere que os receptores
cininérgicos podem estar envolvidos na modulagao da taxa de proliferacéo dos

queratindcitos, durante processos hiperproliferativos.

Conforme representado nas Figuras 11 e 12, ndo foram observadas
diferengas significativas na celularidade e espessura da epiderme de animais
nocautes Naive (KOB1,KOB2 e KOB1B2), quando comparados ao grupo WT naive
(p>0,05).
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KOB,B,

Figura 11. Fotos representativas da histologia da pele de animais nocautes para os
receptores das cininas (KOB,, KOB, e KOB,B,) e animais WT submetidos ao modelo
de inflamagao cronica tipo psoriatica induzida por IMQ. Amostras teciduais (6 mm) foram
coletadas no 7° dia do protocolo experimental com o auxilio de um punch. Posteriormente, as
bidpsias foram fixadas em ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em cortes de 5
Mm e coradas com hematoxilina e eosina (H.E). As imagens foram adquiridas com
microscopio Olympus BX51 (Olympus, Tékio, Japao). A flecha azul indica regido de intensa
celularidade na derme; a flecha vermelha indica hiperplasia epidermal; e a estrela aponta
hiperqueratose induzida por IMQ (Aumento de 200x, escala de 200um).
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Figura 12. Influéncia do receptor B, e B, das cininas no infiltrado celular e
espessamento epidermal induzido induzida por IMQ. Camundongos C57BL/6 nocautes
para os receptores das cininas (KOB;, KOB, e KOBiBy) e WT (controle), receberam
administragdes topicas de IMQ (80mg/dia), durante 6 dias. No ultimo dia do modelo experimental,
os animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e submetidas a analise histoldgica.
(A) quantificagéo da celularidade e (B) mensuragao da espessura da epiderme realizadas com o
auxilio do software ImageJ® . As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada
grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One- way ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relacdo ao grupo WT, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. # Denota diferencga estatistica entre o
grupo Naive e IMQ (p<0,05).
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Consistente com os resultados obtidos em animais nocautes para o
receptor B1 (KOB1), o numero de células infiltradas na pele psoriatica foi
significativamente reduzido nos grupos pré-tratados com SSR240612C, sendo
estas reducdes de 34,56 + 9,58% (0,1 mg/Kg), 39,57 £ 4,05% (0,3 mg/Kg) e
54,61 +2,51% (1,0 mg/Kg), quando comparados ao grupo veiculo (média de 122
células/campo) (Figura 13 e 14A). Semelhantemente, mensuragdes mostraram
que o bloqueio farmacologico do receptor B1 das cininas promoveu reducéo de
44,80 + 0,71% (0,1 mg/Kg), 41,69 £ 0,68% (0,3 mg/Kg) e 44,92 + 0,64% (1,0
mg/Kg) no espessamento epidermico induzido por IMQ, quando comparado ao

grupo veiculo (média de 21,44 um) (Figura 13 e 14B).

NAIVE IMQ Veiculo

SSR240612C

Figura 13. Fotos representativas da histologia da pele de animais tratamentos com
SSR240612C na psoriase induzida por IMQ. As amostras teciduais (6 mm) foram coletadas no
sétimo e Ultimo dia do protocolo experimental. Posteriormente, as bidpsias foram fixadas em
ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em contes de 5 ym e coradas com H.E. As
imagens foram adquiridas com microscépio Olympus BX51 (Olympus, Tokio, Japao). A flecha
azul indica regido de intensa celularidade na derme; a flecha vermelha indica hiperplasia
epidermal; e a estrela aponta hiperqueratose induzida por IMQ (Aumento de 200x, escala de
200um).
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Figura 14. Efeito do bloqueio farmacolégico do receptor B, das cininas no infiltrado
celular e na espessura da epiderme de animais submetidos ao modelo de inflamagao
cronica tipo psoriatica induzida por IMQ. Com o intuito de verificar a participagdo do receptor
B+ das cininas no processo psoriatico, animais foram submetidos ao modelo de inflamagao
cronica induzida por aplicagdes multiplas de IMQ. Sendo que, 30 min antes da aplicagéo topica
de IMQ, os animais receberam diariamente a administragao (i.p.) de SSR240612C (antagonista
seletivo para o receptor B1 das cininas) em diferentes doses (0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg), assim como,
o veiculo utilizado (DMSO -0,03% v/v). No sétimo dia, os animais foram eutanasiados e amostras
da pele coletadas e submetidas a analise histoldgica. (A) Quantificacao do influxo celular e (B)
mensuragao da espessura da epiderme realizadas com o auxilio do software ImageJ® .As barras
verticais representam a média + EPM (n=5-6) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada
através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os
asteriscos representam o nivel de significaAncia em relagdo ao grupo veiculo, ** p<0,01 e ***
p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo
(p<0,05).
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Em adigdo, como ilustrado na Figuras 15 e 16A, o numero de
leucécitos infiltrados foi acentuadamente atenuado em animais tratados com
FR172357, relativo ao grupo veiculo (média de 175 células/campo). Sendo
estas redugdes iguais a 74,28 + 5,23% (3 mg/Kg), 72,77 £ 5,55% (10 mg/Kg) e
87,62 t 4,22% (30 mg/Kg), quando comparados ao grupo veiculo (Figuras 15
e 16A).

Da mesma forma, o bloqueio farmacolégico do receptor B2 foi capaz de
reduzir a hiperplasia epidermal induzida por IMQ nos grupos tratados com 3
mg/Kg (44,03 £ 0,59%), 10 mg/Kg (32,72 + 0,74%) e 30 mg/Kg (30,94 + 0,79%)
de FR 172357, comparado ao grupo veiculo (espessura média de 21,44 um)
(Figura 15 e 16B).
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VEiCULO

FR 173657

Figura 15. Fotos representativas da histologia da pele de animais que receberam
diariamente o tratamento com FR 173657 ao longo do modelo psoriase induzida por
IMQ. As amostras teciduais (6 mm) foram coletadas no sétimo, e ultimo dia do protocolo
experimental, com o auxilio de um punch. Posteriormente, as bidpsias foram fixadas em
ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em contes de 5 ym e coradas com H.E.
As imagens foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus, Tékio, Japao). A
flecha azul indica regido de intensa celularidade na derme; a flecha vermelha indica
hiperplasia epidermal; e a estrela aponta hiperqueratose induzida por IMQ (Aumento de 200x,
escala de 200um).
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Figura 16. Efeito do antagonista dos receptores B2 das cininas no infiltrado celular e no
espessamento da epiderme induzido por IMQ. Com o intuito de verificar a participagao do
receptor B2 das cininas no processo psoriatico, animais foram submetidos ao modelo de
inflamacéo crbnica tipo psoriatica induzida por IMQ (80 mg/dia). Sendo que, 30 minutos antes da
aplicacdo topica de IMQ, os animais receberam administragdes diarias (i.p) de FR 173657
(antagonista seletivo do receptor B2 das cininas) em diferentes doses (3;10 e 30 mg/Kg), ou o
veiculo utilizado (DMSO -0,03% v/v). No sétimo dia, os animais foram eutanasiados e amostras
da pele coletadas e submetidas a analise histolégica. A quantificagéo do (A) influxo celular e (B)
a mensuragao da espessura da epiderme foram realizadas com o auxilio do software ImageJ®
.As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica
foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-
Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relacdo ao grupo veiculo,
***p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo
(p<0,05).
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A fim de verificar a possivel influéncia dos receptores B1 e B2 de cininas
na modulagao da proliferacao de queratindcitos durante processos inflamatérios,
investigamos a presencga de células imunomarcadas para o PCNA (PCNA - do
inglés, Proliferating cell nuclear antigen). Esta analise revelou que o numero de
células positivas para PCNA foi maior na lesdo psoriatica de camundongos WT
tratados com IMQ (aumento de 58,47 + 2,95%), com os queratinécitos corados
dispostos ao longo das diferentes camadas da epiderme, refletindo uma
proliferacdo desregulada (Figura 17A e B). Por outro lado, redugdes na taxa de
proliferacdo de queratindcitos foram observadas em animais tratados com IMQ
que ndo expressam receptores de cininas B1 e B2 (Figura 17A e B). Assim,
resultados mostraram reducdo no numero de queratinécitos corados em KOB1
(28,02 + 4,16%), KOB2 (12,05 + 1,49%) e KOB1B2 (46,91 + 5,22%), comparado
ao grupo WT (média de 55 células positivas/campo) (Figura 17B). Animais Naive
apresentam poucos queratindcitos imunomarcados para PCNA, estando estes
localizadas, principalmente, na camada basal da epiderme (média de 21 células

positivas/campo) (Figura 17A).
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Figura 17. Avaliacdo da hiperproliferagao de queratinécitos causada por IMQ em animais
nocautes para os receptores das cininas. Camundongos nocautes para os receptores das
cininas (KOB;, KOB, e KOB1B;) e WT receberam administragdes topicas de IMQ (80 mg/dia),
durante 6 dias. No ultimo dia do modelo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras
da pele coletadas e submetidas a avaliagdo imunohistoquimica do PCNA. (A) Fotos
representativas de queratindcitos imunomarcados para PCNA em cada um dos grupos
experimentais. (B) A quantificagdo do nimero de queratinocitos positivamente marcados para
PCNA, realizada com o auxilio do software ImageJ®. As barras verticais representam a média
+ E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia
(One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagdo ao grupo WT, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. # Denota diferenca
estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05) (Aumento de 400x, escala de 200um).
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Como representado na Figura 18, os resultados mostraram que o
tratamento diario dos animais com SSR240612C foi capaz de reverter em 36,64
1 3,41% (0,1 mg/Kg), 41,09 + 2,05% (0,3 mg/Kg) e 66,78 £ 2,06% (1,0 mg/Kg) a
hiperproliferacdo dos queratindcitos induzida por IMQ, quando comparado ao
grupo veiculo (média de 54 células positivas/campo) (p <0,05) (Figura 19B).
Adicionalmente, o bloqueio farmacolégico do receptor B2 das cininas resultou em
menos queratindcitos marcados positivamente para PCNA em animais tratados
com 10 mg/Kg (32,98 + 2,51%) e 30 mg/Kg (54,14 + 1,14%) de FR 172357,
comparado ao grupo veiculo (média de 53 células positivas/campo) (Figura 19 A
e B). Mais uma vez, no grupo tratado com veiculo (0,03% DMSO v/v) nao foi

observada diferenga quando comparado ao grupo IMQ (p> 0,05).
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Figura 18. Efeito do antagonista dos receptores B4 das cininas na hiperproliferagcdao de
queratindécitos induzida por IMQ. Camundongos foram submetidos ao modelo de inflamagao
cronica tipo psoriatica induzida por IMQ. Sendo que, 30 min antes da aplicacao topica de IMQ, os
animais receberam administracao diarias (i.p) de SSR240612C (antagonista seletivo para o receptor
B+ das cininas) em diferentes doses (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/Kg), ou veiculo (DMSO -0,03% v/v). No ultimo
dia do modelo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e
submetidas a avaliagdo de queratinécitos positivos para PCNA. (A) Fotos representativas de
queratinécitos imunomarcados para PCNA em cada um dos grupos experimentais. (B) Quantificagao
do numero de queratinocitos positivamente marcados para PCNA realizada com o software ImageJ®
.As barras verticais representam a média £+ E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi
verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls.
Os asteriscos representam o nivel de significaAncia em relagdo ao grupo veiculo, ** p<0,01 e ***
p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo
(p<0,05). (Aumento de 400x, escala de 200um).
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Figura 19. Efeito do antagonista de receptores B, na modulagdo da proliferagao de
queratindécitos durante o processo psoriatico induzido por IMQ. Camundongos foram submetidos
ao modelo de psoriase induzida por aplicagdes de IMQ. Neste modelo experimental, a indugéo do
processo inflamatorio é realizada uma vez ao dia, por seis dias. Sendo que, 30 minutos antes da
aplicagéo topica de IMQ, os animais receberam diariamente a administracédo (i.p) de FR 173657
(antagonista seletivo do receptor B2 das cininas) em diferentes doses (3; 10 e 30 mg/Kg), ou o veiculo
(DMSO -0,03% v/v). No ultimo dia do modelo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras
da pele coletadas e submetidas a avaliagdo imunohistoquimica para PCNA. (A) Fotos representativas
de queratindcitos imunomarcados para PCNA em cada um dos grupos experimentais. (B) A
quantificagdo do numero de queratinocitos positivamente marcados para PCNA, realizada com o
software ImageJ® As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise
estatistica foi verificada através da anadlise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao grupo veiculo, **
p<0,01 e *** p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e
veiculo (p<0,05). (Aumento de 400x, escala de 200um).
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Objetivando verificar a participacdo dos receptores cininérgicos no
processo de diferenciagdo de queratindcitos, foi realizada a analise
imunohistoquimica da citoqueratina 14 (K14) em amostras da pele de animais

submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ.

Células coradas com K14 estdo localizadas na camada basal da
epiderme de animais Naive (média de 20 células positivas/campo) (Figura 20A).
Em contraste, o numero de queratindcitos positivos para K14 foram
significativamente aumentados em camundongos WT tratados com IMQ
(aumento de38,95 + 3,44%), refletindo redugao do processo de diferenciagéo

celular na epiderme (Figura 20A).

