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RESUMO

A psoriase € uma doenca inflamatéria crénica de pele, com fisiopatologia
complexa. Com apresentagéo clinica variavel, apresenta-se desde formas leves e
facilmente trataveis, até manifestagcdes exacerbadas que apresentam coceira, dor e
levam inclusive a incapacidade fisica. Sabe-se que os receptores de potencial
transitério (TRPs), como o do tipo vaniloide 4 (TRPV4), parecem estar envolvidos em
doencas de pele. Nesse trabalho, buscou-se investigar a importancia do TRPV4 na
psoriase induzida por imiquimode (IMQ) em camundongos, através da avaliagdo do
grau de severidade do processo psoriatico (PASI), hiperalgesia mecanica, prurido e
bem-estar do animal. O modelo de psoriase foi desenvolvido pela aplicagao de IMQ
no dorso de animais com (TRPV4**), com delegdo génica para o receptor TRPV4
(TRPV47) e em animais selvagens da linhagem C57BL/6 que receberam o
antagonista de TRPV4, HC-067047 (10 mg/kg, via oral). Os dados demonstram que,
no 4° dia, ndo houve diferenga significativa no PASI (escore do PASI: 4,4 + 0,75 para
TRPV4** e 5,8 + 0,37 para TRPV47-, ambos tratados com IMQ) quando comparado
com animais controles tratados com o veiculo (creme n&o ibnico; PASI= 0). No 7° dia,
também ndo houve melhora das lesdes psoriaticas nos animais TRPV4** e TRPV4--
tratados com IMQ (escore do PASI: 2,33 £ 0,8 e 3,33 £ 0,42, respetivamente) quando
comparado com os animais controle (0,5 + 0,5). Resultados semelhantes foram
obtidos com o grupo de animais selvagens tratados com HC-067047. Nas analises
histolégicas nao foi observado uma redugao do processo inflamatério induzido pelo
IMQ em nenhum dos grupos, assim como na imunomarcacdo do indicador de
proliferagdo PCNA realizada com os animais selvagens em que nao foi verificado
reducao na hiperproliferagao epidérmica. Na avaliagdo da hiperalgesia mecanica, ndo
verificamos diferengas entre os grupos com delegc&o génica e nem entre os grupos de
animais selvagens. Os dados também demonstram que o tratamento com IMQ causou
prurido no dorso dos animais: tanto TRPV4** quanto TRPV47 quando avaliados no
4° dia (tempo em segundos: 72,63 + 24,25s; 66,43 + 15,18s, respectivamente) e
comparados com o grupo TRPV4** veiculo (1,00 + 0,41s). No entanto, no 7° dia,
observou-se uma redugédo significativa do prurido em animais TRPV4”- (% inibigao:
64,8 + 11,27%) quando comparado com o grupo TRPV4** tratado com IMQ. Ja nos
animais selvagens, no sétimo dia, o grupo HC-067047 promoveu uma redugao
significativa do prurido induzido pelo IMQ (43,9 £ 11,96%) quando comparado com o
grupo que recebeu o veiculo do antagonista. Os dados relacionados ao bem-estar
demonstraram, que no 4° dia, o tratamento com IMQ promoveu uma diminuicdo no
escore de bem-estar tanto em animais TRPV4** quanto em TRPV47 (2,38 + 0,74 e
2,71 0,57, respectivamente) quando comparado com o escore dos animais TRPV4**
tratados com o veiculo (4,4 + 0,4). No 7° dia, se observou uma completa melhora no
escore de bem-estar dos animais no grupo TRPV4- (4,00 + 0,31) quando comparado
com o grupo TRPV4** tratados com IMQ (2,6 + 0,26). Além disso, o tratamento dos
animais selvagens com HC-067047 também parece melhorar o bem estar dos
animais. Os resultados obtidos sugerem que o TRPV4 pode estar envolvido no
sintoma do prurido e no bem-estar do animal no modelo de psoriase induzido pelo
IMQ, no entanto, s&o necessarios estudos adicionais. Convém ressaltar que o prurido
€ um dos sintomas que mais prejudica a qualidade de vida do paciente e que poderia
ser amenizado, utilizando um antagonista do receptor TRPV4.

Palavras-chave: Psoriase, Imiquimode, Prurido, TRP, TRPV4.



ABSTRACT

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease with a complex
pathophysiology. With different clinical presentations, it appears as both mild and
easily treatable forms, up to exacerbated manifestations with itch and pain which might
lead to physical disability. Transient potential receptors (TRPs), such as the vanilloid
type 4 (TRPV4), seem to be involved in skin diseases. In this manuscript we sought to
investigate the importance of TRPV4 in imiquimod-induced psoriasis (IMQ) in mice by
assessing the degree of severity of the psoriatic process (using the PASI score),
mechanical hyperalgesia, itch, and animal welfare. Psoriasis-like injuries were induced
by applying IMQ to the skin of the back of animals with TRPV4** with gene deletion
for the TRPV4 receptor (TRPV47) and in wild-type animals of the C57BL/6 strain that
received the TRPV4 antagonist, HC-067047 (10 mg/kg, orally). The data demonstrates
that, on the fourth day, there was no significant difference in PASI (PASI score: 4.4 +
0.75 for TRPV4** and 5.8 + 0.37 for TRPV4, both treated with IMQ) when compared
to vehicle-treated control animals (non-ionic cream; PASI = 0). On the 7th day, there
was also no improvement in psoriatic lesions in animals TRPV4** and TRPV4-- treated
with IMQ (PASI score: 2.33 £ 0.8 and 3.33 + 0.42, respectively) when compared to
control animals (0.5 £ 0.5). Similar results were obtained with the group of wild animals
treated with HC-067047. In the histological analyzes, there was no reduction in the
inflammatory process induced by the IMQ in any of the groups, as well as in the
immunostaining of the PCNA (proliferation indicator) performed with wild animals in
which there was no reduction in epidermal hyperproliferation. In the assessment of
mechanical hyperalgesia, we found no differences between groups either with gene
deletion or between groups of wild animals. The data also demonstrates that treatment
with IMQ caused itching: both TRPV4+** and TRPV4”- when evaluated on the fourth
day (time in seconds: 72.63 + 24.25s; 66.43 = 15.18s , respectively) and compared
with the TRPV4** vehicle group (1.00 + 0.41s). However, on the seventh day, a
significant reduction in itching behavior was observed in TRPV4- animals (% inhibition:
64.8 + 11.27%) when compared to the TRPV4** group treated with IMQ. As for wild
animals, on the seventh day, the HC-067047 group promoted a significant reduction in
the itching induced by the IMQ (43.9 + 11.96%) when compared to the group that
received the only vehicle. The data related to welfare demonstrated that, on the fourth
day, treatment with IMQ decreased the welfare scor in both TRPV4** and TRPV47"
animals (2.38 £ 0.74 and 2, 71 + 0.57, respectively) when compared to the score of
TRPV4** animals treated with vehicle (4.4 + 0.4). On the seventh day, we observed
an improvement in animal welfare score as observed in the TRPV4~- group (4.00 +
0.31) when compared to the TRPV4** group treated with IMQ (2.6 + 0, 26). In addition,
treatment of wild animals with HC-067047 also appears to improve animal welfare. The
results obtained suggest that TRPV4 may be involved in the pruritus symptom and in
the animal well-being in the IMQ-induced psoriasis model, however, further studies are
needed. It is worth mentioning that pruritus is one of the symptoms that most impairs
the patient's quality of life and that could be alleviated by using a TRPV4 receptor
antagonist.

Keywords: Psoriasis, Imiquimod, Pruritus, TRP, TRPV4.
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 DOENCAS DE PELE

A pele é uma estrutura extraordinaria, pois além de representar um elemento
essencial para a protegao primaria do organismo, impedindo que agressores externos
prejudiguem a homeostasia corporal através da barreira fisica e imunolégica que
representa, interfere também com a estrutura da personalidade, afetando de maneira
direta a atitude em relacdo ao meio ambiente e a saude mental do individuo
(KOLARSICK et al., 2011; RICHMOND; HARRIS, 2016; SANCLEMENTE et al., 2017).

Por representar a primeira barreira em contato com o meio externo, doencas
de pele possuem uma frequéncia muito elevada, atingindo cerca de 21 a 87% da
populacdo mundial e constituindo cerca de 25% das consultas na atencao primaria a
saude. Apesar da frequéncia elevada, sdo comumente subestimadas, devido a
natureza cronica e baixa mortalidade (SANCLEMENTE et al., 2017; MIOT, 2018). De
acordo com estudo envolvendo dados de doengas da pele extraidos de mais de 4000
fontes, incluindo revisdes sistematicas, pesquisas, registros de doengas de base
populacional, dados de pacientes internados em hospitais, dados de pacientes
ambulatoriais, estudos de coorte e dados de autdpsia, as doencas de pele sao
consideradas a quarta principal causa de incapacidade avaliada em diferentes paises
do mundo (KARIMKHANI et al., 2017).

Existem mais de 3000 doencgas de pele conhecidas que variam em gravidade
e sintomas, de infec¢des autolimitadas e tumores benignos, a doengas inflamatorias
cronicas e neoplasias malignas que causam morbidade significativa e afetam
gravemente a qualidade de vida. Estima-se que cada individuo desenvolva uma
doenca de pele pelo menos uma vez durante a vida (TIZEK et al., 2019).

Toda doenca acompanha uma carga de sofrimento, seja por mortalidade direta
ou medo ou, especialmente em doengas crbnicas, por sensacbes desagradaveis
(como a dor), incapacidade (por exemplo, perda de movimento ou fungdo do 6rgao)
ou desfiguracédo da pele em regides visiveis. Qualidade de vida (CALMAN, 1984) é
um dos parametros essenciais para a dermatologia e pode ser prejudicada por varias
razdes, principalmente devido aos sintomas da doenga. Na dermatologia, o sintoma
mais proeminente € o prurido, embora existam doengas de pele muito dolorosas,
como dermatite atépica (VAKHARIA et al., 2017) e epidermolise bolhosa (SCHRADER
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et al., 2018). As doencas de pele inevitavelmente acompanham o estresse psicologico
e a consequente desfiguracdo da aparéncia, fendmeno central que influencia a
percepgcdo do paciente por si e por outras pessoas ao seu redor. A desfiguragcéo
também leva a varios graus de isolamento quando se trata de atividades sociais, como
esportes ou lazer. Também pode-se dizer que a vida sexual pode ser seriamente
afetada ou destruida por uma doenga de pele (RING, 2017).

Muitas doengas de pele podem causar incapacidade e redugdo da qualidade
de vida do individuo e, devido a isso, a avaliagao da qualidade de vida em pacientes
dermatoldgicos estd em constante evolugcdo. Em dermatologia, a Academia
Americana de Dermatologia e as Medidas Internacionais de Resultado em
Dermatologia colaboraram para melhorar a qualidade dos cuidados prestados e
avancgar na avaliagdo da qualidade de vida (PEREZ-CHADA et al., 2019).