Como mostrado na Figura 20B, a auséncia dos receptores B1 e Bzdas
cininas reduziu em 19,69 + 2,05% (KOB+1) e 25,15 * 3,88% (KOB2) o numero de
queratinécitos K14-positivos, quando comparado com WT tratado com IMQ
(média de 49 células positivas/campo) (Figura 20B). Da mesma forma, a
auséncia de ambos os receptores cininérgicos (KOB1B2) reestabeleceu em 32,18
1 2,66% a diferenciacado dos queratinécitos, ambos comparados ao grupo WT
(Figura 13B).
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Figura 20. Analise do envolvimento dos receptores das cininas no processo de diferenciagao
de queratindcitos. Camundongos C57BL/6 nocautes para os receptores das cininas (KOBj,
KOB, e KOB1B3) e wild type (WT), receberam administragbes topicas de IMQ (80mg/dia),
durante 6 dias. No ultimo dia do modelo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras
da pele coletadas e submetidas a avaliagdo de células imunopositivas para K14. (A) Fotos
representativas de queratinécitos imunomarcados para K14 em cada um dos grupos experimentais.
(B) Quantificagdo do numero de queratinocitos imunomarcadados para K14, realizada com o auxilio
do software ImageJ®. As barras verticais representam a média £ E.P.M (n=6-8) de cada grupo.
A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One- way ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao
grupo WT, * p<0,05 e ** p<0,01. # Denota diferenga estatistica entre o grupo Naive e IMQ
(p<0,05) (Aumento de 400x, escala de 200um).
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Corroborando com os resultados anteriores, conforme ilustrado na Figura
21, o bloqueio do receptor B1 das cininas por SSR240612C (1,0 mg/Kg) reduziu
em 42,05 + 0,71% o numero de queratindcitos indiferenciados, induzido por IMQ,
quando comparado ao grupo veiculo (média de 50 células positivas/campo)
(p<0,05) (Figura 21B).

Do mesmo modo, a administracdo de FR172357 inibiu o aumento de
queratindcitos marcados positivamente para K14 nas doses de 10 mg/Kg (51,62
1 3,05%) e 30 mg/Kg (51,01 + 1,80%), comparado ao grupo veiculo (média de
48 células positivas/campo) (p<0,05) (Figura 22 A e B).

Em conjunto, esses resultados sugerem que o sistema de cininas esta
claramente envolvido na severidade do infiltrado de células inflamatdrias, na

hiperproliferacao e diferenciacdo anormal de queratindcitos na pele psoriatica
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Figura 21. Influéncia do receptor B das cininas na diferenciagdo de queratinocitos.
Camundongos foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ. Neste modelo
experimental, a indugdo do processo inflamatério é realizada uma vez ao dia, por seis dias.
Sendo que, 30 minutos antes da aplicacao topica de IMQ, os animais receberam diariamente a
administragao (i.p) de SSR240612C (antagonista seletivo para o receptor B1 das cininas) em
diferentes doses (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/Kg), ou veiculo (DMSO -0,03% v/v). No ultimo dia do modelo
experimental, os animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e submetidas a
avaliacao de células imunopositivas para K14. (A) Fotos representativas de queratindcitos
imunomarcados para K14 em cada um dos grupos experimentais. (B) Quantificagdo do numero
de queratinocitos marcados para K14, realizado com o auxilio do software ImageJ®.As barras
verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada
através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os
asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao grupo veiculo, *p<0,05. # Denota

diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05). (Aumento
de 400x, escala de 200um).
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Figura 22. Participagdo do receptor B2 das cininas no processo de diferenciagdo dos
queratindécitos durante o processo inflamatério tipo psoriatico induzido por IMQ. Animais
foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ. Sendo que, 30 minantes da
aplicagéo topica de IMQ, animais receberam diariamente FR 173657 (antagonista seletivo do
receptor B2 das cininas) em diferentes doses (3; 10 e 30 mg/Kg, i.p), ou veiculo (DMSO -0,03%
v/v). No ultimo dia do modelo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras da pele
coletadas e submetidas a avaliagdo imunohistoquimica para K14. (A) Fotos representativas de
queratinocitos imunomarcados para K14 em cada um dos grupos experimentais. (B) A
quantificacdo do numero de queratinocitos positivamente marcados foi realizada com o software
ImageJ®. As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise
estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste
de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao grupo
veiculo, * p<0,05. # Denota diferenga estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e
veiculo (p<0,05). (Aumento de 400x, escala de 200um).
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5.4 ANALISE DO EFEITO DO TRATAMENTO COM CAPTOPRIL NO
PROCESSO PSORIATICO INDUZIDO POR IMQ

Até o momento os resultados obtidos indicam participagéo do sistema das
cininas na progressao e sustentagcdo do processo psoriatico. Assim, a proxima
pergunta a ser respondida foi se 0 aumento de cininas no tecido inflamado poderia
causar efeito oposto ao que foi observado com o silenciamento dos receptores do
sistema das cininas. Para tanto, utilizamos o inibidor da ECA, uma cininase, que é
responsavel pela inativacdo das cininas e testamos no processo psoriatico induzido
por IMQ. Para isso, os animais receberam diariamente, 1 h antes das aplicagdes de
IMQ, o pré-tratamento (p.0.) com diferentes doses de Captopril (10; 30 ou 100
mg/Kg), e procedemos a avaliagdo do eritema, escarificacdo e descamagao
utilizando o PASI como ferramenta (Figuras 23 e 24).

Os dados mostram que o tratamento com Captopril ao longo do protocolo

experimental resultou em exacerbagdo do processo psoriatico induzido por IMQ,

principalmente ao intensificar a descamagao na dose de 100 mg/Kg (Figuras 23 e
24C).

IMQ Veiculo 10 mg/Kg 30 mg/Kg 100 mg/Kg

CAPTOPRIL

Figura 23. Fotos representativas de camundongos pré-tratados com Captopril na
psoriase induzida por IMQ. Fotos representativas do dorso de animais (7° dia) que
receberam pré-tratamento diario com diferentes doses (10, 30 ou 100 mg/Kg) de Captopril
ao longo do modelo experimental de psoriase induzida por IMQ.
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Figura 24. Avaliagao da influéncia do tratamento com Captopril no desenvolvimento do
processo psoriatico induzido por IMQ. Objetivando verificar a influéncia das cininas no
processo psoriatico, animais WT foram tratados com captopril (10; 30 e 100 mg/Kg, p.0.) ou
salina (veiculo) 60 min antes da aplicagéo tépica de IMQ. Para avaliar a gravidade do quadro
psoriatico estabelecido foram realizados registros fotograficos diarios e avaliagdes utilizando o
escore PASI. A analise dos parametros: (A) Descamacgao, (B) Eritema e (C) Escarificarao, foi
realizada utilizando scores de 0 - 4. (D) O score acumulativo foi obtido através da soma dos
parédmetros Eritema, Escarificagdo e Descamagao (score 0- 12). Os pontos representam a média
das avaliagdes dos animais de cada grupo (n = 6- 8 animais), ao longo do protocolo experimental.
A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (ANOVA de duas vias), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagédo ao
grupo Veiculo, *** p<0,001.
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Objetivando analisar se o bloqueio da enzima responsavel pela
degradacgao das cininas promovido pelo tratamento com Captopril, seria capaz
de induzir alteragdes no infiltrado de células inflamatédrias, foi realizada a
quantificacdo da celularidade na pele dos animais submetidos ao processo
psoriatico induzido por IMQ (Figura 25 e 26A).

Os resultados mostraram que a maior dose avaliada de Captopril (100
mg/KQ) foi capaz de intensificar o influxo de células inflamatdrias induzido por IMQ,
promovendo aumento de 51,74 + 3,08% no numero de nucleos corados, quando
comparado ao grupo Veiculo (média de 135 células/campo) (p<0.05) (Figura 25
e 26A). Similarmente, o tratamento com Captopril acentuou o espessamento da
epiderme induzido por IMQ, sendo observado aumento de 31,99 + 8,16% (100 mg/KQ)
guando comparado ao grupo Veiculo (média de 56,52 um) (p<0.05) (Figura 25 e 26B).
Conforme disposto anteriormente, IMQ promoveu aumento de 38, 74 + 9,83% no
numero de nucleos corados, e hiperplasia igual a 29, 21 + 1,51%, quando
comparado ao grupo Naive (p<0,001) (Figura 25 e 26). Nao foi observado
alteracdes significativas entre os resultados obtidos no grupo IMQ e Veiculo
(p>0,05) (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Fotos representativas da histologia da pele de animais WT que receberam o
pré-tratamento com Captopril ao longo do protocolo de inflamagéao crénica tipo psoriatica
induzida por IMQ. As amostras teciduais (6 mm) foram coletadas no sétimo dia do protocolo
experimental com o auxilio de um punch. Posteriormente, as bidpsias foram fixadas em ALFAC,
desidratadas, emblocadas, seccionadas em contes de 5 um e coradas com hematoxilina e eosina (H.E).
As imagens foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japao). A flecha azul
indica regido de intensa celularidade na derme; a flecha vermelha indica hiperplasia epidermal; e a estrela
aponta hiperqueratose induzida por IMQ (Aumento de 200x, escala de 100um).
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Figura 26. Influéncia do tratamento com Captopril no infiltrado celular e na espessura da
epiderme de animais WT submetidos ao modelo de inflamagao cronica tipo psoriatica
induzida por IMQ. Camundongos foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ
(80 mg/dia). Sendo que, 60 minutos antes da aplicacéo topica de IMQ, os animais receberam
diariamente o administragao de Captopril (10; 30 e 100 mg/Kg, p.o.), ou do veiculo (salina). No
sétimo dia, os animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e submetidas a analise
histologica. (A) Quantificagdo da celularidader e a (B) mensuracdo da espessura da epiderme
foram realizadas com o auxilio do soffware Imaged® .As barras verticais representam a média
+ E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia
(ANOVA de uma via), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel
de significancia em relagao ao grupo Veiculo, * p<0,05. # Denota diferenga estatistica entre o
grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).
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Com o intuito de verificar o efeito do pré-tratamento com Captopril na taxa
de proliferacdo dos queratinécitos, foi realizada a analise da presenca de
queratinécitos positivos para PCNA, através de ensaio de imunohistoquimica
(Figura 27). Conforme visualizado anteriormente, apds 6 dias de administracdes
topicas de IMQ houve aumento do numero de queratinécitos imunomarcadas
para PCNA, sendo este aumento de 70,96 + 4,73%, quando comparado ao
grupo Naive (média de 20 células positivas/campo) (p<0.05). Adicionalmente, as
quantificagbes mostraram que a maior dose avaliada de Captopril (100 mg/Kg)
foi capaz de ampliar em 34,02 + 2,74% a proliferagdo dos queratindcitos,
induzida por IMQ, quando comparada ao grupo Veiculo (média de 53 células
positivas/campo) (p<0.05) (Figura 27B). Como representado na Figura 27, nao

foi observada diferenca estatistica entre o grupo IMQ e veiculo (p>0.05).
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Figura 27. Efeito do tratamento com Captopril na taxa de proliferagao de queratinocitos
induzida por IMQ. Camundongos foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ,
sendo que, 60 minutos antes da aplicacado tépica de IMQ, os animais receberam diariamente o
administragao de Captopril (10; 30 e 100 mg/Kg, p.0.), ou do veiculo (salina). No sétimo dia, os
animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e submetidas a analise por
imunohistoquimica. (A) Fotos representativas de todos os grupos experimetais. (B) Quantificacéo
do numero de queratindcitos positivos para PCNA, realizadas com o auxilio do software ImageJ®
As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A anadlise estatistica
foi verificada através da analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagao ao grupo Veiculo,
* p<0,05. # Denota diferenga estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo
(p<0,05). (Aumento de 400x, escala de 200 pm).
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Adicionalmente, com o intuito de avaliar o efeito da inibicdo da ECA no
processo de diferenciagdo dos queratinécitos, foi realizada a quantificagao do
nuamero de células imunomarcadas para K14 (Figura 28). Os dados obtidos
mostraram que o tratamento com Captopril (100 mg/Kg) promoveu aumento do
numero de queratindcitos indiferenciados na epiderme de animais submetidos
ao modelo de psoriase induzida por IMQ, sendo este aumento igual a 49,18 £
4,19%, quando comparado ao grupo Veiculo (média de 48 células
positivas/campo) (p<0.01) (Figura 28B). Conforme representado na Figura 28B,
nao foram observadas diferencas estatisticas estre os grupos IMQ e Veiculo
(p>0.05).

Em conjunto, esses resultados sugerem que o tratamento com Captopril
causa piora no quadro inflamatdrio relacionado com o aumento do infiltrado de
células inflamatdrias. Somado a este efeito, o captopril causou também aumento
da taxa de proliferagao e intensificou a diferenciacédo anormal dos queratinécitos
na pele psoriatica. Como o mecanismo de ag¢ao do captopril envolve a redugcao
da degradacgao de cininas, estas podem ser responsaveis pelo aumento na

gravidade da psoriase induzida pelo IMQ.
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Figura 28. Influéncia do tratamento com Captopril na taxa de queratinécitos
indiferenciados no modelo de psoriase induzida por IMQ. Camundongos foram tratados,com
Captopril (10; 30 e 100 mg/Kg, p.o.) ou o veiculo (salina) 60 minutos antes da aplicagéo tépica de
IMQ por 6 dias. No sétimo dia, os animais foram eutanasiados e amostras da pele coletadas e
submetidas a analise por imunohistoquimica para detecgao da K14. (A) Fotos representativas de
todos os grupos experimetais. (B) Quantificagdo do nimero de queratindcitos positivos para K14,
realizada com o auxilio do software ImageJ®. As barras verticais representam a média + E.P.M
(n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (ANOVA
de uma via), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagédo ao grupo Veiculo, * p<0,05. # Denota diferenga estatistica entre o grupo
Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05). (Aumento de 400x, escala de 200 pm).
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5.5 INFLUENCIA DOS RECEPTORES B1 E B2 DAS CININAS NO PERFIL DE
CELULAS INFLAMATORIAS PRESENTES NAS LESOES PSORIATICAS
INDUZIDAS POR IMQ.