A relevancia da qualidade de vida na dermatologia € demonstrada pelo
aumento do numero de estudos sobre o assunto, inclusive em ensaios clinicos
terapéuticos. Existem varias ferramentas de medicdo da qualidade de vida, como o
indice de Qualidade de Vida em Dermatologia (DLQI) e o Skindex, um questionario
dermatolégico genérico que pode ser usado para avaliar a qualidade de vida em
pacientes com qualquer condi¢cdo de pele. Essas ferramentas ajudam a estimar o
impacto das condicbes médicas nesses determinantes da saude e podem ser
adaptadas a diferentes configuragdes, a fim de auxiliar os médicos em suas praticas
clinicas. Atualmente, vem sendo muito utilizadas em ensaios clinicos de um grande
numero de doencgas de pele, especialmente condi¢gdes crdnicas e recorrentes, como
acne, psoriase, dermatite atépica e dermatite de contato (SANCLEMENTE et al.,
2017; SETH et al., 2017; CARCANO et al., 2018).

A propria aparéncia da pele é preditiva da satisfagao geral e consequentemente
da qualidade de vida do ser humano. O comprometimento da prépria imagem é tao
importante que um estudo mostrou que até 50% dos pacientes com eczema grave e
49% dos pacientes com psoriase estariam dispostos a dedicar mais horas do dia no
tratamento, caso isso fosse condicionado a recuperar a pele normal (FINLAY; COLES,
1995).

O impacto econdmico dos disturbios da pele também é enorme. Somente nos
EUA, os gastos diretos e indiretos com doengas de pele em 2013 foram de US$ 75
bilhdes e US$ 11 bilhdes, respectivamente. O conhecimento desses dados em paises

em desenvolvimento € ainda bastante escasso. A prevaléncia de doencas de pele na



18

india foi de 45,3%, de 28,2% na area rural de Sumatra e na Africa variou de 10 a 50%
(MAHE et al., 1997; SAW et al., 2001; GRILLS et al., 2012). Estudos que investigam
os custos associados a doencas de pele nesses paises s&o raros. Na india o valor
meédio do custo dos cuidados com a saude da pele foi de 73% da renda mensal per
capita (SETH et al., 2017). No Brasil, ndo existem estudos avaliando o impacto
econdmico das doencgas de pele de modo generalizado, e sim de formas especificas,
como por exemplo de pacientes com determinada doencga de pele, tal como psoriase
(SARKAR et al., 2016).

Com a crescente incidéncia e consequente prevaléncia de doencgas de pele na
populagdo mundial, ja existem ferramentas que permitem fornecer um atendimento
dermatoldgico e um diagndstico mais rapido a regides de atendimento mais precarias
de maneira econdmica. A teledermatologia, por exemplo, € um exame dermatolégico
realizado a distancia a partir de fotografias digitais do paciente, enviadas para
avaliacao de teleconsultores dermatologistas (SETH et al., 2017).

Existem terapias que buscam a melhoria da sintomatologia, mas nem sempre
sdo completamente eficazes. Isso se deve principalmente a alta complexidade dos
mecanismos ainda ndo elucidados que podem estar envolvidos na patogénese dessas
doencas. Por essa razdo é que a busca por novas opc¢oes terapéuticas € essencial,
visto que além da n&o responsividade ao tratamento, os efeitos adversos muitas vezes
sdo consideraveis, como por exemplo dos corticosteroides utilizados a longo prazo
que podem provocar alteragdes na pele (atrofia cutdnea e diminuigdo do processo de
cicatrizagao), osteoporose, atrofia muscular/miopatia, glaucoma, alteragbes do eixo
hipofise-pituitaria-adrenal, indugdo do diabetes e hipertensdao (MASON et al., 2013).
Existe também o desconhecimento sobre os efeitos a longo prazo e o impacto do alto
custo das terapias mais atuais (ZHANG et al.,, 2015; BRANDON et al., 2019;
GORELICK et al., 2019).

Atualmente existem inumeros grupos de pesquisa pelo mundo tentando
investigar e elucidar as vias envolvidas na fisiopatologia das doengas cutaneas. Esses
estudos sao fundamentais para o desenvolvimento de novas terapias e os receptores
de canal TRP vém ganhando aten¢do nas doencas inflamatdrias da pele (GRACE et
al., 2017; YANG et al., 2017).
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1.2 PSORIASE

A psoriase € uma doenca inflamatodria cronica, mediada pelo sistema imune,
que se manifesta principalmente por lesbes cutaneas, podendo apresentar
comprometimento das articulagdes (NESTLE, F. O. et al., 2009). E uma doenca
cutanea bastante comum, com prevaléncia entre 1-12% na populagdo mundial
(GUPTA et al., 2014; MICHALEK et al., 2017) e esta associada a significativa carga
de sintomas secundarios, incluindo reducdo da qualidade de vida, aumento da
incapacidade, estigmatizacéo, alteragdo emocional e redugdo do bem-estar fisico
(GORELICK et al., 2019).

A prevaléncia e incidéncia da doenca parecem estar associadas a fatores
climaticos e étnicos, embora a compreensao dessas relagdes seja ainda bastante
complexa (JACOBSON et al.,, 2011). Em uma revisao sistematica de estudos
populacionais publicados em 2013, em que foram pesquisadas trés bases de dados
eletrénicas desde as datas de criacao até julho de 2011, a prevaléncia da psoriase
em criangas variou de 0% (Taiwan) a 2,1% (ltalia) e, em adultos, de 0,91% nos
Estados Unidos a 8,5% na Noruega. A estimativa de incidéncia relatada variou de
78,9 a cada 100.000 pessoas por ano nos Estados Unidos a 230 a cada 100.000
pessoas por ano na Italia. Os dados indicaram que a ocorréncia de psoriase ¢é variavel
de acordo com a idade e regiao geografica, sendo mais frequente em paises mais
distantes da linha do Equador (PARISI et al., 2013). Como existem poucos estudos
avaliando a prevaléncia de pacientes com psoriase na América do Sul, ha divergéncia
sobre a equiparagédo em relagéo a outros paises (DIBONAVENTURA et al., 2018).

A etiologia da psoriase ainda n&do é totalmente elucidada e, embora a
transmissdo genética esteja claramente envolvida, parece atuar como um
predisponente, sendo necessaria a interacdo com estimulos ambientais para o
desenvolvimento da doenga (ORTONNE, 1996). O indice de massa corporal elevado,
tabagismo e consumo de alcool também se incluem em fatores desencadeantes para
o desenvolvimento das lesdes psoriaticas (PARISI et al., 2013; JENSEN; SKOV,
2016; NALDI, 2016).

Como outras doencgas inflamatérias crénicas, a psoriase também esta
associada a uma longa lista de comorbidades. Doengas cardiovasculares,
hipertensao arterial, diabetes tipo 2 e dislipidemia sdo as mais prevalentes nesses

pacientes em comparagcdo com a populagcdo em geral (BARBARROJA et al., 2019;
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SULTANA et al., 2019). Doengas envolvendo o intestino, como a doencga de Crohn,
parecem ter maior incidéncia em pacientes com psoriase, sugerindo a existéncia de
um elo entre os fatores inflamatérios que sustentam a psoriase e os disturbios
metabdlicos intestinais (FU et al., 2018).

As lesdes psoriaticas manifestam-se classicamente como placas bem
demarcadas, elevadas, eritematosas e cobertas com escamas prateadas
sobrepostas. As lesées normalmente apresentam uma coloragao acinzentada, sendo
bastante comum o desenvolvimento de hiperpigmentacao cutidnea pos-inflamatoria
apos a remissao das lesées (COHEN et al., 2012). O prurido também é um importante
indicador da psoriase, mas 0s mecanismos subjacentes a este sintoma sdo em
grande parte desconhecidos (SAKAI et al., 2016).

O termo psoriase deriva da palavra grega “psora”, que significa “condi¢cao de
prurido”. Aproximadamente 60-90% dos pacientes com psoriase relatam prurido e um
dos fatores agravantes da coceira psoriatica € o contato com a roupa. Esse fenémeno,
resultante da sensibilizacdo das vias de sinalizagao da coceira, € um aspecto
importante visto que a coceira cronica é extremamente dificil de tratar e ndo ha
tratamento universal para a coceira psoriatica (REICH; SZEPIETOWSKI, 2014,
SAKAI et al., 2016).

A psoriase crbnica em placas (psoriase vulgar) é a forma mais comum da
doenca (Figura 1A), responsavel por 90% dos casos e se manifesta com lesées nos
cotovelos, joelhos, couro cabeludo, umbigo e regido lombar (Figura 1B-C). Os outros
tipos sao: gutata, pustular, invertida e eritrodérmica (BOEHNCKE; SCHON, 2015). A
psoriase gutata se apresenta como lesées em forma de lagrima ou gota e é
frequentemente precedida por dor de garganta associada com infecgéo
estreptocdcica do grupo B e consiste em multiplas lesdes psoriaticas pequenas (2—
10 mm), mais frequentemente no tronco (BRANDON et al., 2019). A psoriase inversa
€ vista nas dobras do corpo e € caracterizada por lesées vermelhas brilhantes, nas
areas inframamaria, perianal e axilar. A psoriase eritrodérmica, na qual 90% ou mais
do corpo € acometido, é a forma mais grave da doenga e pode estar associada com
sintomas graves como insuficiéncia cardiaca, representando risco de morte ao
paciente (Figura 1D) (BOEHNCKE; SCHON, 2015; BRANDON et al., 2019). As les6es
também podem acometer as unhas (psoriase ungueal) e as articulagdes (artrite
psoriatica). A artrite psoriatica atinge cerca de 30% dos pacientes com psoriase,

caracterizada por inflamacgao das articulagées que geram lesdes articulares dolorosas
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e muitas vezes debilitantes, além das manifestagbes cutdneas (BOEHNCKE;
SCHON, 2015; RITCHLIN et al., 2017).

Figura 1: Psoriase e suas manifestagdes clinicas. Psoriase vulgar com as placas eritematosas
tipicas com escamas prateadas que podem ser localizadas (A); ou podem se espalhar (B), chegando
a cobrir grandes areas corporais (C). Em (D) a forma mais grave da doenca, a psoriase eritrodérmica,
que chega a afetar toda a superficie corporal.

Fonte: Adaptado de (BOEHNCKE; SCHON, 2015).

As placas psoridticas tipicas surgem de alteragbes patoldégicas em
praticamente todas as células da pele, sendo a principal caracteristica
histopatolégica, a hiperproliferagdo dos queratinécitos da epiderme com
hiperqueratose. A taxa mitética dos queratindcitos é drasticamente aumentada
enquanto a maturagdo € reduzida. Por essas alteragdes, a epiderme psoriatica
apresenta muito mais camadas de células, a camada granulosa é ausente, e observa-
se queratindcitos ainda nucleados na camada cérnea. Essas mudangas estédo
associadas com a expresséo alterada de diversos marcadores celulares (ECKERT,
1989).

Na pele em condigdes normais, as células basais expressam as queratinas K5
e K14, enquanto as células suprabasais expressam queratinas relacionadas a
diferenciacao, K1 e K10. Na psoriase, a mudanca da expressao de queratinas inclui
a reducgao de K1 e K10 e a inducao de queratinas associadas a hiperproliferagao, K6,
K16 e K17. Entre as queratinas expressas anormalmente, destaca-se a K17, pois ela
nao é expressa normalmente na epiderme saudavel, entretanto € altamente expressa
em lesdes psoriaticas (FU; WANG, 2012).
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Outra caracteristica bastante comum na placa € um aumento significativo dos
vasos sanguineos na derme, que causa eritema visivel. O acumulo de neutrdfilos e
um denso infiltrado inflamatério composto por aglomerados de células TCD4+ e
células dendriticas (CD) apresentadoras de antigeno na derme, e células TCD8+ na
epiderme (NAKAJIMA; SANO, 2018).