Com o intuito de avaliar a presenca de neutrdfilos na pele psoriatica,
foram utilizados anticorpos direcionados a proteina Ly6G (Lee et al., 2013). Os
resultados obtidos mostraram que as multiplas admininstragbes de IMQ
promoveram aumento na média da MIF de Ly6G™* (648,47 + 53,31%), comparado
ao grupo Naive (p<0,001) (Figura 29). No entanto, camundongos nocautes para
os receptores cininérgicos tratados com IMQ exibiram reducdes de 54,42 +
7,27% (KOB1), 47,70 + 4,29% (KOB2) e 43,53 = 3,17%(KOB1B2) na MIF de
Ly6G*, quando comparado com o grupo WT (p<0,001) (Figura 29 e 30).

Da mesma forma, o tratamento com SSR240612C (1,0 mg/Kg) ou FR
173657 (30 mg/Kg) causaram reducado de 34,46 £ 4,47% e 44,36 + 9,03% na
MIF de Ly6G*, respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (p<0,05)
(Figura 31 e 32). Por fim, as analises evidenciaram aumento da MIF de Ly6G~*
(25,97 £ 8,44%) na pele de animais tratados com Captopril (100 mg/Kg), durate
o protocolo experimental do modelo de psoriase induzida por IMQ, quando

comparados ao grupo veiculo (p<0,05) (Figura 31 e 32).
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Figura 29. Imagens representativas de células Ly6G"* na lesdo psoriatica de animais WT e
nocautes para o receptor das cininas submetidos ao modelo de psoriase induzido por
IMQ. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo e ultimo dia do protocolo experimental.
Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek e submetidas a criopreservacédo. As bidpsias
foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes (5 um) submetidos a analise da
presenga de células Ly6G+ através de imunofluorescéncia.As flechas brancas indicam regides
de marcagdes positivas para Ly6G (verde). As imagens foram adquiridas com microscopio
Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo). A média da intensidade de fluorescéncia (MIF) foi
realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme
e D - derme.
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Figura 30. Participacdao dos receptores B1 e B> das cininas no influxo de neutroéfilos.
Objetivando avaliar a participagdo dos receptores cininérgicos em processos que compdem o
influxo de neutrdéfilos, amostras teciduais de camundongos nocautes para os receptores das
cininas (KOB;, KOB; e KOB1B;) e WT foram analisadas por imunofluorescéncia. A MIF de
células positivamente marcadas para Ly6G* foi realizada com o auxilio do software ImageJ® .As
barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi
verificada através da anadlise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-
Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagao ao grupo WT, *** p<0,001.
# Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05).
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Figura 31. Imagens representativas de células Ly6G+ na lesdo psoriatica de animais pré-
tratados com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram coletadas no
sétimo e ultimo dia do protocolo experimental. Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek
e submetidas a criopreservagao. As biopsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -35°
C), e os cortes (56 ym) submetidos a analise da presenca de células Ly6G+ através de
imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagbes positivas para Ly6G
(verde). As imagens foram adquiridas com microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio,
Japao). A média da intensidade de fluorescéncia (MIF) foi realizada com o auxilio do software
ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 32. Efeito do tratamento com antagonistas das cininas ou Captopril no influxo de
neutréfilos. Objetivando avaliar a participacao do sistema das cininas no influxo de neutréfilos
para o tecido inflamado, amostras da pele de camundongos tratados com SSR240612C (1,0
mg/Kg), FR 173657 (30 mg/Kg) ou Captopril (100 mg/Kg), ao longo do modelo de psoriase
induzida por IMQ, foram analisadas por imunofluorescéncia. A MIF de células positivamente
marcadas para Ly6G*, realizada com o auxilio do software ImageJ®. As barras verticais
representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através
da analise de varidncia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os
asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao grupo Veiculo, * p<0,05. #
Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).

Tendo como objetivo avaliar a participagao dos receptores B1 e B2 das
cininas no influxo de macroéfagos para a lesao psoriatica, foi realizada a analise
da MIF do marcador celular CD11b (Figuras 33 - 36). Conforme representado
nas Figuras 33 e 34, a admininstracéo topica de IMQ promoveu aumento da MIF
para CD11b* (1185,22 + 31,83%), indicando aumento do numero de macrofagos
infiltrados na pele de animais WT em relacdo ao grupo Naive (p<0,001) (Figura
33). Em contraste, a auséncia dos receptores cininérgicos afetou o infiltrado de
mononucleares, uma vez que, nos grupos KOB1 e KOB:2 foram observadas
reducoes de 31,59 = 8,10% e 85,34 * 3,75%, na MIF para CD11b",

respectivamente. Além disso, no grupo duplo nocaute (KOB1B:2) foi observada
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reducdo de 84,70 + 3,68% na MIF para CD11b*, ambos comparados com o
grupo WT (p<0,001) (Figura 33 e 34).

Corroborando, o bloqueio do receptor B1 (SSR240612C) e B2 (FR
173657) das cininas reduziu em 61,15 + 2,51% e 84,68 + 4,24% a MIF para
CD11b", respectivamente, comparado ao grupo veiculo (Figuras 35 e 36).

Intensificando os indicios de participagao do sistema das cininas em
processos que resultam na migracao de macrofagos para a pele psoriatica, os
resultados mostraram que o bloqueio da cininase ECA, pela admininstragao de
Captopril (100 mg/Kg), intensificou em 33,57 + 66,26% a MIF para CD11b*,
relatico ao grupo veiculo (p<0,05) (Figuras 35 e 36). Como ilustrado na Figura
36, nao foram observadas diferencgas significativas entre o grupo IMQ e Veiculo
(p>0,05).

Estes dados apoiam evidéncias de que os receptores de cininas estao
provavelmente envolvidos em processos que medeiam a migragao de neutréfilos

e macréfagos para a pele psoriatica.
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Figura 33. Fotos representativas de células CD11b+ na lesao psoriatica de animais WT e
nocautes para o receptor das cininas submetidos ao modelo de psoriase induzido por
IMQ. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia do protocolo experimental.
Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek e submetidas a criopreservacdo. As bidpsias
foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes (5 um) submetidos a analise
da presenca de células CD11b+ através de imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam
regidbes de marcagdes positivas para CD11b (verde). As imagens foram adquiridas com
microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japao). A média da intensidade de
fluorescéncia (MIF) foi realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de 200x, escala
de 50um). E — epiderme e D — derme .
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Figura 34. Influéncia dos receptores B4 e B, das cininas no influxo de macréfagos induzido
por IMQ. Objetivando avaliar a participacdo dos receptores cininérgicos no influxo de
macréfagos, amostras teciduais de camundongos, nocautes para os receptores das cininas
(KOB4, KOB; e KOB1Bz) e WT, submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ, foram
analisadas por imunofluorescéncia. A MIF de células positivamente marcadas para CD11b* foi
realizada com o auxilio do software ImageJ® .As barras verticais representam a média + E.P.M
(n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da andlise de variancia (One-
way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagdo ao grupo WT, *** p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo
Naive e IMQ (p<0,05).
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Figura 35. Fotos representas de células CD11b+ na lesdo psoriatica de animais tratados
com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia
do protocolo experimental. Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek e submetidas a
criopreservagao. As biopsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes
(5 um) submetidos a analise da presencga de células CD11b+ através de imunofluorescéncia.
As flechas brancas indicam regiées de marcagdes positivas para CD11b (verde). As imagens
foram adquiridas com microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japado). A média da
intensidade de fluorescéncia (MIF) foi realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento
de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 36. Efeito dos antagonistas das cininas e do captopril no influxo de macrofagos
causado por IMQ. Objetivando avaliar a participagdo do sistema das cininas no influxo de
macréfagos, amostras da pele de camundongos tratados com SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR
173657 (30 mg/Kg) ou Captopril (100 mg/Kg), ao longo do modelo de psoriase induzida por
IMQ, foram analisadas por imunofluorescéncia. A MIF de células positivamente marcadas para
CD11b* foi realizada com o auxilio do software Imaged® . As barras verticais representam a
média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de
variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam
o nivel de significancia em relagédo ao grupo Veiculo, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. # Denota
diferencga estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).

Além disso, a presenga de linfocitos T na lesdo psoriatica induzida por
IMQ foi avaliada quantificando as células imunopositivas para CD3 (Lambert e
Genin, 2004). A partir das quantificagbes, foi possivel observar que as
administragdes topicas de IMQ promoveram aumento do numero de células
CD3" (128,89 + 1,82%), quando comparado ao grupo Naive (média de 6 células
positivas/campo) (p<0,001) (Figuras 37 e 38). Por outro lado, foi observada
reducdo do numero de células T CD3* nas lesdes psoriaticas de animais KOBH
(26,05 + 2,74%), KOB2 (34,81 £ 1,03%) e KOB1B2 (49,72 £ 0,89%) submetidos
ao modelo de psoriase induzida por IMQ, quando comparado ao grupo WT
(média de 20 células positivas /campo) (Figura 38).

Dando sustentacao a estes achados, a admininstracdo de SSR240612C
e FR 173657 reduziram em 38,01 £ 1,52% e 63,72 £ 1,58% o numero de células

imunomarcadas para CD3", respectivamente, quando comparado com o grupo
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Veiculo (média de 20 células positivas/campo) (Figuras 39 e 40). Nao foram
observadas alteragdes significativas entre os animais que receberam Captopril
(média de 17 células positivas /campo) e o grupo Veiculo (p>0,05) (Figura 40).
Como ilustrado na Figura 40, o grupo IMQ e Veiculo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05).
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Figura 37 - Fotos representativas de células CD3+ na lesdo psoriatica de animais WT e
nocautes para o receptor das cininas submetidos ao modelo de psoriase induzido por IMQ.
Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia do protocolo experimental. Posteriormente,
foram inseridas em tissue-tek e submetidas a criopreservagao. As biopsias foram seccionadas
em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes (5 pm) submetidos a analise da presenga de
células CD3* através de imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagdes
positivas para CD3 (vermelho). As imagens foram adquiridas com microscépio Olympus BX51
(Olympus, Toquio, Japao). A quantificagdo do numero de células marcadas foi realizada com
o auxilio do software ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 38. Analise da participagcdo dos receptores B e B2 das cininas na migragédo de
linfécitos T. Objetivando avaliar a participacdo dos receptores cininérgicos na migragao de
linfocitos T para a pele psoriatica, amostras teciduais de camundongos nocautes para os
receptores das cininas (KOB;, KOB; e KOB1B2) e WT, submetidos ao modelo de psoriase
induzida por IMQ, foram analisadas por imunofluorescéncia. A quantificagdo de células CD3* foi
realizada com o auxilio do software ImageJ®. As barras verticais representam a média + E.P.M
(n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-
way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagado ao grupo WT, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. # Denota diferenga
estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05).
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Figura 39. Fotos representas de células CD3+ na lesdo psoriatica de animais pré-tratados
com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia
do protocolo experimental. Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek e submetidas a
criopreservacao. As biopsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes
(5 um) submetidos a analise da presencga de células CD3* através de imunofluorescéncia. As
flechas brancas indicam regides de marcagdes positivas para CD3 (vermelho). As imagens
foram adquiridas com microscépio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japdo). A quantificagdo
do numero de células marcadas foi realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de
200x, escala de 50um) E — epiderme e D — derme.
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Figura 40. Efeito do tratamento com antagonistas das cininas e com captopril na migragado
de células T para a lesdo psoriatica induzida por IMQ. Objetivando avaliar a participagao
do sistema das cininas na migracao de linfocitos T para a lesdo psoriatica, amostras da pele
de camundongos tratados com SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR 173657 (30 mg/Kg) ou Captopril
(100 mg/Kg), ao longo do modelo de psoriase induzida por IMQ, foram analisadas por
imunofluorescéncia.A quantificagdo de células positivas para CD3* foi realizada com o auxilio
do software ImageJ® .As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo.
A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao
grupo Veiculo, * p<0,05 e *** p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ
(p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).

Adicionalmente, a andlise da presenga dos subconjuntos de células T
CD4* e CD8* foi realizada na pele de animais submetidos ao modelo de
inflamagéao cronica induzida por IMQ, através de imunofluorescéncia (Figura 41-
44). Com relagao as células T CD4*, os resultados mostraram aumento de 320
* 2,11% no numero de células imunomarcadas positivamente na pele de animais
WT que receberam IMQ, quando comparado ao grupo Naive (média de 2 células

positivas/campo) (p<0,001) (Figura 41 e 42).

Conforme ilustrado na Figura 42, em animais submetidos ao modelo de
psoriase induzida por IMQ, a auséncia dos receptores B1 e B2 das cininas
resultou reducdes expressivas no numero de linfécitos T CD4*, sendo estas
reducdes de 51,64 £ 1,31% (KOB»1), 50,03 + 1,36% (KOB2) e 61,54 + 1,06%
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(KOB1B2), quando comparado ao grupo WT (média de 13 células positivas/

campo) (p<0,01).

Reforgando estes achados, a administragdo de SSR240612C (1,0
mg/Kg) promoveu redugdo de 80,27 £ 0,81% no numero de células
imunomarcadas para CD4", enquanto o bloqueio do receptor B2 das cininas, por
FR 173657, reduziu em 44,45 + 0,56% o numero de células T CD4* presentes
nas lesdes psoriaticas induzidas por IMQ, quando comparados ao grupo Veiculo

(média de 13 células positivas/campo) (Figura).