As alteragbes histopatoldgicas observadas na psoriase s&o resultado da
atividade anormal do sistema imune, na qual o processo inflamatério instalado é
resultado de uma estimulacéo persistente das células T por antigenos epidérmicos,
com a participacao tanto da imunidade inata quanto da adquirida. O sistema imune
inato pode ser ativado por diversos fatores ambientais, os quais inicialmente irdo
estimular células residentes como queratinécitos e CD. Uma vez estimulados, os
queratindcitos secretam citocinas como IL-1 e TNF-a, as quais vao ativar as CD, como
as células de Langerhans. Essas células por sua vez migram até o linfonodo mais
préoximo, ativam linfocitos T, iniciando assim a ativacdo do sistema imune secundario.
Na psoriase observa-se principalmente a ativagao de linfécitos TCD4+ tipo 1 (LTh1)
que secretam Interferon- y (IFN-y), TNF-a e Interleucina-2 (IL-2); linfécitos tipo 17
(LTh17) secretores de IL-17, TNF-q, IL-6 e IL-22; e linfécitos TCD8+ tipo 1 (LTc1).
Uma vez ativados, os linfécitos migram dos linfonodos para a pele onde, os LTc1
concentram-se na epiderme enquanto os LTh na derme, ativando CD e macro6fagos
e assim sustentando a ativagao do sistema imune inato. As CD e macréfagos ativados
secretam |L-12 e IL-23 que estimulam a proliferagdo de LTh1 e LTh17,
respectivamente, estabelecendo assim, um ciclo vicioso de ativagdo do sistema

imune, como representado na Figura 2 (SABAT et al., 2007).
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Figura 2: Mecanismos inflamatério e imunolégico de desenvolvimento e manutencdo da
psoriase. Fatores externos ativam os queratindcitos, que ativam as CD, que migram até o linfonodo
mais proximo, ativam linfocitos T, iniciando assim a ativagao do sistema imune secundario. Na psoriase
ocorre a ativagédo de linfécitos LTh1 que secretam IFN-y, TNF-a e Interleucina-2; linfécitos LTh17
secretores de IL-17, TNF-a, IL-6 e IL-22; e linfocitos LTc1. Apos ativados, os linfocitos migram dos
linfonodos para a pele, ativando CD e macrofagos e assim sustentando a ativagao do sistema imune
inato.

FONTE: Adaptado de: (NESTLE, FRANK O. et al., 2009).
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Assim como a patogénese da psoriase a qual é extremamente complexa, o
tratamento pode também ser tdo complexo quanto e, normalmente, € selecionado de
acordo com o tipo e a gravidade do quadro. Existem ferramentas utilizadas para
classificar a gravidade, sendo elas: a Area de Psoriase e o indice de Gravidade (PASI,
do inglés Psoriasis Area Severity Index), area de superficie corporal (ASC) e indice
Dermatoldgico de Qualidade de vida. Com uma pontuagao superior a 10 em cada um
destes parametros, a psoriase é considerada moderada a grave (BRANDON et al.,
2019). O tratamento também pode ser direcionado de acordo com a localizagédo das
placas, queixa de prurido, limitagdes funcionais e psicossociais, presenca de artrite
psoriatica, psoriase ungueal ou do couro cabeludo. O escore PASI combina
porcentagem da area afetada e nivel de gravidade do eritema (vermelhidao),
endurecimento (espessura) e descamacgao (descamacgao). Como representado na
Figura 3, o nivel de severidade é classificado entre 0 e 4, em que 0 = Ausente, 1 =
Leve, 2 = Moderado, 3 = Grave e 4 = Muito grave. O PASI também ¢ utilizado para
medir a taxa de resposta a um tratamento (GORUNTLA et al., 2018; BRANDON et
al., 2019).

Cabega Bragos
Area 0% ' /<10%  10-29% | '30-49% ('50- /0% '<10% ) 10-29% '’ 30-49% (' 50-
69% ' 70-89% - 90-100% 69% ' 70-89% ' 90-100%
Eritema 0 ©1 0203 O4 @ 0©1 ©2 03 @4 @
Espessura 0 L1 U2 U3 W4 T 0 @1 92 O3 ©4 II\
Descamagdo 0 1 2 3 4 0] @203 0Yq Il
Tronco Pernas
Area 0% '/<10% ' 10-29% ' ' 30-49% ' 50- 0% ' <10% '/ 10-29% ' 30-49% '~ 50-
69% ' T0-89% ' 90-100% 69% ' 70-89% ' 90-100%
Eritema 0 ©1 02 O3 O4 ] 0910203 04 ®
Espessura 0D @1 02 @3 @4 m 0] @203 @4
Descamagdo 0 1 /2 '3 4 ll 0 @1 ©203 94 ll

Figura 3: Exemplo de Ficha para Calculo de PASI.
FONTE: Adaptado de (GORUNTLA et al., 2018).

O tratamento da psoriase leve € realizado com terapias topicas, incluindo

corticosteroides, analogos da vitamina D, retinoides, alcatrdo, agentes queratoliticos
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e hidratantes emolientes. A introducdo de fototerapia com UVB ou UVA com
psoraleno é geralmente considerada quando pelo menos 10% da area corporal estiver
envolvida ou em pacientes que nio responderam a terapias topicas. Os tratamentos
sistémicos convencionais geralmente sao iniciados quando 10% ou mais da area
corporal é afetada, quando a psoriase tem um efeito debilitante na qualidade de vida
do paciente (por exemplo, envolvimento das palmas das mé&os ou das solas dos pés)
ou quando a resposta aos tratamentos topicos e a fototerapia foram insuficientes
(BOEHNCKE; SCHON, 2015). Os agentes sistémicos mais comumente usados
incluem metotrexato, ciclosporina, acitretina e sulfassalazina. Durante a ultima
década, varios produtos bioldgicos foram licenciados como tratamentos seguros e
eficazes para a psoriase em placas grave, tais como os agentes anti-IL-17, inibidores
de IL-23 e inibidores de IL-12-23. Os agentes anti-TNF foram os primeiros no mercado
e ainda podem ser usados na artrite psoriatica, embora hoje existam agentes mais
recentes que podem substitui-los (BRANDON et al., 2019). No Brasil, a lista de
imunobiolégicos do Sistema Unico de Saude conta com agentes anti-TNF
(adalimumabe e etanercept), anti-IL17 (secuquinumabe), inibidor de IL-12 e IL-23
(ustequinumabe) para alguns pacientes com psoriase (Sistema Unico de Saulde,
ANVISA, 2019).

A escolha de produtos biolégicos € muitas vezes dificil para o profissional e
para o paciente. A terapia biolégica para a psoriase moderada a grave pode ser
altamente eficaz, porém tem um custo elevadissimo (KLIJN; VAN DEN REEK, 2018;
KROMER et al., 2018). Além do que, existem varias consideragdes em relagdo a
seguranga associadas a agentes bioloégicos e todos os pacientes que iniciam esse
tratamento participam de registros de seguranca a longo prazo (BRANDON et al.,
2019).

Embora existam tratamentos dermatoldgicos eficazes, uma proporgao
significativa de individuos também experimenta sofrimento psicolégico normalmente
nao abordado por esses tratamentos (SIJERCIC et al., 2019). Em trabalhos
recentemente publicados envolvendo pacientes com psoriase de 31 paises
diferentes, 84% de todos os entrevistados relataram terem sofrido discriminagao ou
humilhacdo devido a psoriase, e muitos relataram efeitos negativos no trabalho,
relacionamentos intimos, sono e saude mental (ARMSTRONG et al., 2018; KAAZ et
al., 2019).
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Para que o desenvolvimento de novas terapias, efetivas e seguras, ocorra de
maneira satisfatéria e vantajosa, se faz necessario o uso de modelos que permitam a
realizacao de estudos pré-clinicos confiaveis. Modelos in vitro utilizando células
humanas tem aumentado o poder de predicdo dos ensaios pré-clinicos, além de
atender as demandas acerca das questdes éticas envolvidas no uso de animais de
experimentagdo. Junto aos avangos da engenharia tecidual, esses modelos
aumentaram em complexidade permitindo o rapido desenvolvimento de novos
modelos de cultura epidérmica humana reconstituida para mimetizar a morfologia da
epiderme escamosa estratificada normal. Até o momento, a maioria desses modelos
dependem de linhagens celulares estabelecidas ou queratindcitos epidérmicos
primarios derivados de pacientes com psoriase ou de individuos normais. Embora
esses modelos sejam uteis para investigar o mecanismo molecular da doencga,
incluindo diferenciacdo de queratinécitos e resposta a estimulos, existem ainda
muitas limitagdes como a auséncia de vasos sanguineos e microambientes
fisiologicos nos tecidos reconstituidos (BOCHENSKA et al., 2017). Sendo assim, para
estudos farmacolégicos na psoriase, modelos animais sao ainda os recursos mais
confiaveis na predicao da eficacia.

As diferengas de espécies entre roedores e humanos € um grande problema
associado a modelos in vivo de psoriase, visto que a psoriase parece estar restrita a
humanos e aparentemente ndo ocorre em animais, com excecao de macacos rhesus
e cynomolgus (JAYO et al., 1988). Os mecanismos heterogéneos da psoriase
dificultam a identificagdo de um modelo que espelhe completamente todos os
aspectos da doenga (DOWLATSHAHI et al., 2013).

Os modelos animais de psoriase disponiveis sao os mais diversos, uma vez
que a patogénese da psoriase envolve mecanismos amplamente complexos e que
nao sao ainda bem compreendidos. Cada um desses modelos é baseado em um
mecanismo patogénico especifico, tendo portanto, similaridades com parametros
psoriaticos, mas também suas limitagcdes. Um dos tipos mais comuns de modelos
animais sao os animais geneticamente modificados, sendo transgénicos ou knockout
(KO) para genes relacionados a células epidérmicas, endoteliais ou leucdcitos. Um
outro tipo de modelo envolve a induc&o imunologica ou transplante de pele psoriatica
humana em camundongos saudaveis (DANILENKO, 2008; TIIRIKAINEN et al., 2019).

Um dos modelos de indugao direta € o da psoriase induzida pela aplicagao

tépica de imiquimode (IMQ) em camundongos. O IMQ é um agonista de receptor do
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tipo Toll 7 (TLR7), sendo modulador da resposta imune e aprovado para uso topico
para o tratamento de verrugas causadas pelo papiloma virus humano (HPV), no qual
€ normalmente bem tolerado pelos pacientes. Entretanto, alguns pacientes
comecgaram a relatar o aparecimento de lesdes psoriaticas apés tratamento com IMQ
topico o que levou ao estudo dos efeitos psoriaticos dessa droga (WU et al., 2004;
FANTI et al., 2006; RAJAN; LANGTRY, 2006). Estudos demonstraram que as lesées
induzidas por IMQ séao relacionadas com eventos caracteristicos da psoriase como,
grande quantidade de células dendriticas plasmocitdides (pDC) e indugdo da
atividade de Interferon do tipo | (GILLIET et al., 2004).