Animais tratados com Captoprii ndo apresentaram alteracdes
significativas no numero de células positivas para CD4* (média de 12 células

positivas/campo), relativo ao grupo Veiculo (p>0,05) (Figura 43 e 44).
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Figura 41. Fotos representas de células CD4+ na lesdo psoriatica de animais WT e
nocautes para o receptor das cininas submetidos ao modelo de psoriase induzido por IMQ.
Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia do protocolo experimental. Posteriormente,
foram inseridas em tissue-tek e submetidas a criopreservacao. As bidpsias foram seccionadas
em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes (5 pm) submetidos a analise da presenga de
células CD4* através de imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagoes
positivas para CD4 (vermelho). As imagens foram adquiridas com microscéopio Olympus BX51
(Olympus, Toquio, Jap&o). A quantificagdo do niumero de células marcadas foi realizada com
o auxilio do software ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 42. Participacdo dos receptores da cininas (B1R e B2R) na migrag¢ao de células
CD4+ para a lesdo psoriatica induzida por IMQ. Objetivando avaliar a participagdo dos
receptores cininérgicos na migragao de linfécitos T CD4+, amostras das lesdes psoriaticas de
camundongos nocautes para os receptores das cininas (KOB;, KOB, e KOB:B,) e WT,
submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ, foram ImageJ® .As barras verticais
representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através
da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos
representam o nivel de significancia em relagdo ao grupo WT, ** p<0,01 . # Denota diferenga
estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05).
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Figura 43. Imagens representas de células CD4+ na lesao psoriatica de animais tratados
com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia
do protocolo experimental, com o auxilio de um punch (6 mm). Posteriormente, foram inseridas
em tissue-tek e submetidas a criopreservacao. As bidpsias foram seccionadas em criostato
(resfriado a -35° C), e os cortes (5 um) submetidos a analise da presenga de células CD4*
através de imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagdes positivas
para CD4 (vermelho). As imagens foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus,
Téquio, Japao). A quantificagdo do numero de células marcadas foi realizada com o auxilio do
software Imaged® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 44. Participagao do sistema das cininas na migragao de células T CD4* para a pele
durante o processo psoriatico induzido por IMQ. Objetivando avaliar a participagdo do
sistema das cininas na migracdo de linfécitos T CD4*, biopsias da lesao psoriatica de
camundongos C57BL/6 tratados com SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR 173657 (30 mg/Kg) ou
Captopril (100 mg/Kg), ao longo do modelo de psoriase induzida por IMQ, foram analisadas
por imunofluorescéncia. A quantificacdo de células positivas para CD4* foi realizada com o
auxilio do software ImageJ® .As barras verticais representam a média £ E.P.M (n=6-8) de cada
grupo. . A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relagéo ao grupo Veiculo, * p<0,05 e *** p<0,001. # Denota diferenga estatistica entre o grupo
Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).

Semelhantemente, IMQ também promoveu aumento de 1750 + 9,43%
no numero de células T CD8* presentes na pele de animais WT, quando
comparado ao grupo Naive (média de 3 células positivas/ campo) (p<0,001)
(Figura 45 e 46). Em contraste, animais nocautes para o receptor B2 das cininas
que receberam administragdes de IMQ, exibiram reducao de 67,21 + 0,31% no
numero de células imunopositivas para CD8* (Figura 46). Da mesma maneira,
animais KOB1B2 apresentaram 63,93 + 0,63% menos células T CD8" nas lesdes
psoriaticas induzidas por IMQ, ambos comparado ao grupo WT (média de 7

células positivas/campo) (p<0,001) (Figura 45 e 46). No entanto, ndo foram
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observadas alteragdes significativas no grupo KOB+1 em relagdo ao grupo WT
(p>0,05) (Figura 46).

Corroborando, o bloqueio farmacolégico do receptor B2, com o
antagonista FR 173657, reduziu em 46,54 + 0,65% o numero de células
imunomarcadas para CD8" na pele psoriatica induzida por IMQ, comparado ao
grupo veiculo (média de 8 células positivas/ campo) (p<0,05) (Figuras 47 e 48).
Entretanto, o antagonista do receptor B1 (SSR240612C) ndo promoveu
alteragdes significativas no numero de células T CD8* (p> 0,05) (Figura 48).
Como representado na Figura 48, o tratamento com Captorpril ndo promoveu
alteragdes significativas no numero de células T CD8", relativo ao grupo Veiculo
(p>0,05).
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Figura 45. Fotos representativas de células CD8* presentes na lesao psoriatica de animais
WT e KOB1, KOB, e KOB1B2. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia do protocolo
experimental, com o auxilio de um punch (6 mm). Posteriormente, foram inseridas em tissue-
tek e submetidas a criopreservacgao. As biépsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -
35° C), e os cortes (5 ym) submetidos a analise da presenca de células CD8* através de
imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagdes positivas para CD8
(verde). As imagens foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus, Téquio,
Japao). A quantificagdo do numero de células marcadas foi realizada com o auxilio do software
ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 46. Participacdo do receptor B; das cininas na migrag¢ao de células CD8+ durante o
processo psoriatico induzido por IMQ. Objetivando avaliar a participacdo dos receptores
cininérgicos na migragao de linfocitos T CD8+ para a lesao psoriatica induzida por IMQ, amostras
teciduais de camundongos nocautes para os receptores das cininas (KOB4, KOB; e KOB1B;) e
WT, foram analisadas por imunofluorescéncia. A quantificagdo de células CD8+ foi realizada com
o auxilio do software ImageJ®.As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada
grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (ANOVA de uma via),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relacdo ao grupo WT, *** p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ
(p<0,05).
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Figura 47. Imagens representas de células CD8+ na lesao psoriatica de animais tratados
com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo dia
do protocolo experimental, inseridas em tissue-tek e submetidas a criopreservagao. As biopsias
foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes (5 um) submetidos a analise
da presenga de células CD8* através de imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam
regidbes de marcagdes positivas para CD8 (verde). As imagens foram adquiridas com
microscopio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japao). A quantificagdo do niumero de células
marcadas foi realizada com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um).
E — epiderme e D — derme.
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Figura 48. Efeito dos tratamentos com antagonistas e captopril na migragao de células T
CD8* induzida por IMQ. Objetivando avaliar a participagéo do sistema das cininas na migragéo
de linfécitos T CD8+ para a lesdo psoriatica, amostras teciduais de camundongos C57BL/6
tratados com SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR 173657 (30 mg/Kg) ou Captopril (100 mg/Kg) ao
longo do modelo de psoriase induzida por IMQ, foram analisadas por imunofluorescéncia. A
quantificacao de células CD8+ foi realizada com o auxilio do software ImageJ®. As barras
verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A andlise estatistica foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de Newman-
Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao grupo Veiculo, *
p<0,05. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo
(p<0,05).

Conforme representado na Figura 49, foi observado que a administragéo
topica repetida de IMQ promove acumulo de IL-17 na lesao psoriatica de animais
WT, causando aumento de 224,49 + 31,37% nas imunomarcagoes positivas para
esta citocina, quando comparado ao grupo Naive (média de 5 marcagdes
positivas/campo) (p<0,001). Entretanto, nas amostras de pele de animais
nocautes para os receptores das cininas submetidos ao modelo de psoriase
induzida por IMQ, foi observada supresséao significativa do acumulo de IL- 17,
reduzindo em 44,65 = 1,38% (KOB1), 52,43 + 1,32% (KOB2) e 66,79 £ 1,21%
(KOB1B2) o numero de marcag¢des imunopositivas, quando comparado ao grupo

WT (média de 22 marcagdes positivas/campo) (p<0,001) (Figura 49 e 50).
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Sustentando a relacio entre o sistema das cininas e IL-17 no processo
psoriatico, o bloqueio farmacolégico dos receptores cininérgicos Bs
(SSR240612C) e B2 (FR 173657) resultou em redugdes de 51,96 £ 1,39% e
38,49 + 0,89%, respectivamente, na deteccdo desta citocina pro-inflamatorio,
ambos comparado ao grupo Veiculo (média de 21 marcagdes positivas/ campo)
(p<0,05) (Figura 51 e 52). Além disso, conforme representado na Figura 52, o
tratamento com Captopril (100 mg/Kg) foi capaz de ampliar o numero de
marcacgdes positivas para IL-17 induzidas por IMQ, sendo este aumento igual a
39,32 + 1,24%, quando comparado ao grupo Veiculo (p<0,05). Estes resultados
sugerem que os receptores de cininas podem estar envolvidos na modulagao

ativacao de linfocitos.
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Figura 49. Imagens representativas da detec¢ao de IL-17 na pele psoriatica de animais WT
e nocautes para os receptores das cininas. Amostras teciduais foram coletadas no sétimo
dia do protocolo experimental. Posteriormente, foram inseridas em tissue-tek e submetidas a
criopreservagao. As biépsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -35° C), e os cortes
(5 um) submetidos a analise da presenca de IL-17 através de imunofluorescéncia. As flechas
brancas indicam regiées de marcagdes positivas para a citocina IL-17 (vermelho). As imagens
foram adquiridas com microscépio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japao). A quantificagéo
das marcagobes positivas foram realizadas com o auxilio do software ImageJ® (Aumento de
200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 50. Influéncia dos receptores B1 e B2 das cininas no acumulo de IL-17 na pele de
animais submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ. Objetivando avaliar a
participagéo dos receptores cininérgicos no acumulo de IL-17 nas lesGes psoriaticas, amostras
teciduais de camundongos, nocautes para os receptores das cininas (KOB4, KOB, e KOB1B,) e
WT, submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ, foram analisadas por
imunofluorescéncia. A quantificagdo de marcagdes positivas para IL-17 foi realizada com o
auxilio do software ImageJd®. As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada
grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relacdo ao grupo WT, ** p<0,01 e *** p<0,001. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive
e IMQ (p<0,05).
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Figura 51. Imagens representativas de marcagoes positivas para IL-17 na lesao psoriatica
de animais tratados com SSR240612C, FR173657 ou Captopril. Amostras teciduais foram
coletadas no sétimo dia do protocolo experimental. Posteriormente, foram inseridas em tissue-
tek e submetidas a criopreservacgao. As biépsias foram seccionadas em criostato (resfriado a -
35° C), e os cortes (5 um) submetidos a analise da presenga de IL-17 através de
imunofluorescéncia. As flechas brancas indicam regides de marcagdes positivas para a citocina
IL-17 (vermelho). As imagens foram adquiridas com microscopio Olympus BX51 (Olympus,
Toquio, Japao). A quantificacdo das marcagdes positivas foram realizadas com o auxilio do
software ImageJ® (Aumento de 200x, escala de 50um). E — epiderme e D — derme.
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Figura 52. Influéncia do tratamento com antagonistas ou Captopril no acimulo de IL-17 na
lesdo psoriatica induzida por IMQ. Objetivando avaliar a participacdo do sistema das cininas
no acumulo de IL-17 nas lesdes psoriaticas, amostras teciduais de camundongos tratados com
SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR 173657 (30 mg/Kg) ou Captopril (100 mg/Kg) ao longo do
modelo de psoriase induzida por IMQ, foram analisadas por imunofluorescéncia. A
quantificacdo de marcacgdes positivas para IL-17 foi realizada com o auxilio do software
ImageJ®. As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise
estatistica foi verificada através da analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste
de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao grupo

Veiculo, * p<0,05. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05).
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5.6 PARTICIPAGAO DO SISTEMA DAS CININAS NAS ALTERACOES DO
PESO DE ORGAOS LINFOIDES INDUZIDA POR IMQ

IMQ é um potente ativador do sistema imunolégico, sendo observado
que seus efeitos ndo estéo restritos a pele (Fits et al., 2009; Hawkes, Gudjonsson
e Ward, 2017). Desta fora, com o intuito de avaliar efeitos sistémicos induzidos
pelas repetidas admininstragdes tépicas de IMQ, 6rgaos linfoides (bago,
linfonodo inguinal e axilar) foram coletados (Dia 7) e submetidos a pesagem
(Figura 53 e 54). Os resultados obtidos mostraram que ao longo do protocolo
experimental, as repetidas administragdes tépicas de IMQ foram capazes de
promover alteragdes significativas no peso de todos os o6rgaos linfoides
avaliados de animais pertencentes ao grupo WT, quando comparado ao grupo
Naive (p<0,001) (Figura 53). As pesagens constataram aumento de 43,48 +
4,46%, 67,56 £ 6,61% e 114,55 + 6,27%, na média do peso do linfonodo inguinal,
linfonodo axilar e do bago, respectivamente (Figura 53). Em contraste, a
auséncia dos receptores das cininas foi capaz de inibir a hiperplasia dos 6rgaos
linféides induzida por IMQ. Conforme observado na Figura 53A, a auséncia de
B2R atenuou a esplenomegalia induzida por IMQ, atenuando o aumento do peso
do bacgo nos KOB2 (25,81 £ 6,48%) e nos KOB1B2 (33,51 + 3,77%), comparado
ao grupo WT (peso médio de 0,0087 mg/Kg) (p<0,05). Nao foram observadas
diferencgas significativas entre o peso médio do bago dos animais KOB1 e WT
tratados com IMQ (p> 0,05) (Figura 53A).

Resultados semelhantes foram observados quando avaliado o peso do
linfonodo axilar, onde a auséncia do receptor B2 das cininas resultou em redugao
no peso médio do linfonodo axilar, sendo esta reducéo igual a 69,76 + 2,71%
(KOB2). Em adic¢ao, no grupo duplo nocaute (KOB1B2) houve reducao de 63,62
* 4,51% no peso médio do linfonodo axilar, em comparagédo ao grupo WT
(p<0,05) (peso medio de 0,00049 mg/Kg) (Figura 53B). Diferengas estatisticas
nao foram observadas no peso dos linfonodos axilares de camundongos KOB 1
(p>0,05) (Figura 53B). Como representado na Figura 53C, auséncia de
receptores de cininas também preveniu o ganho de peso no linfonodo inguinal,
havendo redugdes de de 25,98 + 4,18% (KOB1), 71,63 + 2,95% (KOB2) e 41,62
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1 4,35% (KOB1B2) na média do peso do linfonodo inguinal, comparado ao grupo
WT (p<0,001) (peso médio de 0,00074 mg/Kg).