Frente as evidéncias, Van Der Fits, L. e colaboradores (2009) caracterizaram
o modelo de psoriase induzida pela aplicagao tépica de IMQ em camundongos. A
aplicagéao topica diaria de IMQ levou ao desenvolvimento de placas escamosas
similares as placas psoriaticas, caracterizadas pela hiperproliferagdo da epiderme,
diferenciacao incompleta de queratindcitos, presenca de neutrdfilos na epiderme,
neoangiogénese, e infiltrado de células pDC, linfocitos TCD4+ e células dendriticas
CD11c+. Além disso, foi observado o aumento na expressado das citocinas IL-23,
IL17A e IL-17F, sendo que em animais deficientes para essas citocinas o
desenvolvimento da doenga foi praticamente inibido.

Um dos principais efeitos colaterais do IMQ é a coceira e devido a isso, 0
modelo de psoriase induzida por IMQ pode ser também utilizado para a investigagao
da coceira na psoriase (SAKAI et al., 2016; KITTAKA; TOMINAGA, 2017). Assim, a
aplicagao topica de IMQ em camundongos promove o aparecimento de lesbes e
prurido com parametros muito semelhantes a aqueles observados nas lesdes
psoriaticas, representando um modelo animal de psoriase bastante interessante (VAN
DER FITS et al., 2009). Esse modelo foi validado através de uma caracterizagao
genbmica total da pele a qual demonstrou grande semelhanca entre os perfis de
expressao génica cutanea entre lesdes psoriaticas humanas e pele de camundongos
tratados com IMQ. As semelhangas foram encontradas especialmente em genes
relacionados ao desenvolvimento epidérmico e queratinizacao, ficando comprovada
a validade desse modelo como ferramenta de pesquisa em estudos pré-clinicos de
drogas antipsoriaticas (SWINDELL et al., 2011).
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1.3 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO

Os receptores de potencial transitorio (TRPs) constituem uma grande familia
de canais iGnicos expressos em espécies de animais vertebrados e invertebrados.
Foram identificados pela primeira vez em Drosophila, no ano de 1989 (MONTELL;
RUBIN, 1989). Existem seis familias de TRPs em mamiferos incluindo TRPC
(candnico), TRPV (vaniléide), TRPM (melastatina), TRPA (anquirina), TRPP
(policistina) e TRPML (mucolipina). Recentemente, uma nova familia TRP foi
identificada e nomeada como TRPY (LI, 2017).

Mamiferos expressam pelo menos 28 diferentes tipos de canais TRPs. Os
canais TRPs sao amplamente distribuidos pelos tecidos e podem ser controlados por
diferentes estimulos fisicos e quimicos, variando de ions e pequenas moléculas a
estimulos como calor, frio e forca mecanica (JORDT; EHRLICH, 2007; CATERINA,;
PANG, 2016). A ativacdo dos canais TRPs geralmente promove influxo de calcio
influenciando diferentes processos celulares em células excitaveis e ndo excitaveis
(YANG et al., 2017).

A pele expressa muitos subtipos de canais TRPs que estdo ligados ao
desenvolvimento, integridade e fungdo tanto em condi¢gdes saudaveis, como em
condigdes de doenga (TOTH et al., 2014). Como representado na Figura 4, os canais
TRPs nao sdo apenas expressos nas terminagdes nervosas sensoriais, mas também
em muitas células ndo neuronais incluindo queratinécitos e células imunes residentes
na pele. Varios canais TRPs participam da formacao e manutencdo de barreira
cutanea, processos imunolégicos e inflamatérios cutdneos, mantendo assim a
homeostase da pele. E ainda, varios canais TRPs expressos na pele atuam como
sensores de temperatura, estimulos mecanicos e quimicos tanto em termos

fisioloégicos quanto em condigdes patologicas (YANG et al., 2017).
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Figura 4: Canais TRP na pele. Os canais TRP expressos na pele podem contribuir para manter a
fisiologia normal da pele ou desempenhar papéis importantes na patogénese das doencas de pele.
FONTE: Adaptado de (YANG et al., 2017).

Mais notavelmente, a capacidade de muitos canais TRPs na mediagéo do
influxo de calcio em neurbnios cutaneos, queratindcitos, melandcitos ou células
imunes fornece um mecanismo pelo qual esses canais influenciam na proliferacdo
celular, diferenciacdo, secrecdo de fatores paracrinos/autocrinos, citotoxicidade,
migragao celular e de outros processos relevantes para a pele (CATERINA; PANG,
2016).

Estudos recentes demonstraram que varios membros das subfamilias TRP V,
M e A atuam como receptores de sensacao térmica, respondendo a mudancas
moderadas ou nocivas da temperatura externa. Esses canais sdao chamados de
termorreceptores. Os receptores de calor indcuo incluem TRPV3 e TRPV4, ativados
pela temperatura entre 34 —38 e 27-35°C, respectivamente e receptores TRPV1 e
TRPV2, com um limite de ativagao térmica (calor nocivo) 43 e 52°C, respectivamente.
As temperaturas de ativacdo para dois receptores de frio conhecidos, TRPA1 e
TRPMS8, séo abaixo de 17°C (frio nocivo) e 25-28°C (frio in6cuo), respectivamente.
Muitos dos canais termorreceptores podem ser ativados também por outros fatores,

como por exemplo, TRPV2 e TRPV4 através da hipotonicidade e estimulo mecanico,
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TRPV1 e TRPV4 pela redugao do pH extracelular, TRPV1 por ligantes vaniloides e
canabinoides, TRPV4 por metabdlitos do acido araquidbénico (AA) e mentol. Essa
diversidade de estimulos pode atuar ativando TRP para potencializar a ativagao da
sensacao de dor, resposta inflamatoria ou adaptacéo celular/tecidual a uma variedade
de estressores externos como substancias irritantes, mediadores da inflamacao e
toxinas xenobiodticas (EVERAERTS et al., 2010).

Estudos relatam uma ampla expressao e ativagao de canais TRP em tecidos
nao neuronais que podem direcionar ou acelerar ainda mais a resposta para
mudangas fisico-quimicas no ambiente extracelular (KOCHUKOQV et al., 2006). Como
os canais TRP atuam como integradores moleculares de varios sistemas de
sinalizagao, existe uma correlagdo entre os niveis de expressao dos canais TRP ou
de mutagcdes em muitos dos genes que codificam os canais TRP e processos
fisiopatoldgicos, tal como disturbios renais, esqueléticos, neurolégicos, dolorosos
dentre outros (MORAN et al., 2011; CHUN et al., 2014).

A estrutura dos canais da familia TRPV possui terminais intracelulares N e C,
seis hélices de extensao de membrana (S1-S6) e um loop para formagao de poros,
conforme ilustrado na Figura 5 (PLANT; STROTMANN, 2007; MORAN et al., 2011).

51-54 Dominios transmembrana Na*__ Ca’*

Fraca sensibilidade & voltagem Filtro seletivo e portéo superior

Membrana

Figura 5: Estrutura dos Canais TRPV.
FONTE: Adaptado de (MORAN et al., 2011).

Com base na estrutura e fungao, a familia TRPV compreende TRPV1 a TRPV6.
TRPV1-4 sao cations termossensiveis, polimodais e nao seletivos, sendo 5 a 10 vezes
mais permeaveis para o Ca*? do que para Na* e TRPV5 e TRPV6 s&o os Unicos
altamente seletivos e regulados pelo Ca*? (KOCHUKQV et al., 2006; EVERAERTS et
al., 2010).
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1.4 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO VANILOIDE TIPO 4 (TRPV4)

O gene TRPV4 codifica a proteina do canal ibnico TRPV4, que foi inicialmente
referida como "canal ativado osmoticamente relacionado ao receptor de vaniloide" e
canal “receptor de potencial transitério semelhante ao OSM9, membro 4". Realmente,
aumento na osmolaridade reduz a atividade de TRPV4 enquanto redugao (solugdes
hipotdnicas) leva a um aumento da sua atividade. Portanto, TRPV4 ¢
espontaneamente ativo nas condigdes fisiologicas, podendo sofrer alteragdes quando
ocorre mudanga de até 1% na osmolaridade (PLANT; STROTMANN, 2007). Porém,
apesar de ter sido descrito nos anos 2000 e caracterizado como um canal regulado
por volume devido a sensibilidade osmatica e a regulacdo do volume da célula, em
2002, verificou-se que esses canais assim descritos tratavam-se dos mesmos canais
ativados por uma gama diversificada de estimulos fisicos e quimicos (WHITE et al.,
2016; YU et al., 2019).

O receptor TRPV4 pode ser ativado por diferentes estimulos fisicos e quimicos,
incluindo temperaturas maiores que 27°C, forga mecanica e substancias endogenas,
como AA e seus metabdlitos derivados do citocromo P450, endocanabinoides
(anandamida e 2-araquidonailglicerol), bem como derivados sintéticos do éster de
forbol (YU et al., 2019). As variagdes na tonicidade do fluido extracelular, por exemplo,
alteram a tensdo na membrana celular, causando deformagdo mecanica da
membrana e dessa forma, resultam na ativagdo do TRPV4 (WHITE et al., 2016).

O TRPV4, é um tetramero e possui uma estrutura semelhante a dos canais de
potassio dependente de voltagem (KV), com cada mondmero possuindo seis dominios
transmembranas (TM), um poro loop entre TMS e TM6 e regides terminais N e C
intracelulares (Figura 6). Semelhante a outros TRPVs, possui seis repeticdes de
anquirina (ANK) no terminal N, essenciais para o funcionamento regular dos canais
iGbnicos e das interagdes proteina-proteina (BARATCHI et al., 2013; YU et al., 2019).
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Figura 6: Estrutura molecular dos canais TRPV4
FONTE: Adaptado de (MICKLE et al., 2015).

Assim como no TRPV1 e TRPV3, o dominio de repeticido de ANK também
encontrado no TRPV4, possui um local de ligacao para trifosfato de adenosina (ATP)
e calmodulina (CaM), bem como para outros ligantes. O ATP e a CaM funcionam
através desse local de ligagao de varios ligantes para moldar os diferentes perfis de
sensibilidade e adaptacdo desses canais. O TRPV4 também pode tornar-se
sensibilizado através das vias PLC (fosfolipase C) e PKA (proteina quinase A),
resultando na diminuigcao do limiar de ativacdo. Interagbées com outros canais idnicos,
como TRPC1 e TRPCG6, também podem alterar a sensibilizagdo de TRPV4 (PLANT;
STROTMANN, 2007; WHITE et al., 2016).

No terminal N, existe um sitio de ligagao para o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2), um fosfolipidio encontrado nas membranas celulares e considerado uma
molécula importante para o funcionamento do TRPV4. PIP2 promove uma ligagao e
reorganizagao das caudas N e C citosélicas do TRPV4 para permitir que estimulos
hipotdnicos e de calor ativem o canal. Um exemplo é o inchago celular, em que apds
uma alteracao hipotodnica, a fosfolipase A2 (PLA2) produz o AA, que pode ativar o
TRPVA4. Posteriormente, o AA é usado como substrato pela epoxigenase do citocromo
P450 para produzir acidos epoxieicosatrienoicos (EET), que também ativam o TRPV4,
como representado na Figura 7 (EVERAERTS et al., 2010; WHITE et al., 2016). A
mesma via responsavel pela resposta de ativacdo do TRPV4 aos estimulos
hipotbnicos ocorre para os endocanabinoides como anandamida, sendo hidrolisada

em AA, que ativa o canal como descrito acima (WATANABE et al., 2003).
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Figura 7: Via de sinalizagédo dos canais TRPV4 apés estresse hipotonico
FONTE: Adaptado de (SERVIN-VENCES et al., 2017).