Os resultados apresentados na Figura 54 demonstram que os
antagonistas seletivos dos receptores B1R ou B2R protegeram parcialmente as
alteragdes induzidas por IMQ nos érgéos linféides, quando comparado com o
grupo veiculo. O tratamento com o antagonista FR173657 promoveu reducbes
de 47,56 * 3,88% no peso médio do bago (p<0,01), enquanto SSR240612C nao
promoveu alteragdes significativas, quando comparados ao grupo veiculo (p>
0,05) (peso médio de 0,0098 mg/Kg) (Figura 54A). Semelhantemente, um efeito
protetor foi observado nos grupos tratamentos com SSR240612C (p<0,01) e
FR173657 (p<0,001), sendo observado reversdo do aumento do peso do
linfonodo axilar em 25,31 £ 1,31% e 36,69 = 1,36%, respectivamente,
comparado com o grupo Veiculo (peso médio de 0,0004 mg/Kg) (Figura 54B).
Em adicéo, os tratamentos com SSR240612C (42,29 + 4,90%) e FR173657
(27,80 £ 2,47%) inibiram o0 aumento do peso medio do linfonodo inguinal, relativo

ao grupo veiculo (p<0,05) (peso meédio de 0,00046mg/Kg) (Figura 54C).

O tratamento com Captopril ndo promoveu alteragdes significativas no
peso do baco e linfonodo inguinal, contudo elevou o peso médio do linfonodo
axilar em 38,41 + 2,04%, relativo ao grupo veiculo (p<0,01) (Figura 54).
Resultados estes que reforcam a relevancia do sistema de cininas em processos

que modulam a resposta imune durante processos inflamatérios cronicos.
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Figura 53. Avaliagcdo do peso de drgaos linféides de animais WT e nocautes para os
receptores das cininas (KOB4,KOB; e KOBiB;) submetidos ao modelo de psoriase
induzida por IMQ. No ultimo dia do protocolo experimental, foi realizada a eutanasia dos animais
e a coleta e pesagem do (A) bago, (B) linfonodos axilares e (C) linfonodos inguinais de animais
WT e nocautes para os receptores das cininas, submetidos ao modelo de inflamagéao crénica tipo
psoriatica induzida por IMQ. As barras verticais representam a média + E.P.M (n=6-8) de cada
grupo. A analise estatistica foi verificada através da analise de variancia (ANOVA de uma via),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relacdo ao grupo WT, * p<0,05 e ** p<0,01. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e
IMQ (p<0,05) (Escala de 1cm).
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Figura 54. Influéncia do tratamento com antagonistas dos receptores de cininas e com
Captopril no peso de 6rgaos linféides de animais submetidos ao modelo de inflamacgao
cronica tipo psoriatica induzida por IMQ. No ultimo dia do protocolo experimental, foi realizada
a eutanasia dos animais, coleta e pesagem do (A) bacgo, (B) linfonodos axilares e (C) linfonodos
inguinais de animais tratados com SSR240612C (1,0 mg/Kg), FR173657 (30 mg/Kg) ou Captopril
(100 mg/Kg) , ao longo do modelo experimental de psoriase induzida por IMQ. As barras verticais
representam a média £ E.P.M (n=6-8) de cada grupo. A analise estatistica foi verificada através
da analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os
asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao grupo Veiculo, * p<0,05 e **
p<0,01. # Denota diferenca estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo

(p<0,05) (Escala de 1 cm).
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5.7 AVALIAGAO DO BEM-ESTAR DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO MODELO
DE PSORIASE INDUZIDO DO IMQ

Para avaliar o bem-estar de animais submetidos ao modelo de psoriase
induzida por IMQ, foi realizada a andlise da construgéo do ninho (Nest building)
(Figura 55 e 56). Conforme observado na Figura 55A, animais WT tratados
repetidamente com IMQ nao construiram ninhos ou construiram ninhos menos
elaborados, em comparagao com o grupo Naive (pontuagdo média igual a 3,9).
Ou seja, os resultados evidenciaram redugao do escore médio de construgao
do ninho nos animais WT (pontuagéo média igual a 0,58 + 0,15) que receberam
IMQ por 6 dias consecutivos (p<0,001) (Figura 55). Em contraste, foi observada
a construcao de ninhos mais elaborados por animais nocautes submetidos ao
modelo de psoriase induzida por IMQ, havendo consequente aumento dos
escores medios de construgdo de ninho, sendo estes iguais a 1,7 + 0,25 (KOB1),
2,3+ 0,20 (KOB2) e 2,8 £ 0,12 (KOB1B2), comparado ao grupo WT (Figura 55B).
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Figura 55. Avaliagdo do bem-estar de animais WT e nocautes para os receptores das
cininas submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ. O comportamento de
construgéo de ninhos foi utilizado como indicador de bem-estar animal no modelo de psoriase
induzida por IMQ. (A) Imagens representativas do ninho construido por animais WT e nocautes
(KOB+1, KOB2 e KOB1B2) tratados com IMQ, assim como, seus respectivos grupos Naive. (B)
escore da construgao do ninho de cada grupo experimental. Os pontos representam o escore de
cada animal (n=5-7), sendo estes avaliados valores obtidos através de avaliagcdo cega. A analise
estatistica foi verificada através de ANOVA de uma via (teste ndo paramétrico, Kruskal-Wallis),
seguida pelo teste de multiplas comparag¢des de Dunn’s. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relacdo ao grupo WT, * p<0,05. # Denota diferenca estatistica entre o grupo
Naive e IMQ (p<0,05).
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Resultados semelhantes foram observados nos animais tratados com
antagonistas dos receptores cininérgicos, onde os escores dos ninhos foram
maiores apos tratamento com SSR240612C (1,8 £ 0,25) ou FR173657 (2,3
0,18), comparado com o grupo veiculo (0,58 + 0,15) (p <0,05) (Figura 56). N&ao
foram observadas alteragdes significativas entre o grupo Veiculo (DMSO 0,03%,
v/v) e IMQ (pontuacdo média igual a 0,5 + 0,18) (p>0,05) (Figura 56).

Em adi¢ao, os dados obtidos mostraram que além de tornar o processo
psoriatico induzido por IMQ mais severo, animais tratados com Captopril (100
mg/Kg) obtiveram redugao do escore médio de construcdo de ninho (0,12 %
0,08), quando comparado ao grupo Veiculo (0,33 + 0,08) (p<0,05) (Figura 57).
Nao foram observadas alterag¢des significativas entre o grupo Veiculo (Salina) e
IMQ (pontuac&o média igual a 0,47 + 0,15) (p>0,05) (Figura 57B).
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Figura 56. Efeito do tratamento com antagonistas dos receptores B4 e B; das cininas no
bem-estar de animais submetidos ao modelo de psoriase induzido por IMQ. O
comportamento de construgdo de ninhos foi utilizado como indicador de bem-estar animal no
modelo de psoriase induzida por IMQ. (A) Imagens representativas do ninho construido por
camundongos C57BL/6 tratados com SSR240612C (0,1 mg/Kg), FR173657 (30 mg/Kg) ou
Veiculo (DMSO 0,03%, v/ v), ao longo do modelo de psoriase induzida por IMQ. (B) escore da
construgéo do ninho de cada grupo experimental. Os pontos representam o escore de cada
animal (n=6-8), sendo estes avaliados valores obtidos através de avaliagdo cega. A analise
estatistica foi verificada através de ANOVA de uma via (teste ndo paramétrico, Kruskal-Wallis),
seguida pelo teste de multiplas comparagdes de Dunn’s. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagdo ao grupo Veiculo, * p<0,05. # Denota diferenca estatistica entre o grupo
Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).
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Figura 57. Impacto da tratamento com Captopril no bem-estar de animais submetidos ao
modelo de psoriase induzido por IMQ. Com o intuito de avaliar o efeito do tratamento com
Captopril (100 mg/Kg) no bem-estar de animais submetidos ao modelo de inflamag&o crénica
induzida por aplicagdes mdltiplas de IMQ, foi realizada a avaliagdo do comportamento de
construgdo de ninhos. (A) Imagens representativas do ninho construido por camundongos
C57BL/6 tratados com Captopril (100 mg/Kg) ou Veiculo (Salina), ao longo do modelo de
psoriase induzida por IMQ. (B) escore da construgdo do ninho de cada grupo experimental. Os
pontos representam o escore de cada animal (n=5-8), sendo estes avaliados valores obtidos
através de avaliagdo cega A andlise estatistica foi verificada através de ANOVA de uma via (teste
ndo paramétrico, Kruskal-Wallis), seguida pelo teste de multiplas comparagbes de Dunn’s. Os
simbolos representam o nivel de significancia em relagdo ao grupo Veiculo. Os asteriscos
representam o nivel de significancia em relagéo ao grupo Veiculo, * p<0,05. # Denota diferenga
estatistica entre o grupo Naive e IMQ (p<0,05), ou Naive e veiculo (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Ressaltando a importancia do sistema Calicreina- Cininas (SCC), uma
enorme quantidade de dados mostram a participagado deste sistema em
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos (Sharma e Al-Sherif, 2006; Tang,
Leung e Lai, 2011). Contudo, o papel das cininas e de seus receptores nesses
processos ainda € pouco compreendido. Com o intuito de elucidar o papel das
cininas em processos fisiopatologicos, diferentes ferramentas experimentais
tem sido utilizadas, dentre estas estdo os animais nocautes e os antagonistas
seletivos (B1R e B2R) (Garbacki et al., 2005; Pesquero e Bader, 2006; Tang,
Leung e Lai, 2011). Logo, o silenciamento genético e farmacoldgico dos
receptores de cininas ja auxiliaram na elucidagao da importancia do SCC em
diferentes afecg¢des, como, por exemplo, em doencgas cardiovasculares (Su,
2006), doenca de Alzheimer (Chemistry et al., 2011), rinite alérgica, asma
(Proud, 1998) e algumas neoplasias (Costa-Neto, Claudio M. et al., 2008; Howl
e Payne, 2003).

Nesse contexto, evidéncias sugerem a participagdo do sistema das
cininas na progressao da psoriase, um disturbio cutaneo autoimune da pele,
todavia, muitas perguntas ainda nao tém resposta (Marshman, Burton e Archer,
1996; Poblete et al., 1991; Schremmer-Danninger et al., 1999). Dados prévios
a do nosso grupo mostraram que a auséncia dos receptores das cininas é
capaz de reduzir migracao de leucdcitos e a hiperproliferagcao de queratinocitos
induzidos pela administracdo topica repetida de TPA em camundongos
(Pietrovski, Mendes, et al., 2011). Dando continuidade a esta ideia, o presente
estudo procurou esclarecer o papel do sistema das cininas na psoriase induzida

por IMQ em camundongos.

O IMQ, uma imidazoquinolina, € um agonista de receptores do tipo Toll
7 e 8 (TLR, do inglés, “toll-like receptors”) com potente atividade antiviral e
antitumoral, sendo aprovado para o tratamento tépico de verrugas genitais,
ceratose e carcinoma basocelular superficial em humanos (Sauder, 2002). Além
disso, relatos mostram que a aplicagao clinica de IMQ pode induzir psoriase em
pacientes com predisposicado genética, ou exacerbar a doenga em pacientes

com psoriase leve ou controlada (Kim, 2019; Ueyama et al., 2014). Fits et al.
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(2009) descreveram que administracbes repetida de IMQ na pele de
camundongos € capaz de induzir eventos inflamatérios que espelham a psoriase
humana, incluindo caracteristicas histopatologicas, ativagao de citocinas pro-
inflamatadrios e recrutamento de infiltrados celulares (Fits et al., 2009; Kim, 2019).
Por esses motivos, atualmente, o modelo de inflamacéao crénica tipo psoriatica
induzida por IMQ € um dos modelos murinos mais utilizados em estudos néo

clinicos de psoriase (Hawkes, Gudjonsson e Ward, 2017).

Posto isto, nossos resultados mostraram a expressao constitutiva de
ambos os receptores de cininas na pele de camundongos WT sob condigcbes
fisiologicas. Além disso, a inflamagéo cuténea induzida por IMQ promoveu
aumento dos receptores de cininas (B1R e B2R) nas lesdes psoriaticas, em
comparagdo com a expressdo na pele de animais Naive (saudaveis).
Schremmer-Danninger et al. (1999) descreveu a presenga constitutiva dos
receptores cininérgicos na pele humana, assim como, a regulagcao positiva de
B2R e B1R durante desordens cutaneas (Schremmer-Danninger et al., 1999).
Diversos estudos descreveram que os receptores B2R s&o constitutivos e
participam de processos fisiolégicos e patoldgicos agudos, enquanto os B1R
teriam sua expressao induzida durante processos inflamatérios ou apos lesdes
teciduais, de maneira semelhante a ciclo-oxigenase 2 (Calixto et al., 2004;
Scharfstein, Ramos e Barral-Netto, 2017). De fato, o tratamento com IMQ levou
a superexpressao de B1R (mais de 500%), como descrito em muitas condigdes
inflamatdrias. Além disso, dados da literatura mostram correlacbes entre a
regulagao positiva dos receptores das cininas e o desenvolvimento de diferentes
condigdes patologicas, como, por exemplo, na inflamacado das vias aéreas e
hiperreatividade brénquica (Zhang et al., 2013), em doencas inflamatérias
intestinais (Marceau e Regoli, 2008) e carcinomas (Zhang et al., 2011). Ainda,
dando suporte aos nossos achados, resultados obtidos por Schremmer-
Danninger et al. (2004) mostraram a superexpressao de componentes do
sistema das cininas em pacientes com diferentes tipos de psoriase (Schremmer-
Danninger et al., 2004). Portanto, esses resultados indicam que os receptores
das cininas estdo presentes na pele e de alguma forma sendo influenciados pelo

processo inflamatdrio gerado pelo IMQ, o qual parece ser semelhante a psoriase.
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Consistente com os achados de Fits et al. (2009), a administracao topica
de IMQ na pele de animais WT, durante 6 dias, induziu a formagao de lesées do
tipo psoriatica, incluindo intenso eritema, espessamento e descamacgao da pele.
Entretanto, nossos resultados mostraram que a auséncia dos receptores B1 e B2
das cininas reduziu o desenvolvimento das lesdes cutaneas induzidas por IMQ
em camundongos nocautes (KOB1, KOB2 e KOB1B2). Ressaltando o
envolvimento do sistema das cininas no desenvolvimento e progressdo da
psoriase, o bloqueio farmacolégico dos receptores B1 e B2 das cininas promoveu
reducao da severidade das lesdes psoriaticas induzidas por IMQ e, consequente,
reducdo do indice PASI em animais tratados com SSR240612C e FR173657.
Em conjunto, os dados indicam que as cininas podem estar participando
intensamente do processo psoriatico, de modo que o bloqueio da sua atividade
reduz significativamente a severidade das lesbes macroscopicas diretamente

relacionadas a doencga.

Sabe-se que a administracao repetida de IMQ é capaz de induzir
hiperplasia epidérmica, hiperqueratose e intenso infiltrado inflamatério na derme,
promovendo alteragdes histopatoldgicas semelhante as observadas na psoriase
humana (Fits et al., 2009; Kim, 2019; Rendon e Schakel, 2019). Nossos dados
mostram, a partir de analise histologica, que animais nocautes para os
receptores das cininas, assim como, animais tratados com SSR240612C e
FR173657, apresentaram redugédo expressiva do infiltrado inflamatorio apods
administragdes consecutivas de IMQ. Na verdade, varios estudos descrevem a
influéncia das cininas na adesao e migracao de leucocitos em humanos e em
modelos animais (Bourdet et al., 2010a; Costa et al., 2011; Santos, Dos et al.,
2008; Shaw e Harper, 2011). Em primeira instancia, sabe-se que as cininas séo
peptideos vaso ativos capazes de promover aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo, processos estes que facilitam o recrutamento de
células imunes (Costa-Neto et al., 2008; Maurer et al., 2011). Além disso,
diversos estudos ja atestaram a expressdo dos receptores das cininas em
diferentes células do sistema imune, incluindo mondécitos, neutrofilos, células
dendriticas e linfécitos (Bertram et al., 2007a; Bertram et al., 2007; Dutra, 2017a).

Sendo que, a ativacao dos receptores B1 e B2 estaria relacionada com a ativagéo,
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diferenciacao, proliferacéo e, principalmente, migracdo nesses tipos celulares
(Dutra, 2017a).

Estes sdo dados de relevancia, visto que, cada vez mais estudos
mostram que o infiltrado continuo de neutréfilos e macréfagos na pele
contribuem para a manutencgéo da inflamagéo observada na psoriase (Clark e
Kupper, 2006; Katayama, 2018; Shao et al., 2019). Shao et al., (2019)
mostraram que um dos mecanismos pelo qual neutréfilos contribuem para a
patogénese da psoriase € através da liberagdo de NETs (do inglés, “neutrophil
extracellular traps”), as quais interagem diretamente com os queratindcitos
levando a ativacao da via de via de sinalizagcdo MyD88/NF-kB por um mecanismo
dependente do sinergismo de TLR4/ IL-36R (Shao et al., 2019). Por sua vez, a
ativacdo de MyD88/NF-kB regula positivamente a expressdo de multiplas
citocinas e quimiocinas, resultando em acumulacado de células inflamatérias e
amplificagdo da cascata inflamatoria na psoriase (Shao et al., 2019).
Ressaltando o envolvimento e importédncia de polimorfonucleares, foi
demonstrado que a acéo terapéutica de anticorpos anti-IL17A esta associada a
reducao significativa no numero de neutrdfilos infiltrados na pele psoriatica
(Katayama, 2018).

Em adigdo, o recrutamento e ativagdo de macréfagos tem sido
considerado um evento patogénico importante no desenvolvimento e
manutencgao da psoriase (Clark e Kupper, 2006; Wang et al., 2019). Wang et al.,
(2019) recentemente mostram que macrofagos produzem e liberam TNF e IL-23
na pele psoriatica, resultando na estimulacao de células T produtoras de IL-17,
incluindo Th17 e células T yd+, e contribuindo para a cronificagdo do processo

inflamatorio observado na pele psoriatica (Wang et al., 2019).

Uma das primeiras descricbes da capacidade de quimioatracdo do
receptor B1 das cininas data de 1996, onde foi demonstrado que, apés pré-
tratamento com IL-1p3, des-arg-BK foi capaz de induzir pronunciada migragéao de
neutréfilos em modelo murino de air pouch (Duchene e Ahluwalia, 2009a;
Paegelow et al., 2002). Refor¢gando o envolvimento do receptor B1, o bloqueio
do infiltrado de polimorfonucleares foi alcancado apds administragdo do

antagonista des-Arg®-[Leu®] —-BK (Duchene e Ahluwalia, 2009a; Paegelow et al.,
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2002). Resultados semelhantes foram observados in vitro, onde a ativagao do
receptor B1 promoveu a quimiotaxia de neutréfilos (Bertram et al., 2007b).
Fortalecendo estes achados, estudos com animais nocautes mostram que a
inativagdo do gene responsavel pela expressao do receptor B1 das cininas esta
associada a deficiéncia no acumulo de neutrofilos em tecidos inflamados (Costa
et al., 2014; Duchene e Ahluwalia, 2009b; McLean, Ahluwalia e Perretti, 2000).
Ainda, foi observado que a ativacdo dos receptores cininérgicos promove
aumento da expressao de moléculas de adesao, como Mac-1, ICAM-1 ou P-
selectina (Guevara-Lora et al., 2011, 2014b; McLean, Ahluwalia e Perretti, 2000;
Shigematsu et al., 2002) e indugdo da sintese de CXCL5, quimiocina com
importante papel no trafego de neutrdéfilos (Duchene et al., 2007; Duchene e
Ahluwalia, 2009b).

Desta forma, a participagao do receptor B1 na modulagao da migragao
de polimorfonucleares ¢é incontestavel (Kahn et al., 2017). Resultados
semelhantes foram obtidos com relacdo ao receptor B2, onde BK foi capaz de
modular o infiltrado de neutrdfilos in vivo e in vitro (Moran et al., 2016; Santos,
Calixto e Souza, 2003). Reforgando o envolvimento do receptor B2 das cininas,
Bockmann e Paegelow, (2000) mostrargm que a migragao de
polimorfonucleares, induzida pela incubacdo com BK in vitro, é revertida
significativamente pelo antagonista HOE 140 (Icatibant) (Béckmann e Paegelow,
[, 2000).

Semelhante ao que ocorre com leucdcitos polimorfonucleares, cininas
presentes no local da inflamagdao também podem modular a atividade de
mononucleares. A expressdo dos receptores das cininas (B1R e B2R) ja foi
evidenciada em mondcitos e macrofagos (Bertram et al., 2007; Bourdet et al.,
2010b). A expressao constitutiva do receptor B2 foi descrita em células
indiferenciadas, enquanto o subtipo B1 tem uma baixa expressao (Béckmann e
Paegelow, 2000; Bourdet et al., 2010b; Guevara-Lora, Florkowska e Kozik,
2009a). Em contrapartida, foi observado que a maturagdo de células
mononucleares promove aumento da expressdao de ambos os receptores

cininérgicos (Guevara-Lora, Florkowska e Kozik, 2009b).
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Shaw e Harper (2011), observaram que os receptores cininérgicos
contribuem para o recrutamento de macréfagos em modelo de artrite aguda
(Shaw e Harper, 2011). Reforgcando a participacdo do B2R na migracdo de
monadcitos/macréfagos, Bertram et al. (2007) mostraram que a estimulagao deste
subtipo de receptor cininérgico promove a ativagado da enzima fosfolipase C e,
consequente, aumento da concentracdo intracelular de calcio (Bertram et al.,
2007). Além disso, camundongos KOB+1 submetidos a modelo de nefropatia
mostraram uma menor taxa de infiltrado de macréfagos no rim (Estrela et al.,
2014). De fato, Guevara-Lora et al. (2014) observaram que as cininas também
estimulam a expressio de proteinas de adesdo em mondcitos, reafirmando o
envolvimento dos receptores de cininas na migragdao de mononucleares
(Guevara-Lora et al., 2014b). Portanto, as cininas sdo mediadores que tem
importante influéncia estimulando, direta e/ou indiretamente, a ativagcao e a
migragao de leucdcitos na inflamagédo. Nossos resultados mostram novamente

que este fato acontece também na inflamacéao da pele do tipo psoriase.

Ademais, os resultados indicam a participacdo de ambos os receptores
cininérgicos nos processos de proliferacao e diferenciacdo de queratinécitos na
pele psoriatica. Conforme observado pelas andlises histoléogica e
imunohistoquimica, nossos dados mostraram que a delec&o dos receptores das
cininas (B1R e B2R) reduziu o numero de queratindcitos indiferenciados e
proliferantes nas lesdes psoriasiformes induzidas por IMQ, quando comparado
aos animais WT. Semelhantemente, o bloqueio farmacoldgico dos receptores B
e B2 promoveu redugdes analogas, reforcando os dados obtidos com os animais

nocautes.

Corroborando com nossos achados, Talwar, Fisher e Voorhees (1990)
observaram que o tratamento de queratinécitos humanos com BK promove
rapido e significativo aumento nos niveis dos segundo mensageiros IP3 e DAG,
sendo a ativagao dessas vias diretamente relacionada com o aumento da taxa
de crescimento dessas células in vitro (Talwar, Fisher e Voorhees, 1990). Além
do mais, Rosenbach et al., (1993) mostraram que o acoplamento dos receptores
cininérgicos a fosfolipase C é uma via de transdugdo de sinal altamente
conservado em diferentes culturas de queratinécitos humanos, sendo associada

a a proliferagcao e diferenciagdo de queratinécitos e tendo especial importancia



122

na reparagcao epidérmica (Rosenbach et al.,, 1993; Soley et al., 2016).
Sustentando a atividade mitogénica dos receptores cininérgicos, estudos
descrevem a presencga dos receptores B1 e B2 em diferentes tipos de cancer,
como, por exemplo, cancer de pulmao, carcinoma gastrico humano, tumores
astrociticos e linfoma (Costa-Neto M et al., 2008; Costa et al., 2014; Howl e
Payne, 2003). Assim, em condicbes patolégicas, ambos os receptores
cininérgicos parecem estar associados ao crescimento e progressao do cancer
(Blaukat, 2003; Rodell, Naidoo e Bhoola, 1995), outra doenca caracterizada pela

proliferacdo desregulada de células.

A atividade mitogénica dos receptores das cininas foi associada a
geragao de multiplos segundos mensageiros que convergem para ativar a MAPK
(do inglés, “Mitogen Activated Protein Kinases”), uma importante cascata de
transducéo de sinal envolvida no controle da mitogénese (Golias, C et al., 2007).
Apos ativacdo, a MAPK promove a fosforilagcdo e ativagcdo de fatores de
transcricdo nuclear envolvidos na sintese de DNA e divisdo celular (Blaukat,
2003). Corroborando, Cheng et al. (2004) mostraram que a ativagao do receptor
B2 das cininas promove aumento da sintese de DNA através da ativagao da via
de sinalizagdo MAPK p42/p44 (Cheng et al., 2004). Da mesma maneira, a
estimulacédo do receptor B1 das cininas foi associado a hiperproliferacéo de
células de cancer de mama através fosforilagdo da ERK1/2 (do inglés,
“Extracellular signal-regulated kinases”) (Costa et al., 2014). Induzida por
receptores cininérgicos, diferentes vias de ativagdao da MAPK foram descritas,
incluindo participagdo das subunidades GRy dos GPCR, fosfatidilinositol 3-
quinases (PI3K- do inglés, “Phosphoinositide 3-kinases”) e Proteina quinase C
(PKC — do inglés, “Protein Kinase C “) (Blaukat, 2003).

Além disso, o processo inflamatério na pele é caracterizado pela
interferéncia de muitos outros fatores, incluindo citocinas como TNF-q, IL-6 e IL-
17, que influenciam diretamente na proliferacdo de queratinécitos. Nesse
contexto, sabe-se que as cininas tém a capacidade de sustentar o estado
inflamatorio através da estimulagdo da sintese e liberacdo de IL-1 e TNF-a
(Cunha et al., 2007; Tiffany e Burch, 1989). Assim, durante a inflamacgao, o
aumento da expressao dos receptores de cininas na epiderme pode estar

relacionado a hiperproliferacédo de queratindcitos, bem como a liberacéo de
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outros mediadores que contribuem para esse fendmeno. Deste modo, as cininas
estariam relacionadas com a uma série de condi¢cdes clinicas associadas a
proliferagdo celular, incluindo a psoriase, que caracteriza-se pela proliferagcao
excessiva de queratindcitos, resultando em hiperplasia epidérmica e formacao
de placas descamativas (Sharma e Al-Sherif, 2006). Neste contexto, como
observado no presente trabalho, a modulagao farmacoldgica de receptores das
cininas, poderia ser uma alternativa no controle da proliferagdo em doencas

hiperproliferativas, como a psoriase.