Os estimulos de hipotonicidade e calor também podem promover a ativagao
extracelular de 1, 4, 5 fosfatidilinositol trisfosfato (IP3) mediada pelo ATP para
sensibilizar o TRPV4. Apesar do IP3 ndo ser um agonista do TRPV4, verificou-se que
atua promovendo uma sensibilizagédo do TRPV4 para EET, através da ligagao do IP3
a um dominio do terminal C do TRPV4 (YU et al., 2019).

A atividade do TRPV4 ¢ fortemente regulada pelo Ca*?, sendo que a atividade
espontanea do TRPV4 é fortemente reduzida na auséncia de Ca*? extracelular. Além
disso, a ativagao do TRPV4 pelos ésteres de forbol ou por solugdes hipotbnicas é
mais lenta na auséncia de Ca*?. As mutagdes no local de ligagdo do Ca*? a CaM
impedem a ligagcao e diminuem a taxa de ativacado do canal (PLANT; STROTMANN,
2007).

O TRPV4 integra multiplos estimulos, transmitindo sinais de calcio e induzindo
uma série de respostas ao estresse, como promocao da liberagdo de éxido nitrico,
prostaciclina e acido enoico derivado do endotélio no sistema endotelial vascular,
relaxamento dos musculos lisos vasculares, producéo de fatores inflamatérios (por
exemplo, interleucina-6 (IL-6) no tecido pulmonar e desenvolvimento de respostas
inflamatorias (YU et al., 2019).

O TRPV4 foi isolado pela primeira vez em rim de ratos (LIEDTKE et al., 2000)
e atualmente, sabe-se que € amplamente expresso no sistema nervoso (JIE et al.,
2015), sistema imunolégico (BALAKRISHNA et al., 2014), olho (RYSKAMP et al.,
2016), ouvido (KARASAWA et al., 2008), sistema cardiovascular (RANDHAWA,
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JAGGI, 2015), sistema respiratério (GOLDENBERG et al., 2015), sistema urinario
(THORNELOE et al., 2008) e sistema digestivo (HOLZER, 2011), sendo expresso de
modo relevante nas células epiteliais, musculares lisas e endoteliais em diferentes
tecidos, incluindo coragao, pele e intestino (GARCIA-ELIAS et al., 2014).

O TRPV4 mantém a homeostase da pressdo osmética pela ativagao rapida e
eficiente do influxo de célcio mantendo a morfologia celular. Quando o tecido cutaneo
é fisicamente e quimicamente estimulado, a abertura do TRPV4 promove respostas
mecanicas de fibroblastos subcutaneos e células endoteliais, manifestadas como
vasodilatacao e relaxamento muscular esquelético (SOKABE et al., 2010). E por estar
envolvido na homeostase de diferentes tecidos e sistemas € que possiveis alteracoes
envolvendo os canais TRPV4 implicam em diferentes tipos de doencgas (PLANT;
STROTMANN, 2007; WHITE et al., 2016; YU et al., 2019).

Camundongos com delecdo génica para o TRPV4 e varios compostos
farmacologicos sintéticos que tém como alvo seletivo o TRPV4 permitiram um avango
nas pesquisas farmacoldgicas acerca das atividades desse receptor. Atualmente ja
existem duas linhagens de camundongos com dele¢ao génica para TRPV4, geradas
em C57BL/6 por diferentes métodos. Suzuki e colaboradores (2003) geraram uma
linhagem com dele¢c&o génica para o TRPV4 usando a mutagénese de insercéo de
cassetes do exon 5 enquanto Liedtke e colaboradores (2003) usaram a excisédo do
exon 12. Camundongos com delegdo génica para TRPV4 n&o apresentam
anormalidades aparentes, possuindo tamanho, aparéncia, crescimento e temperatura
normais (SUZUKI et al., 2003). Apesar da delecdo do TRPV4 prejudicar muitos
processos fisioldgicos ja citados acima, muitas vezes as respostas nao sao
completamente abolidas, sugerindo redundancia nos mecanismos fisioldgicos e a
existéncia de mecanismos de compensagdo na auséncia de TRPV4 durante o
desenvolvimento. A deteccdo de estimulos mecéanicos inécuos em camundongos
TRPVA4 tipo selvagem e nocaute nao foi diferente, porém os nocautes apresentaram
respostas reduzidas a estimulos nocivos de pressdao (ALESSANDRI-HABER et al.,
2006). De maneira semelhante, os camundongos do tipo selvagem e nocaute
apresentaram regulagdo equivalente da osmolaridade em condigdes normais
(LIEDTKE; FRIEDMAN, 2003).

Além dos camundongos com deleg¢ao génica para o TRPV4, foram descobertos
varios compostos sintéticos que tem como alvo o TRPV4, tais como os agonistas

sintéticos: éster de forbol 4-a-forbol 12,13-didecanoato (4aPDD) e o mais potente
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GSK1016790A (THORNELOE et al., 2008; KLAUSEN et al., 2009). O
desenvolvimento de agonistas de TRPV4 como possiveis ferramentas terapéuticas
ficou prejudicado em relagdo aos antagonistas devido a toxicidade causada pela
ativacao sistémica de TRPV4. Recentemente, um estudo em modelo animal utilizando
um agonista de TRPV4, denominado de 36HCI, mostrou-se seguro e eficaz no
tratamento de osteoartrite e pode representar uma novidade para a pesquisa nessa
area (ATOBE, 2019).

Os primeiros antagonistas utilizados ndo eram seletivos e exibiam diferentes
efeitos, entretanto a nova geragcdo de antagonistas farmacoldgicos possui alta
seletividade e especificidade, tais como o RN1734, HC-067047 e GSK2193874.
Dessa forma, a combinagao do uso de animais com dele¢ao génica para o receptor
TRPV4 juntamente com o uso de antagonistas em varios estudos tem reforcado o
potencial terapéutico do TRPV4 em edema, dor, disturbios gastrointestinais, doengas
pulmonares, dentre outros (DARBY et al., 2016; GRACE et al., 2017; LAWHORN et
al., 2020). Em 2019 foi publicado o primeiro estudo de fase clinica em humanos para
GSK2798745 que avaliou principalmente a seguranga, tolerabilidade e
farmacocinética de doses orais repetidas de GSK2798745 administradas a individuos
saudaveis e pacientes com insuficiéncia cardiaca estavel. O GSK2798745 foi bem
tolerado em ambos os grupos de pacientes e os dados obtidos sugerem a
possibilidade de avaliagdo do medicamento em estudos clinicos de longo prazo
inclusive para outras indicagbes (GOYAL et al., 2019).

Na pele, o TRPV4 esta envolvido na homeostase da barreira epidérmica.
Estudos demonstram que a ativacao térmica ou por meios farmacologicos, do TRPV4,
promove reducao do tempo de regeneracgao da barreira epidérmica em camundongos
(DENDA et al., 2007). Em trabalhos publicados por Sokabe e colaboradores (SOKABE
et al., 2010), verificou-se que o TRPV4 permite o influxo de ions Ca*? do espago
extracelular na temperatura fisiolégica corporal, promovendo a organizacao das fibras
de actina e a formagédo de jungdes, aumentando assim a integridade da barreira
(SOKABE et al., 2010; SOKABE; TOMINAGA, 2010). Além disso, em cultivo celular
de queratindcitos epidérmicos humanos e em culturas de pele de doadores humanos,
verificou-se que o TRPV4 é expresso com certas proteinas juncionais (B-catenina e
E-caderina) que também sdo essenciais para a barreira epidérmica adequada (KIDA
etal., 2012).
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Embora TRPV4 seja expresso em queratindcitos, macrofagos, linfocitos,
mastdcitos, células de Langerhans e outras células imunes dérmicas, existem poucos
estudos relatando a importancia desse receptor em doengas de pele. No entanto,
devido as propriedades inerentes ao TRPV4 em resposta a tensdo mecanica e
mudancas de pressao osmotica, propde-se que possa desempenhar um papel na
patogénese de doencgas de pele com disturbios da barreira cutdnea, como dermatite
de contato, psoriase e dermatite atépica (VALDES-RODRIGUEZ et al., 2013).

De fato, estudos demonstraram aumento de expressdo de TRPV4 em
macréfagos, linfocitos, mastécitos e outras células imunes dérmicas em pacientes
com rosacea. Devido a essas descobertas, acredita-se que o TRPV4 também pode
contribuir a vasodilatagéo e resposta inflamatoria observada em rosacea (SULK et al.,
2012; CHEN et al., 2017; MASCARENHAS et al., 2017).

Assim como o TRPV1 e TRPA1, o receptor TRPV4 também tem um importante
papel em eventos nociceptivos e também parece mediar sensacdes de prurido
(LAING; DHAKA, 2016). Um estudo de SAKAI e colaboradores demonstrou um
aumento do RNAm para o receptor TRPV4 no ganglio da raiz dorsal (DRG) de
camundongos com lesdes psoriaticas induzidas por IMQ, com expressao maxima no
segundo dia. Em contraste, o mRNA de TRPV4 diminuiu significativamente ao longo
do tempo na pele de camundongos tratados com IMQ, confirmando que o mRNA de
TRPV4 ¢é regulado negativamente na pele no modelo de psoriase induzida por IMQ.
A expressao do gene TRPV4 aumentada transitoriamente nas células DRG foi
paralela ao curso do tempo da expressao da serotonina na pele, podendo indicar que
niveis elevados de producdo génica de TRPV4 em células DRG podem estar
relacionados ao aumento da expressao de serotonina (SAKAI et al., 2016). Apesar do
forte indicio que o prurido induzido por serotonina esta ligado ao TRPV4 (AKIYAMA
et al., 2016), acredita-se que a serotonina ndo atue como principal mediador do
prurido na fase aguda da psoriase (AKIYAMA et al., 2010; MORITA et al., 2015).