Adicionalmente, nossos resultados mostraram envolvimento dos
receptores B1 e B2 das cininas na diferenciacdo anormal de queratindcitos
durante a psoriase. Até o momento, a maioria dos estudos destaca o
envolvimento dos receptores das cininas na diferenciacdo de queratinécitos em
condigdes fisiologicas. Desse modo, Seliga et al (2018) detectaram que a
estimulacéo do B2R resulta na expressao de c-Fos, translocagéo nuclear de NF-
kB (Fator nuclear kappa B) e moderada expressdo de (pro) filagrina e
citoqueratinas, uma via de sinalizacdo envolvida na diferenciagdo de
queratinécitos (Seliga et al., 2018). Do mesmo modo, Matus et al (2008)
observou que a estimulagéo do receptor B1das cininas promovia aumento dos
niveis de alguns marcadores de diferenciagao celular, incluindo citoqueratina 10
(K10), filagrina e involucrina, através de mecanismos que envolvem a ativagcao
do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR - do inglés, Epidermal growth
factor receptor) (Matus et al., 2008). No entanto, os dados aqui apresentados
demonstram que o bloqueio ou a auséncia de receptores das cininas podem
melhorar o processo de diferenciagéo de queratindcitos psoriaticos. Com relagao
a estes achado, é possivel inferir que durante processos inflamatorios, a ativagao
dos receptores B1 e B2 das cininas promoveriam a regulagdo positiva de
marcadores de proliferagao epitelial, e consequentemente, a regulagéo negativa
de marcadores de diferenciagdo na pele psoriatica, processo este descrito

previamente por Jia et al. (2018).

Na psoriase, as células T estdo envolvidas em diversos processos que
levam ao desencadeamento da doenca, assim como, sdo essenciais na
manutencgao deste disturbio cutédneo (Kim e Krueger, 2015). Com igualdade, as

lesbes psoriaticas induzidas por IMQ s&o caracterizadas por intenso infiltrado
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linfocitario (Cai, Fleming e Yan, 2012; Fits et al., 2009; Ueyama et al., 2014).
Assim, o proximo objetivo do presente estudo foi investigar o possivel
envolvimento dos receptores de cininas no perfil de células imunes presentes

nas lesdes psoriasicas.

Consistente com dados prévios, a administracdo de IMQ promoveu
intenso infiltrado de células inflamatodrias na pele de animais WT. Em contraste,
camundongos nocautes submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ
mostraram acentuada reducédo de populagdes Ly6G*, CD11b*, CD3*. Estes
dados reforcam a participacao do sistema das cininas na migracao de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos para a lesao psoriatica. Analisamos ainda a influéncia
do sistema de cininas nos subconjuntos de células T presentes nas lesdes
psoriaticas induzidas por IMQ. A partir dos dados obtidos, € possivel sugerir que
ambos os receptores cininérgicos participam da modulacdo do infiltrado de
células T CD4*, enquanto a migracdo dos linfécitos T CD8* para o tecido
inflamado parece ser influenciada pelo receptor B2 das cininas. Corroborando os
dados obtidos com animais nocautes, resultados semelhantes foram obtidos
com o bloqueio farmacoldgico dos receptores B1 e B2. Ademais, novamente, o
uso de antagonistas seletivos confirma que esses os efeitos atribuidos ao
sistema das cininas ndo sdo uma adaptag¢ao causada pela alteracao genémica

em animais nocaute.

Consolidando nossos achados, dados da literatura indicam que os
receptores das cininas sdo expressos em linfécitos T, assim com, poderiam
estar associados a ativagédo, migragao ou proliferagcdo desses tipos celulares
durante processos inflamatoérios (Dutra, 2017b; Dutra et al., 2011; Paegelow et
al., 2002; Prat et al., 1999; Sharma e Al-Sherif, 2006). De 1984, consta algumas
das primeiras observacdes de que BK exerce potente influéncia no trafego de
linfécitos (Moore, 1984). Os primeiros dados referentes a capacidade dos
receptores B1 e B2 das cininas em modular a migracado de linfécitos foram
obtidos em ensaios in vitro (Maurer et al., 2011; Schulze-topphoff et al., 2009).
Posteriormente, resultados in vivo confirmaram que a ativacdo de ambos os
receptores cininérgicos € capaz de estimular a migracao de linfocitos (Bockmann
e Paegelow, I, 2000; Dutra et al., 2011; Paegelow et al., 2002; Shigematsu et al.,

2002). Ainda, foi observado aumento da expressao dos receptores das cininas
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em linfocitos T CD3* de pacientes portadores de esclerose multipla, onde a
ampliagdo do numero de receptores B1 estaria envolvido com o aumento da taxa
de migracdo nos linfécitos e, consequentemente, correlacionado com a

severidade clinica da doenca (Prat et al., 1999).

Além da resposta local da pele, registros mostram que a aplicagéo topica
de IMQ promove efeitos sistémicos, incluindo estimulacdo da sintese de
citocinas pro-inflamatérias e aumento do volume de linfonodos e bago (Grine et
al., 2016; Hawkes, Gudjonsson e Ward, 2017; Nerurkar et al., 2017). Desta
forma, além de ser utilizado para estudar eventos envolvidos na inflamacao
cutanea tipo psoriatica, o modelo de psoriase induzida por IMQ tem sido utilizado
para investigar efeitos sistémicos decorrentes da inflamacao psoriatica (Nerurkar
etal.,2017). De fato, a repetida aplicagao de IMQ na pele de animais WT resultou
em esplenomegalia e linfadenopatia, conforme observado através da pesagem
dos orgao linféides ao final do protocolo experimental. Em contraste, a auséncia
e o0 bloqueio dos receptores B1 e B2 de cininas impediram o aumento dos
linfonodos inguinais e axilares, o que pode estar relacionado a menor taxa de
proliferagdo e/ou migracao de células imunes. Ademais, apenas camundongos
KOB2 e tratados com FR173657 (30 mg/Kg) mostraram redugdo da
esplenomegalia induzida por IMQ. Por outro lado, o silenciamento do B1R nao

alterou o aumento do bago causado pelo IMQ, quando comparado ao grupo WT.

Sabe-se que o aumento anormal dos linfonodos e bago pode ser
resultado de alteragdes no sistema imune (Gaddey et al., 2016; Mckenzie et al.,
2017). Nesse contexto, além de modular o trafego, existem evidéncias de que a
atividade mitogénica atribuida aos receptores B1 e B2 das cininas é capaz de
influenciar a proliferacao de linfécitos (Sharma e Al-Sherif, 2006). Corroborando,
a avaliagao da incorporagao de timidina mostrou acentuada redugao da taxa de
proliferacéo celular em linfocitos do bago de animais nocautes para os receptores
das cininas, sugerindo a participagéo dos receptores cininérgicos na modulagéo
deste processo (Dutra et al., 2011). Portado, pode-se concluir, com esses
resultados, até o momento, que o sistema das cininas tem importante
participagdo na ativacdo e/ou migracdo de células imunes, suportando a

importancia destes peptideos vaso ativos nas resposta imune da psoriase, assim
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como ja descrito anteriormente para doencgas autoimunes (Aliberti et al., 2003;
Costa et al., 2011; Dutra, 2017b; Seliga et al., 2018).

Embora o mecanismo pelo qual IMQ promova lesdes tipo psoriaticas ndo
seja completamente entendido, o envolvimento do eixo IL-23/ IL-17 é inegavel
(Dunussi-Joannopoulos et al., 2011; Fits et al., 2009; Sauder, 2002). Considera-
se que a via IL-23/Th17 tenha um papel importante na psoriase, pois foi
evidenciado que o polimorfismos de genes responsaveis pela expressao de IL-
23 e seu receptor estejam relacionados com risco aumentado de desenvolver
algum tipo de psoriase (Eberle et al., 2016; Yoshiki et al., 2014a). Além disso, foi
previamente demonstrado que a inibi¢ao da sintese e liberagao de IL-23 e/ou IL-
17 protege a pele da inflamacgao induzida por IMQ (Dunussi-Joannopoulos et al.,
2011). Nesse caso, a descoberta de que a IL-17 contribui diretamente no
desenvolvimento da psoriase possibilitou o desenvolvimento de novas
possibilidades de tratamento (Eberle et al., 2016; Iwakura e Ishigame, 2006).
Atualmente, um anticorpo monoclonal anti IL-17A (Cosentyx) € aprovado para o

tratamento da psoriase (Wasilewska et al., 2016).

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatoria produzida por varios tipos
celulares, incluindo neutréfilos, células natural killer, mastdcitos, queratinécitos e
linfécitos af3 e yd (Gele, Van et al., 2016; Lin et al., 2015; Moos et al., 2019). A
familia de IL-17 tem sido cada vez mais reconhecida como um importante
contribuinte para as fases iniciais da autoimunidade, uma vez que, estas
citocinas tém a capacidade de induzir a liberacdo de uma ampla gama de
citocinas por uma variedade de tipos celulares, incluindo células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos (Gele, Van et al., 2016; Iwakura e Ishigame, 2006).
Assim, nossos resultados sugerem que o sistema de cininas pode estar
contribuindo para o aumento de presenca de IL-17 de maneira direta e/ou
indireta, ao modular a atividade e/ou o infiltrado de células imunes nas lesdes
psoriaticas. Além disso, Van et al. (2016) trazem que os receptores de IL-17 sao
constitutivamente expressos nos queratindcitos, e a interagao desta citocina com
seus respectivos receptores parece estar associada com o aumento de fatores
anti-apoptéticos, aumentando a sobrevida de queratindcitos psoriaticos (Gele,

Van et al., 2016). Nesse contexto, a reducdo de IL-17 pode ser um dos
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mecanismos pelos quais a auséncia ou bloqueio dos receptores das cininas

promovem a melhora das caracteristicas psoriaticas induzidas por IMQ.

Dando suporte a nossos achados, autores ja relataram que a delegao
completa de IL-17 reduz a severidade da psoriase induzida por IMQ (Malki, El
et al., 2013). Ainda, na dermatologia, o uso de anticorpos que tem como alvo
membros da familia da IL-17 (ex: Cosentyx e Brodalumab) mostraram-se
eficazes na reducao da severidade da psoriase, conforme evidenciado através

da analise do indice PASI em ensaios de fase Ill (Gele, Van et al., 2016).

A relagao entre o sistema das cininas e IL-17 ja foi observada em outros
modelos experimentais como encefalomielite autoimune e infeccéo sistémica por
Candida albicans (Dutra et al., 2011; Ramani et al., 2016). Do mesmo modo
como observamos para a psoriase, consta na literatura que as cininas seriam
capazes de modular a resposta das células T, uma vez que os antagonistas dos
receptores cininérgicos mostraram-se capazes de reduzir a sintese e liberagao
de citocinas, como, por exemplo IL-17, in vitro (Dutra et al., 2011) e em modelo
de encefalomielite autoimune experimental (EAE) (Costa et al., 2011; Dutra et
al., 2011; Santos et al., 2008).

Uma outra possibilidade para a reducdo de IL-17 e, consequente,
melhora das lesdes cutaneas psoriformes induzidas por IMQ, € a reducgao da
ativacdo e/ou migragcdo de DCs em decorréncia do nocaute ou bloqueio
farmacologico dos receptores das cininas. Isso porque, sabe-se que apos
administracao tépica de IMQ ha intensa migragao de células de Langerhans da
pele para os linfonodos (Sauder, 2002). As células de Langerhans séao DCs
derivadas da medula éssea, e representam as principais células apresentadoras
de antigenos da pele (Collin e Milne, 2016). Estes tipos celulares sdo capazes
de processar e apresentar antigenos aos linfécitos T, iniciando assim uma
resposta imune (Collin e Milne, 2016; Yoshiki et al., 2014). Neste contexto,
Aliberti et al. (2014) mostraram que a formacao das cininas podem servir como
sinal de perigo que desencadeia a ativagado de DCs, reforgando a participacéo
desses peptideos vaso ativos na modulagao da resposta imune (Aliberti et al.,
2003). Semelhantemente, Bertram et al. (2007) mostraram que BK promove

aumento de Ca?*intracelular e induz a migragéo de DCs (Bertram et al., 2007).
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Além de modular a migragao de DCs, o sistema das cininas pode estar
envolvido na estimulagao da sintese de citocinas, uma vez que, foi observado
a ativagao do receptor B2 induz a sintese de IL-12 in vitro (Schulze-Topphoff et
al., 2008). Além do mais, foi observado que animais nocautes para o receptor
B2 apresentam redugdo da sintese de IL-12 por DCs desafiadas e,
consequente, comprometimento da estimulagdo de células T antigeno-
especificas em linfécitos Th1 (Schulze-Topphoff et al., 2008). Coletivamente,
estes resultados reforcam o envolvimento do sistema das cininas na modulagao
da resposta imune desencadeada durante o processo inflamatorio tipo

psoriatico induzido por IMQ.

Objetivando confirmar e obter resultados ainda mais satisfatérios
referentes ao envolvimento das cininas na patogénese da psoriase, houve o
interesse de avaliar o efeito da inibicdo da degradagdo das cininas na
patogénese da psoriase. Para isso, animais WT foram tratados com Captopril
ao longo do protocolo experimental do modelo murino de psoriase induzida por
IMQ. O Captoprii € um dos mais potentes inibidores da ECA, sendo
amplamente utilizado no tratamento da hipertensao e da insuficiéncia cardiaca
(Wysocki et al., 2006). Todavia, reagbes cutaneas adversas sao
frequentemente notadas enquanto os pacientes estdo sendo tratados com
Captopril, incluindo inducdo ou exacerbacdo do processo psoriatico,
independentemente de os pacientes terem historico de psoriase (Hammond,
Kirkendall e Wilkin, 1980; Konigsberg e Albahrani, 2013).

A ECA ¢é uma carboxipeptidase que possui um papel crucial na
manutencao da pressao arterial, uma vez que, é responsavel pela catalisacéo e
conversao de angiotensina | a angiotensina Il (Konigsberg e Albahrani, 2013).
Além disso, a ECA também afeta o sistema das cininas, sendo responsavel por
realizar a degradagdo desses peptideos vasoativos (Huski¢ e Alendar,
2007).ACE ja foi identificada em diversas células que compdem a pele humana,
incluindo fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos (Ozkur et al., 2004).
Alidas, ha maiores quantidades de ECA no soro de pacientes portadores das
diferentes formas de psoriase, sugerindo a participagédo desta enzima nesta
doenga (Huskic¢ e Alendar, 2007; Su, 2006). Também foi observado aumento da

atividade da ECA na pele psoriatica, com reducao da atividade desta enzima
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apos tratamento da doenca (Huski¢ e Alendar, 2007). Uma vez que estas
alteracdes na atividade da ECA foram observadas apenas na pele psoriatica, €
possivel que a ECA possa estar envolvida direta ou indiretamente com o

desenvolvimento de lesdes psoriaticas.

Contudo, o mecanismo responsavel pelo aumento da atividade da ECA
em pacientes com psoriase ndo € claro. Uma vez que o sistema renina-
angiotensina nao possui um papel fisiolégico conhecido na pele, acredita-se que
o aumento da atividade proteolitica da ECA estaria associado a clivagem de
mediadores inflamatorios (Huski¢ e Alendar, 2007). Ou seja, apesar de diversas
evidéncias, pouco se sabe sobre a associacao entre IECA e doencgas
inflamatodrias da pele (Fry e Baker, 2007; Wu et al., 2014). Desta forma, acredita-
se que a inibicdo da degradacdo da bradicinina, por inibidores da ECA,
promovem alteragdes no sistema calicreina-cinina, resultando em aumento na
concentragcdo das cininas e mediadores inflamatorios relacionados na pele, o
que pode contribuir para a exacerbacgao do processo inflamatério cutaneo (Ozkur
et al., 2004).

Por conseguinte, os resultados obtidos no presente estudo mostraram
que ainibi¢cao da cininase Il, por Captopril, promoveu a exacerbag¢ao do processo
psoriatico induzido por IMQ. Sendo observado que a administragdo de Captopril
intensificou a hiperproliferacdo e reduziu a diferenciagdo dos queratindcitos na
pele psoriatica. Em adigdo, foi observado intenso infiltrado de neutréfilos e
macrofagos nas lesdes psoriaticas induzidas por IMQ. Além disso, houve
aumento do acumulo de IL-17 e hiperplasia do linfonodo axilar. Da mesma forma,
Scholzen et al. (2003) mostraram que a inibigdo da ECA intensificou a inflamacao
cutanea induzida por capsaicina e BK (Scholzen et al., 2003). O Captopril e 0
Enalapril foram capazes de potencializar as respostas cutdneas da bradicinina
intradérmica (Andersson e Persson, 1994; Wu et al., 2014). Portanto, ao inibir o
catabolismo e elevar o niveis de cininas, inibidores da ECA estariam promovendo
piora do quadro psoriatico. Conforme constatado a partir dos resultados obtidos
neste trabalho, a regulagado positiva de componentes do sistema das cininas
mostrou-se um dos mecanismo para a piora da psoriase. Consolidando esta
afirmacao, o polimorfismo do gene para a enzima conversora de angiotensina

(ACE) ja foi relacionado a suscetibilidade para psoriase (Liu, Han e Lu, 2013).
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Isso porque, o polimorfismo existente no gene da ECA afeta a atividade desta
enzima, onde individuos homozigotos para o alelo ECA | apresentam menor
atividade enzimatica em comparagcdo a portadores do gendtipo ECA DD.
Recentemente, a homozigose para o alelo | da ECA foi observado como
prevalente em portadores de psoriase, sendo esta susceptibilidade associada a
alteragbes no sistema das cininas (Weger et al., 2007). Com isso, estes
resultados reforcam o envolvimento do sistema das cininas na patogénese da

psoriase.

Ademais, as erupg¢des cutaneas caracteristicas da psoriase estdo
associadas a um comprometimento substancial da qualidade de vida, ou seja,
0s pacientes vivenciam mudancas em suas vidas, principalmente, relacionadas
a impactos negativos nas relagdes sociais e do bem-estar psicologico (Azevedo-
Pinto et al., 2016; Gulliver et al., 2015; Schmitt e Ford, 2007).

Para entender esse impacto negativo, € importante considerar que as
lesdes psoriaticas, dependendo da visibilidade, aparéncia e localizagado, podem
ser estigmatizantes para os pacientes, causando constrangimento, baixa
autoestima e insatisfacdo com a imagem corporal (Pujol et al., 2013; Sibin e
Ossama, 2018). Varios estudos mostram que os sintomas de ansiedade e
depressdao sao comuns em pacientes com psoriase, havendo estudos que
correlacionam a gravidade das lesdes psoriasicas com a gravidade do transtorno
psiquiatrico (Pujol et al., 2013; Sibin e Ossama, 2018). Corroborando, Tohid,
Aleem e Jackson, (2016) trazem que a redugado de sinais da depressao esta
associada a redugao da gravidade da psoriase, e vice-versa (Kelly e Ryan, 2018;
Koo et al., 2017). Nesse contexto, observou-se que muitos marcadores
inflamatodrios e citocinas liberadas durante a psoriase também estao presentes
na depressao (Gulliver et al., 2015; Koo et al., 2017; Tohid, Aleem e Jackson,
2016). Um exemplo, € o TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria que tem sido
implicada como via comum na patogénese da psoriase e depressao (Gulliver et
al., 2015). Nesse contexto, a revisao bibliografica realizada por Koo et al. (2017)
sugere que a psoriase e depressao podem ter sobreposigao de vias bioldgicas,
onde a inflamagé&o parece estar envolvida na progressao de ambas as doengas
(Koo et al., 2017).



131

Além disso, dados sugerem que as comorbidades psiquiatricas podem
afetar negativamente a resposta a certos tratamentos da psoriase (por exemplo,
a fototerapia) (Koo et al., 2017; Schmitt e Ford, 2007), enquanto outros estudos
sugerem que o controle da psoriase esta diretamente associado a melhorias nos
sintomas psicoldgicos (Azevedo-pinto et al., 2016; Koo et al., 2017; Schmitt e
Ford, 2007; Tohid, Aleem e Jackson, 2016).

Apesar do grande impacto negativo causado pela psoriase na qualidade
de vida dos pacientes, o bem-estar ainda é um parametro pouco explorado
durante a triagem de novas terapias alternativas para o tratamento da psoriase
em ensaios nao clinicos. No presente estudo, o ensaio de Nest Building foi
utilizado com o intuito de avaliar a o bem-estar de animais, WT e nocautes, assim
como, tratados com SSR240612C, FR173657 ou Captopril, e submetidos ao

modelo de psoriase induzida por IMQ.

A construgao de ninho € um comportamento comum em roedores, que
permanece conservado em linhagens amplamente utilizadas de camundongos
de laboratério. Em adigéo, diferentes estudos mostram que as atividades de
escavacgao e construgcado de ninhos sao diretamente afetadas por fatores como
dor e febre, assim como, durante infec¢des e inflamacé&o cronica (Gjendal et al.,
2019; Jirkof, 2012; Otabi et al., 2016). A capacidade de organizar, planejar e
executar comportamentos basicos e complexos, observadas no desempenho da
nidificagdo, compara-se a capacidade funcional para atividades de vida diaria
(AVD) (Deacon, 2006; Jirkof, 2014; Otabi et al., 2016). Em humanos, este termo
inclui atividades diarias basicas, como, por exemplo, comer sem assisténcia e as
Atividades Instrumentais de Vida Diaria (AIVD), como a manutengao das tarefas
domésticas e da casa (Jirkof, 2012, 2014). Nesse contexto, a avaliacdo da
construgdo de ninho mostra-se uma ferramenta favoravel para monitorar
disfuncobes, deficiéncias e, em particular, possiveis impactos na qualidade de
vida e bem-estar animal (Gaskill e Pritchett-Corning, 2016; Gjendal et al., 2019;
Jirkof, 2012).

Assim, nossos dados mostram que camundongos WT tratados por 6 dias
com IMQ apresentaram, juntamente com o desenvolvimento de lesdes
psoriaticas, sintomas tipo depressivos e, consequente, impacto negativo no bem-

estar e qualidade de vida, conforme observado por reducdo significativa no
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desempenho de nidificagdo. McColl et al. (2016) mostraram resultados
semelhantes, onde os efeitos negativos no bem-estar animal, induzido pela
administracao topica de IMQ, foram atribuidos a regulacéo positiva de diversos
genes no SNC, incluindo citocinas inflamatorias e seus receptores (McColl et al.,
2016). Outro estudo mostrou que a administragao sistémica de citocinas pro-
inflamatdrias é capaz de induzir comportamentos tipo depressivos em animais,
promovendo laténcia para o inicio da construgdo do ninho (Tohid, Aleem e
Jackson, 2016). Havendo descri¢des semelhantes em portadores de doengas
inflamatdrias crénicas (por exemplo, Esclerose multipla e artrite reumatoide),
onde o aumento de citocinas proé-inflamatérias no plasma de pacientes foi
correlacionado com a propensao ao desenvolvimento de sintomas depressivos
(Aubert, 1999; Azevedo-pinto et al., 2016; Gooderham et al., 2017). Estudos
mostram ainda que alguns medicamentos biolégicos empregados no tratamento
da psoriase também melhoram sintomas da depressao, principalmente, através
da modulacao da resposta imune (Azevedo-pinto et al., 2016; Schmitt e Ford,
2007).

Ainda, nossos dados mostraram que foi a melhora das caracteristicas
psoriaticas, induzidas por IMQ, foram acompanhadas por maiores indices de
bem-estar em camundongos nocautes para o receptor das cininas. Confirmando
estes achados, animais pré-tratados com SSR240612C e FR173657
apresentaram redugdo da severidade das lesdes psoriaticas e melhora na
qualidade de vida, quando comparado aos indices do grupo Veiculo. Em
contrapartida, Captopril promoveu exacerbacao do processo inflamatério e piora
do bem-estar animal. Este fato € mais um indicativo da influéncia das cininas na
inflamacao crénica tipo psoriatica induzida por IMQ, sendo de extrema
importancia por reforgar a possibilidade de adi¢gdo dos receptores cininérgicos

como alvo no tratamento da psoriase.

Em conjunto, nossos achados indicam que o sistema de cininas
desempenha um papel importante na modulagao da resposta imune, bem como
na desregulagao da proliferagao e diferenciagcado de queratindcitos induzida por
IMQ. Desta forma, os resultados sugerem que os receptores B1 e Bz2das cininas
podem constituir alvos terapéuticos potencialmente relevantes para o tratamento

da psoriase. Nesse contexto, demonstramos que os antagonistas nao
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peptidicos dos receptores das cininas, SSR240612C e FR173657,
correspondem a interessantes alternativas terapéuticas a serem incluidas no

tratamento da psoriase, embora sejam necessarios mais estudos em humanos.
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7. CONCLUSAO

+ Os dados obtidos no presente trabalho reforcam a ocorréncia constitutiva
dos receptores B1 e B2 das cininas na pele, assim como, o aumento destes
receptores durante processos inflamatérios cutaneos;

% A inativagdo génica e o bloqueio farmacolégico dos receptores B1 e B>
das cininas promoveram redugdes significativas na severidade de lesdes
psoriaticas, indicando participagdo do sistema das cininas em processos

envolvidos no desenvolvimento e sustentacédo da Psoriase;

% Analises enzimaticas e histologicas demonstram participacédo de ambos
os receptores cininérgicos (B1 e B2) na modulagdo do infiltrado de

polimorfonucleares e mononucleares para a lesédo psoriatica;

% Imunomarcacdes apontam participacdo dos receptores B1 e B2 das
cininas em processos de proliferacdo e diferenciacdo de queratindcitos
psoriaticos;

+ Resultados sugerem que ambos os receptores das cininas participam da
modulagao da migragao de linfécitos para a lesao psoriatica, uma vez que, a
auséncia e o bloqueio dos receptores B1 e B2 promoveram redugdes

significativas no numero de células CD3";

+ Dados indicam participacdo dos receptores B1 e B2 das cininas na
modulagao do influxo de células T CD4* para a pele psoriatica;

% O silenciamento genético e o bloqueio farmacolégico sugerem a
participagao do receptor B2 na modulagéo do trafego de linfécitos T CD8* para

a pele psoriatica;

+ Resultados apontam envolvimento do sistema das cininas no acumulo

de IL-17 nas lesGes psotiaticas;
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X/

s A avaliacédo do peso de érgéaos linféides, indica a participagdo de ambos
os receptores das cininas na hiperplasia do Bago e Linfonodos (Inguinal e
Axillar), induzida por IMQ;

% Analises apontaram que além de reduzir a severidade do quadro
psoriatico, a inativagao e o bloqueio farmacolégico dos receptores B1e B2 das
cininas esta envolvido na redugcao de comportamentos tipo depressivos e
melhora do bem- estar e qualidade de vida de animais submetidos ao modelo
de psoriase induzida por IMQ;

®,

¥ O pré-tratamento de camundongos com Captoprii promoveu

7/

exacerbacao do processo inflamatdrio cronico tipo psoriatico induzido por IMQ,

reforcando a participacao do sistema das cininas na psoriase.

% A partir dos resultados obtidos, o uso de antagonistas seletivos para um
ou ambos os receptores de cininas pode ser sugerido como uma nova

estratégia adjuvante no tratamento da psoriase.
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Figura 58. Desenho esquematico descrevendo o envolvimento dos receptores das
cininas em diferentes processos que compodem a psoriase induzida por IMQ. Com
base nos resultados obtidos no presente estudo, ambos os receptores das cininas (B1e
B2) participam direta e/ ou indiretamente de eventos envolvidos na patogénese da
psoriase, incluindo influxo de células inflamatdrias para o tecido inflamado (neutrdfilos,
macréfagos e linfocitos), hiperproliferagao e diferenciagédo anormal de queratinécitos e
acumulo de IL-17 nas lesbes psoriaticas. Os receptores B2 estdo também relacionados
com o trafego de células CD8+. Portanto, a auséncia ou bloqueio farmacolégico dos
receptores cininérgicos, € capaz de reduzir a severidade da inflamagao crénica tipo

psoriatica induzida por IMQ.
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