Existem poucos estudos sobre o papel dos canais TRP no prurido psoriatico.
O banco de dados RNA-seq indica uma regulagédo negativa do mRNA de TRPV4 na
pele psoriatica (LI et al., 2014). Outro estudo aponta também o envolvimento do
receptor TRPV4 no prurido induzido por substancias histaminérgicas (SHIBASAKI,
2020). De fato, Shibasaki e colaboradores (2020) também verificaram que em
resposta a moléculas histaminérgicas, que causam prurido na pele, os canais TRPV4

nos queratindcitos promovem influxo de Ca*2. Outros estudos também reforgam o
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envolvimento do TRPV4 na transmissao do prurido na pele (KITTAKA; TOMINAGA,
2017; HIDDING et al., 2019) que é um dos sintomas observados em pacientes com
psoriase e outros problemas de pele. Com essa nova visdo, o TRPV4 passou a ser
considerado um pruriceptor importante que parece atuar nos queratinécitos da pele.
Interessantemente, em estudos recentes foram relatados que os receptores TRPA1
e TRPV1, que sao co-expressos com o TRPV4 em neurénios sensoriais (KEMENY et
al., 2018) apresentam um papel modulatério no modelo de psoriase induzida por IMQ
em camundongos. Nesses estudos foi possivel observar uma piora das lesdes
psoriaticas bem como do prurido tanto em animais tratados com antagonistas bem
como em animais nocautes para o receptor TRPA1. Por outro lado, as lesbes
psoriaticas bem como o prurido foram diminuidos quando a fungcdo do TRPV1 foi
inibida por antagonistas ou em animais com delecdo génica para esse receptor.
Entdo, TRPA1 mas ndo TRPV1 teria efeito protetor na dermatite psoriatica, induzida
por imiquimode em camundongos, pela ativacdo dele tanto em células neuronais
como ndo neuronais (KEMENY et al., 2018). Por outro lado, pouco se sabe sobre o

papel modulatério do TRPV4 nas lesbes psoriaticas.
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2 HIPOTESE

Estudos recentes demonstram um aumento na expressao do receptor TRPV4
na pele de camundongos com lesdes psoriaticas induzidas por IMQ. No entanto, o
papel modulatério do TRPV4 nas lesdes psoriaticas, no prurido ou comportamento
depressivo ainda nao foi elucidado. Nesse sentido, o presente trabalho tem como
hipotese que os receptores TRPV4 estdo envolvidos nas lesdes psoriaticas induzidas

por IMQ bem como outros sintomas como prurido e o bem-estar do animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a participagédo do receptor TRPV4 no processo inflamatério crénico
de pele, utilizando o modelo de psoriase induzida por imiquimode (IMQ) em

camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a influéncia da delegcado génica do receptor TRPV4 e do tratamento
com antagonista desse receptor sobre os sinais indicadores de psoriase
através da avaliagcdo da Area de Psoriase e o indice de Gravidade (PASI-
Psoriasis Area Severity Index) e avaliagao do prurido;

e Analisar a influéncia da delegao génica do receptor TRPV4 e do tratamento
com antagonista desse receptor no infiltrado de células inflamatérias, através
de analise histologica;

e Avaliar o efeito da delecdo génica do receptor TRPV4 e do tratamento com
antagonista desse receptor sobre a proliferagdo de queratindcitos, através de
analise histologica e de imunohistoquimica;

e Verificar a influéncia da delegao génica do receptor TRPV4 e do tratamento
com antagonista desse receptor sobre o comportamento de bem-estar dos
animais no modelo de psoriase induzido por IMQ.

e Avaliar o efeito da deleg¢ao génica e do tratamento com antagonista de TRPV4
sobre a hiperalgesia mecanica em animais submetidos ao protocolo de

indugao de psoriase através de IMQ.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo descrito na tabela 1 refere-se ao tratamento com o IMQ em
camundongos com ou sem a deleg&o génica para o receptor TRPV4. Na tabela 2, constam

os grupos de tratamento utilizados nesse protocolo experimental.

PROTOCOLO DE INDUGAO DE PSORIASE ATRAVES DA ADMINISTRAGAO DE
IMQ EM ANIMAIS TRPV4 */* E TRPV4 /-

Dias 1 2 3 4 5 6 7
IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ PASI
PASI PASI PASI PASI PASI PASI Hiperalgesia
Mecanica
Hiperalgesia Nest Building
Mecanica
Nest Building Prurido
Prurido Coleta das

amostras de
pele do dorso

Tabela 1: Protocolo utilizado nos camundongos com ou sem dele¢gdo génica para o receptor
TRPV4. IMQ = Imiquimode (62,5 mg). Avaliagédo Diaria PASI (Eritema, Escarificagdo e Descamacgéo) e
fotografia dos animais.

FONTE: O AUTOR (2020).

RUPOS TRPV4** - Veiculo | TRPV4** -1MQ TRPV4 - IMQ
IMQ (62,5mg — topico) X X
Veiculo
(Creme nao-iénico X
Topico)

Tabela 2: Grupos de tratamento do protocolo utilizado nos camundongos com ou sem delegao
génica para o receptor TRPV4. IMQ = Imiquimode (62,5 mg). O grupo Veiculo recebe apenas o creme
ndo-idnico por via topica no dorso.

FONTE: O AUTOR (2020).

Na tabela 3, encontra-se o protocolo utilizado nos animais C57BL/6 que foram
tratados com o antagonista do receptor TRPV4 ou com o seu veiculo e submetidos ao
protocolo de indugdo de psoriase com IMQ. Os grupos de tratamento se encontram na
tabela 4.
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PROTOCOLO DE INDUGAO DE PSORIASE ATRAVES DA ADMINISTRAGAO DE
IMQ EM ANIMAIS C57/BL6
Dias 1 2 3 4 5 6 7
IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ PASI
PASI PASI PASI PASI PASI PASI Hiperalgesia
Meciénica
TTO TTO TTO TTO TTO TTO
2x ao dia 2x ao dia 2x ao dia 2x ao dia 2x ao dia 2x ao dia Nest Building
Gavagem Gavagem Gavagem Gavagem Gavagem Gavagem

: Nest Building Prurido
j a Prurido Coleta das
] amostras de
\ pele do dorso

Tabela 3: Protocolo utilizado nos camundongos C57BL/6 tratados com o antagonista do receptor
TRPVA4. IMQ = Imiquimode (62,5 mg). TTO = Tratamento com o veiculo ou com o antagonista TRPV4
(HC-067047, 10 mg/Kg).

FONTE: O AUTOR (2020).

GRUPOS ]
VEICULO (V) HC V+IMQ HC+IMQ

IMQ (62,5mg — topico) X X

Creme nao-idnico (tépico) X

HC-067047, 10 mg/Kg (Via oral,
Gavagem, 2x/dia)
Veiculo DMSO 8%+TWEEN 4%

(Via oral, Gavagem, 2x/dia)

X X

Tabela 4: Grupos de tratamento do protocolo utilizado nos camundongos C57BL/6 tratados com
o antagonista do receptor TRPVA4.
FONTE: O AUTOR (2020).

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (20-25 g) fornecidos
pelo CIEnP — Centro de Inovagcao e Ensaios Pré-Clinicos em Floriandpolis e
camundongos com deleg¢ao génica para o receptor TRPV4 (Trpv4-/-), 25-30 gerados
de camundongos C57BL/6 heterozigotos (LI PUMA et al., 2019) fornecidos pelo Grupo
do professor Peirangelo Geppeti, Universidade de Florenga, Italia. Os animais foram
mantidos em condigdes de temperatura controlada (23 £ 2 °C), respeitando uma fase

claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e ragao. Os animais foram
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mantidos na sala de experimento durante pelo menos uma hora antes da realizagao
dos testes, para adaptagao.

Todos os experimentos realizados seguiram a recomendagéo das diretrizes
ARRIVE - do inglés, Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (KILKENNY
et al., 2011), assim como do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Esse projeto de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do
setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR),
sob numero de registro 1234 e pela Comissao de ética da Universidade de Florencga,

Italia.

4.3 DROGAS E REAGENTES

Para a execugdo dos protocolos experimentais foram utilizados IMQ (Modik®,
GERMED), HC-067047 (Sigma-Aldrich Co, 43 USA), Dimetilsulféxido (DMSO), Tween
20, etanol absoluto, perdxido de hidrogénio, hematoxilina, eosina, xilol, glicina, fosfato
de sdédio, cloreto férrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Acetona, fenol, formaldeido,
acido acético glacial, Entellan e parafina (Merck Biosciences, Alemanha). Albumina
de soro bovino (BSA), gelatina, balsamo do canada (Sigma-Aldrich Co., 43 USA).
Cetamina e xilazina (Syntec, Cotia, Brasil). Anticorpo policlonal anti-PCNA (sc-9857),
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP — horseradish peroxidase, sc-
2020) (Santa Cruz Biotechnology®, EUA), kit substrato diaminobenzidina (DAB) para
peroxidase (BD Biosciences harmigen®, EUA).

4.4 MODELO ANIMAL DE PSORIASE

As lesbes psoriaticas foram induzidas de acordo com metodologia
desenvolvida por Van Der Fits e colaboradores (VAN DER FITS et al., 2009) com
algumas modificagdes (Ver tabela 1 da sec¢ado 4.1) através da aplicagdo de IMQ, um
imunomodulador disponivel comercialmente para o tratamento de infecgcdes por
papiloma virus. A aplicacao tépica de 62,5 mg de IMQ (creme) no dorso dos animais
foi realizada diariamente durante 6 dias consecutivos por via topica. A evolugao do
processo inflamatério foi avaliada diariamente. No sétimo dia os animais foram

eutanasiados e bidpsias do dorso foram coletadas para analises.
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Para avaliar o efeito do antagonista do receptor TRPV4 na psoriase induzida

por IMQ os animais foram tratados conforme as Tabelas 3 e 4 da secao 4.1.

4.5 AVALIAGAO DA SEVERIDADE DA INFLAMAGAO CUTANEA

A fim de avaliar a intensidade do processo inflamatdrio estabelecido, foi
utilizado um sistema de escore baseado no indice clinico PASI. Esta avaliagao foi
realizada durante os sete dias de tratamento com IMQ. Nesse sistema os parametros
eritema, descamacéo e escarificagao receberam um escore de 0 a 4 de acordo com
a severidade desse item, em que 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = grave e 4
= muito grave. Eritema, descamacao e escarificagao foram avaliados visualmente e o

escore cumulativo foi utilizado como escore de severidade da inflamacéao (0-12).

4.6 AVALIAGAO DA HIPERALGESIA MECANICA

O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado de acordo com o método descrito
por (CHAPLAN et al., 1994). Através da superficie de uma tela de metal, uma série de
filamentos de Von Frey (Semmes-Weinsntein Monofilaments, Stoelting, EUA)
calibrados para produzir forgas de 0,02 a 4 g foram aplicados perpendicularmente em
ordem crescente ou decrescente no meio da pata traseira dos animais por um periodo
maximo de 8 s, ou até o animal apresentar uma resposta nociceptiva de retirada da
pata, seguida de lambida e/ou chacoalhar da mesma. O teste teve inicio com o
filamento de 0,4 g. Na auséncia de resposta, filamentos de forca maior foram
consecutivamente aplicados até que ocorresse a resposta de retirada da pata. Caso
o filamento de 4 g promovesse uma resposta, apdés um intervalo de 2 minutos,
filamentos de forga menor eram aplicados até que ocorresse novamente a resposta
de retirada da pata. Os dados coletados utilizando este método denominado up-and-
down, proposto por (DIXON, 1980), foram utilizados para calcular 50% do limiar de
retirada da pata (em g). A reducdo no limiar de retirada da pata do camundongo

caracterizou a hipernocicepgao mecanica e foi avaliada nos dias 4 e 7.
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4.7 AVALIAGAO DO PRURIDO

Para avaliacdo do prurido os animais foram ambientados em caixas de acrilico
com o fundo metalico vazado por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, o
movimento de cogar ou morder o dorso (regido em que foi aplicado o IMQ)
espontaneamente foi cronometrado com o auxilio de um cronédmetro por um periodo

de 15 minutos e caracterizado como prurido. O prurido foi avaliado no 4° e no 7° dia.

4.8 MODELO DE BEM ESTAR DO ANIMAL (NEST BUILDING)

Trata-se de um teste simples, barato e de facil execug¢ao que, juntamente com
outros testes de comportamento, € sensivel para identificar fendtipos
comportamentais como a qualidade de vida ou de bem-estar do animal, visto que para
pequenos roedores, 0s ninhos sao importantes na conservacao de calor, bem como
na reproducao e abrigo (DEACON, 2006). Os camundongos foram colocados em
gaiolas individuais e foi ofertado um algoddo prensado de aproximadamente 8 cm?
para cada um deles na fase escura, sendo avaliada a construcédo ou ndo do ninho na
manha seguinte. Os ninhos foram avaliados em um escore de 1 a 5 em que, 1=> 90%
intacto, 2= 50 — 90% do algodao intacto 3= Algodao desfiado, porém sem ninho
identificavel, menos de 50% do algodao permanece intacto, 4 = 50-90% do material
foi desfiado 5 = Formagao de ninho visivel, em que >90% do material & desfiado de
forma plana com paredes maiores que a altura corporal do animal, conforme Figura 8.
Para o experimento do Nest build, os animais foram deixados com o algodao prensado

nos dias 3 e 6 a noite e os ninhos foram avaliados pela manha dos dias 4 e 7.

Figura 8: Demonstracao da quantificagao do escore do bem estar do animal (Nest building)
FONTE: Adaptado de (DEACON, 2006)
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4.9 ANALISE DE ALTERAGCOES HISTOLOGICAS

As amostras do tecido do dorso dos animais coletadas no sétimo dia foram
fixadas em solugdo ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formaldeido 40% e 5 mL
de acido acético glacial) num periodo de 16 horas, sendo em seguida conservadas
em alcool 70% até inicio do processo de desidratagdo. Os tecidos foram
posteriormente desidratados, emblocados em parafina, seccionados em cortes de 5
Mm em um micréotomo e coradas com hematoxilina e eosina. A infiltracdo de
leucdcitos, edema, espessura da epiderme, distribuicdo das camadas da epiderme e
a presenca de células nucleadas na epiderme foram avaliadas em areas
representativas com aumento de 200x e/ou 400x. A quantificacdo dos leucécitos
presentes na derme e epiderme foi realizada através da contagem dessas células por
campo com aumento de 400x, sendo analisados 5 campos de 3 cortes histoldgicos
distintos. Estas analises foram realizadas com auxilio do software ImageJ (Image

Processing and Analysis in Java, Bethesda, Maryland, USA).

410 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PCNA ATRAVES DE
IMUNOHISTOQUIMICA

Através da analise imunohistoquimica é possivel verificar a expressao de
marcadores celulares como marcadores de proliferacao e diferenciacdo celular,
angiogénese entre outros. Nesse experimento foi avaliada a expressao do antigeno
nuclear de proliferagcao celular (PCNA - marcador da atividade proliferativa). Para
verificar a expressédo desse marcador, amostras do dorso de animais submetidas ao
protocolo descrito acima foram emblocadas em parafina (como descrito na analise
histolégica) e seccionadas em cortes de 5 ym em um micrétomo. Estes cortes
histologicos foram montados em laminas gelatinizadas. As Iaminas foram submetidas
a banhos de xilol para desparafinizacdo e em seguida hidratadas com banhos
sucessivos em concentragoes de alcool decrescentes. As laminas foram entao
submetidas a um banho de glicina 0,1 M para o bloqueio dos radicais aldeidos,
enquanto a peroxidase endogena e os sitios inespecificos também foram bloqueados
com banhos de H202 3% em metanol e PBS/BSA 1%, respectivamente. Os cortes

foram entdo incubados com o anticorpo primario anti-PCNA (1:50) durante duas horas
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a temperatura ambiente em camara umida. Apds banho com PBS, as laminas foram
novamente incubadas, desta vez com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (1:50) durante uma hora a temperatura ambiente e em camara umida. As
ldminas foram lavadas com PBS e incubadas com kit contendo o cromégeno DAB
durante 15 min. Em seguida, as laminas foram lavadas, contracoradas com
hematoxilina e os cortes foram desidratados com banhos sucessivos de alcool em
concentragbes crescentes. A presenga de células positivas para o marcador foi
quantificada em areas representativas com aumento de 400x em microscoépio 6ptico.
A quantificagao foi realizada através da contagem do numero de células positivas por
campo, sendo analisados 5 campos de 3 cortes histolégicos distintos. Esta analise foi
realizada com auxilio do software ImagedJ (Image Processing and Analysis in Java,
Bethesda, Maryland, USA).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM),
que foram representados como a média aritmética acompanhada de seus respectivos
intervalos de confianga de 95%. Os dados foram avaliados pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Bonferroni. Valores de P menores ou iguais
a 0,05 (P< 0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os calculos
foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version 6.00, San
Diego Califérnia, EUA.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA DELEGAO GENICA DO RECEPTOR TRPV4 NAS LESOES
PSORIATICAS INDUZIDAS POR IMQ

Os resultados apresentados nas Figuras 9 e 10 demonstram que camundongos
tratados com IMQ apresentaram lesdes psoriaticas ja no 4° dia de tratamento. O grupo
TRPV4** que recebeu IMQ no dorso (TRPV4** IMQ) apresentou um aumento no
escore em todos os critérios avaliados, sendo um aumento no eritema, escarificacao,
e na descamacgao, cumulando um escore de 4,4 + 0,75 do PASI, expressivamente
maior quando comparado ao grupo TRPV4** que foi tratado no dorso com o creme
ndo ibnico (TRPV4** veiculo) e teve um escore de 0. Os resultados demonstram
também que, os animais com delegdo génica para o receptor TRPV4 tratados com
IMQ (TRPV4~- IMQ) nao apresentaram melhoras das lesdes psoriaticas, sendo essas
lesbes muito semelhantes aos animais do grupo TRPV4** tratados com IMQ. Os
animais TRPV4-- tratados com IMQ tiveram um escore do PASI de 5,8 + 0,37 (Figuras
9e10).

TRPV4+* Veiculo TRPV4** IMQ TRPV4-- IMQ

Figura 9: Fotos representativas das lesdes psoriaticas induzidas pelo IMQ, no 4° dia de tratamento,
em animais TRPV4** e TRPV4-. Os animais do grupo TRPV4** Veiculo receberam diariamente a
aplicagéo topica de creme ndo-idnico, enquanto os grupos TRPV4+** IMQ e TRPV4’- IMQ receberam
a aplicacgao topica de 62,5mg de IMQ no dorso.
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Figura 10: Efeito da dele¢do génica do receptor TRPV4 na severidade das lesdes psoriaticas induzidas
pela aplicacédo de IMQ no 4° dia. Os seguintes pardmetros foram avaliados no 4° dia do protocolo
experimental: Eritema (A), Escarificagdo (B), Descamacdo (C) e PASI (D). Os animais do grupo
TRPV4** Veiculo receberam diariamente a aplicagao tépica de creme nao-idnico, enquanto os grupos
TRPV4** IMQ e TRPV4-7-IMQ receberam a aplicagao tépica de 62,5mg de IMQ no dorso. Os graficos
apresentam a média + EPM. Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparado ao
grupo TRPV4+/+ Veiculo, **P<0,01; ***P< 0,001, e analisados por ANOVA de uma via seguida por
post-hoc de Bonferroni. (n= 5-6).

As Figuras 11 e 12 demonstram os resultados da avaliagdo dos parametros
realizada no 72 dia do protocolo experimental. E possivel observar que, novamente,
houve um aumento do escore do PASI dos grupos TRPV4** e TRPV4- tratados com

IMQ (2,33 + 0,8 e 3,33 £ 0,42, respectivamente) quando comparados ao grupo
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TRPV4** e que recebeu o creme ndo-idnico no dorso (TRPV4** Veiculo) com um
escore de 0,5 £ 0,5.
Conforme observado, ndo houve diferenca entre as lesbdes psoriaticas dos

animais TRPV4”/- e dos animais do grupo TRPV4** e que receberam IMQ no dorso.

TRPV4** Veiculo TRPV4** IMQ TRPV4-- IMQ

Figura 11: Fotos representativas das lesGes psoriaticas induzidas pelo IMQ, no 7° dia de tratamento,
em animais TRPV4** e TRPV4-. Os animais do grupo TRPV4** Veiculo receberam diariamente a
aplicagéo tépica de creme ndo-iénico, enquanto os grupos TRPV4** IMQ e TRPV4IMQ receberam a
aplicacao topica de 62,5mg de IMQ no dorso.
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Figura 12: Efeito da delegdo génica do receptor TRPV4 na severidade das lesdes induzidas pela
aplicacédo de IMQ no 7° dia. Os seguintes parédmetros foram avaliados no 7° dia de protocolo
experimental: Eritema (A), Escarificacdo (B), Descamacdo (C) e PASI (D). Os animais do grupo
TRPV4** Veiculo receberam diariamente a aplicagao tépica de creme nao-idnico, enquanto os grupos
TRPV4** IMQ e TRPV47- IMQ receberam a aplicagdo tépica de 62,5mg de IMQ no dorso. Os graficos
apresentam a média + EPM. Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparados ao
grupo TRPV4+/+ Veiculo, *P<0,05 e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de
Bonferroni (n= 4-8).

5.2 EFEITO DA DELEGAO GENICA DE TRPV4 NA ESTRUTURA DA PELE DOS
ANIMAIS AVALIADO ATRAVES DA ANALISE HISTOLOGICA

Além da avaliagcdo dos parametros visuais, a confirmagcado das alteragcbes

teciduais promovidas pelo IMQ, pode ser feita através da analise histologica. Na
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Figura 13, é possivel verificar que o grupo TRPV4** e que foi tratado com IMQ
apresentou aumento da espessura da epiderme assim como, aumento do numero de
células na derme quando comparado ao grupo TRPV4+** e que foi tratado com o creme
nao idnico (TRPV4** Veiculo). Além disso, foi observado que animais TRPV4- IMQ
(Figura 13C) apresentaram resultados semelhantes aos animais TRPV4** IMQ
(Figura 13B). Na analise da infiltragao leucocitaria, verifica-se um aumento de 99,57
26,46% para o grupo TRPV4**IMQ e de 105,89 + 11,21% para o grupo TRPV47-IMQ
quando comparados ao grupo TRPV4** Veiculo (Figura 13D). Esses resultados
demonstram que a delegdo génica do receptor TRPV4 nao foi capaz de reduzir a
migracao de células inflamatdrias para a regido inflamada.

A analise histoldgica também revelou que nao houve diferenca entre os animais
TRPV4** IMQ e TRPV4’- IMQ com relagdo a espessura da epiderme (Figura 13E),
sendo que ambos o0s grupos apresentaram aumento da espessura em 126,92 +
18,68% (TRPV4** IMQ) e 115,03 + 13,73% (TRPV47 IMQ) quando comparados ao
grupo veiculo (TRPV4**Veiculo). Assim como verificado anteriormente, a delegéo

génica de TRPV4 nao reduz o aumento da espessura da epiderme induzida pelo IMQ.
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Figura 13: Fotos representativas e andlise das alteracdes histolégicas dos cortes de amostras dos
dorsos dos animais TRPV4** e TRPV4"- submetidos ao protocolo de indugdo de psoriase através da
aplicagdo de IMQ. A) TRPV4** + Veiculo (creme nao-idnico); B) TRPV4** + IMQ; C) TRPV4" + IMQ.
As amostras dos dorsos dos animais foram coletadas, processadas e coradas com HE e fotografadas
em aumento de 400x, escala de 200 uym. Anadlise quantitativa da espessura da epiderme (D) e da
migragao celular (E). A quantificagéo foi realizada através da contagem do nimero de células na derme
e a avaliagao da epiderme através da medida da mesma em um, com aumento de 400x em cinco campos
distintos de trés cortes histolégicos diferentes de trés animais de cada grupo, através do software
Imaged. Os valores estdo expressos como meédia + EPM. Os simbolos representam o nivel de
significancia quando comparados ao grupo TRPV4+** veiculo, *** P< 0,001 e analisados por ANOVA de
uma via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=4).
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5.3 EFEITO DA DELEGAO GENICA DE TRPV4 NA HIPERALGESIA MECANICA
NO MODELO DE PSORIASE INDUZIDA POR IMQ

Para determinar se a delecdo de TRPV4 teria envolvimento na hiperalgesia
mecanica, foi realizado o teste com os filamentos de Von Frey. Na Figura 14, é
possivel visualizar que o tratamento dos camundongos com o IMQ promove redugéo
no limiar nociceptivo mecanico, caracterizado pelo aumento na frequéncia de retiradas
da pata frente a aplicacbes do filamento de von Frey. Tais efeitos foram observados
no 4° e no 7° dia do protocolo, nos dois grupos que receberam o IMQ. Além disso, foi
observado que animais TRPV4” IMQ ndo apresentaram melhora da hiperalgesia
induzida por IMQ quando comparados ao grupo TRPV4**IMQ tanto no quarto quanto

no 7° dia.

A)

Limiar 50% (g)

T T T T T
TRPV4+/+ B TRPV4+/+ TRPV4+/+ B TRPV4+/+ TRPV4-/-B TRPV4-/-

Veiculo MQ IMQ

B)

of 1 T K T

Limiar 50% (g)

0.0

T T T T
TRPV4+/+ B TRPV4+/+ T V4+/+ B TRPV4+/+ TRPV4-/-B TRPV4-/-

A
o

Veiculo MQ IMQ

Figura 14: Avaliacdo da hiperalgesia mecanica em animais selvagens (TRPV4+*) e nocautes (TRPV4-
) submetidos ao protocolo de indugdo de psoriase através da aplicagdo de IMQ no dia 4 (A) e no dia
7 (B). Os valores estdo expressos como média £ EPM. O simbolo *P<0,05 representa o nivel de
significaAncia quando comparado ao grupo Basal (TRPV4+*B ou TRPV4-B) antes do tratamento com
IMQ e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni, (n=5-8).
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5.4 EFEITO DA DELECAO GENICA DE TRPV4 NO PRURIDO INDUZIDO PELA
APLICAGAO TOPICA DE IMQ

Para avaliar o efeito da delegcdo génica de TRPV4 no prurido dos animais
submetidos ao protocolo de inducéo de psoriase por IMQ, foi avaliado o tempo que
cada animal permanecia lambendo ou mordendo o dorso, no quarto e no sétimo dia
durante 15 minutos. Na Figura 15A é possivel observar que, no quarto dia, o
tratamento com IMQ foi capaz de causar prurido no dorso dos animais (aumento de:
72,63 + 24,3 segundos no grupo TRPV4** IMQ e 66,43 + 15,98 segundos no grupo
TRPV47IMQ), quando comparado aos animais TRPV4** tratados com o creme nao
ibnico (TRPV4** Veiculo, 1,00 + 0,41 segundos). Por outro lado, no sétimo dia, foi
possivel observar uma inibigao de 64,86 + 11,27% do tempo de prurido nos animais
TRPV47/- IMQ (43,00 + 13,79 segundos) quando comparado com os animais do grupo
TRPV4** IMQ (122,6 + 36,20 segundos) (Figura 15B). Esses resultados mostram que
a delecao do gene de TRPV4 foi capaz de reduzir a sensacgao de prurido gerada pelo

IMQ nos animais apenas no 7° dia.
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Figura 15: Efeito da delecdo génica de TRPV4 no prurido em animais submetidos ao protocolo de
indugdo de psoriase através da aplicagdo de IMQ. Os animais do grupo TRPV4** Veiculo receberam
diariamente a aplicagdo topica de creme ndo-idnico, enquanto os grupos TRPV4**+ IMQ e TRPV4-"
IMQ receberam a aplicacao tépica de 62,5mg de IMQ no dorso. A avaliagdo do prurido foi realizada
através da medi¢do do tempo que cada animal permanecia lambendo ou mordendo a regido do dorso
no dia 4 (A) e no dia 7 (B). Os valores estdo expressos como média + EPM. O simbolo *P<0,05
representa o nivel de significancia quando comparados ao grupo TRPV4+** veiculo. # P<0,05 quando
comparado com o grupo TRPV4+* IMQ e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de
Bonferroni (n=5-8).
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5.5 EFEITO DA DELEGAO GENICA DE TRPV4 NO BEM-ESTAR DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS AO MODELO DE PSORIASE INDUZIDA POR IMQ

Na avaliagédo da construgao do ninho, verifica-se através da Figura 16A que no
dia 4 do protocolo, o grupo dos animais TRPV4** tratados com IMQ (TRPV4** IMQ)
apresentou uma redugao no escore do bem-estar (escore de: 2,38+ 0,74) dos animais
quando comparado com o grupo TRPV4** tratados com o creme n&o ibnico (escore
de: 4,4 + 0,4) (TRPV4** Veiculo), sendo essa redugdo de 45,90 + 14,32%.

Em animais TRPV4” e tratados com IMQ foi observado um escore de bem-
estar do animal de 2,71+ 0,57 o que representou uma reducgao de 38,41 £ 12,95%
quando comparado ao grupo TRPV4** Veiculo. Por outro lado, no dia 7 (Figura 16B)
os animais do grupo TRPV4”- IMQ nao apresentaram diminuigdo no padrdo de bem-
estar e os dados foram semelhante aos animais TRPV4** tratados com o creme no

idnico (escore de 4,0 +0,31 e 4,2 + 0,37, respectivamente).
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Figura 16: Avaliagdo do bem-estar dos animais selvagens (TRPV4**) e nocautes (TRPV4-)
submetidos ao protocolo de indugdo de psoriase através da aplicacdo de IMQ. A avaliagdo do bem-
estar dos animais foi realizada através do protocolo de Nest Building, em que cada animal é avaliado
pela construgédo do ninho. Os animais s&o colocados em gaiolas individuais contendo um algodao no
dia 3 e no dia 6 do protocolo experimental. Nos dias 4 (A) e 7 (B) o ninho foi avaliado através de escala
pré-determinada. Os valores estdo expressos como média + EPM. O simbolo *P<0,05 representa o
nivel de significancia quando comparado ao grupo TRPV4** veiculo. # P<0,05 quando comparado
com o grupo TRPV4** IMQ. Analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni

(n=5-8).
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5.6 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NA
SEVERIDADE DA LESAO PSORIATICA INDUZIDA POR IMQ EM ANIMAIS
C57BL/6

Para confirmar os dados obtidos com os animais com delegao génica para o
receptor TRPV4, o protocolo experimental foi realizado em animais C57BL/6 e
tratados com o antagonista de TRPV4. Para os parametros de severidade da lesao
(eritema, escarificacédo e descamagao) quando avaliados separadamente no dia 4
(Figuras 17 e 18), verificou-se que apesar dos valores serem superiores, 0s escores
dos grupos IMQ+Veiculo e IMQ+HC, ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa quando comparados aos grupos dos animais que receberam o veiculo do
HC e foram tratados com o creme n&o ibnico (Veiculo) ou que apenas receberam o
HC (Figura 18A, B e C). Apenas na avaliagdo cumulativa desses parametros (PASI) é
que verificou-se diferenga estatistica entre os grupos IMQ+Veiculo e IMQ+HC quando
comparados ao grupo Veiculo. A média dos valores de PASI para os grupos IMQ+HC
e IMQ+Veiculo foide 5,4 £ 0,8 e 6,3 + 0,3, respectivamente, enquanto para o grupo V
foi de 3,16 + 0,6 (Figura 18D). Com isso, verificou-se que a administracdo do
antagonista HC néao foi capaz de alterar a formacgao de lesdes teciduais induzidas pelo

IMQ no 4° dia do protocolo.
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VEIiCULO HCO067047

IMQ + Veiculo IMQ + HCO067047

Figura 17: Fotos representativas das lesGes psoriaticas induzidas pelo IMQ, no 4° dia de tratamento,
em animais C57BL/6. A) Grupo Veiculo que recebeu creme ndo idnico aplicado por via tépica no dorso
+ veiculo DMSO 8%+TWEEN 4% através de gavagem; B) Grupo HC-067047 que recebeu creme nao
ibnico aplicado por via tépica no dorso + 10mg/kg de HC-067047 através de gavagem, duas vezes ao
dia; C) Grupo IMQ + Veiculo que recebeu IMQ aplicado por via tépica no dorso + Veiculo DMSO
8%+TWEEN 4% através de gavagem e D) Grupo IMQ+ HC-067047 que recebeu IMQ aplicado por via
tépica no dorso + 10mg/kg de HC-067047 através de gavagem.
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Figura 18: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) na severidade das lesdes psoriaticas
induzidas pelo IMQ em animais C57BL/6 no 4° dia do protocolo experimental. Os parametros avaliados
foram Eritema (A), Escarificagéo (B), Descamacéo (C) e o PASI (D). Os valores estdo expressos como
média + EPM. Os simbolos representam o nivel de significaAncia quando comparado ao grupo Veiculo,
* P< 0,05 e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=3-5).

Na Figura 19 é possivel observar as lesées no dorso dos animais no sétimo
dia. Na Figura 20, verifica-se que os parametros avaliados no dia 7 mantém as
mesmas proporg¢des do dia 4. O valor da média de PASI para o grupo IMQ+V foi de
3,8 + 0,37 e para o grupo IMQ+HC foi de 4,7 + 0,56, ambos mais elevados quando
comparados ao grupo Veiculo 1,6 + 0,73 (Figura 20D). Esses resultados indicam que
a administracao do antagonista de TRPV4 néo foi capaz de reverter, no sétimo dia, o

eritema, escarificacao e a descamacao gerados pela aplicagcao do IMQ.
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VEiCULO HC067047

IMQ + Veiculo IMQ + HCO67047

Figura 19: Fotos representativas das lesbes psoriaticas induzidas pelo IMQ, no 7° dia de tratamento,
em animais C57BL/6. A) Grupo Veiculo que recebeu creme nao idnico aplicado por via topica no dorso
+ veiculo DMSO 8%+TWEEN 4% através de gavagem; B) Grupo HC-067047 que recebeu creme nao
ibnico aplicado por via topica no dorso + 10 mg/kg de HC-067047 através de gavagem duas vezes ao
dia; C) Grupo IMQ + Veiculo que recebeu IMQ aplicado por via tépica no dorso + Veiculo DMSO
8%+TWEEN 4% através de gavagem e D) Grupo IMQ+ HC-067047 que recebeu IMQ aplicado por via
tépica no dorso + 10 mg/kg de HC-067047 através de gavagem.
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Figura 20: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) na severidade das lesGes psoriaticas
induzidas pelo IMQ em animais C57BL/6 no 7° dia do protocolo experimental. Os parametros avaliados
foram Eritema (A), Escarificagéo (B), Descamacéo (C) e o PASI (D). Os valores estdo expressos como
média + EPM. Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparados ao grupo Veiculo,
* P< 0,05 e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=3-5).

5.7 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NA PELE DE
ANIMAIS C57BL/6 SUBMETIDOS A APLICAGAO DE IMQ

Para confirmar as alteragdes promovidas pelo IMQ na pele dos animais,
amostras do dorso dos animais foram submetidas a analise histolégica. Conforme
observado na Figura 21, a aplicagdo de IMQ promoveu alteragdes caracteristicas
deste protocolo de inducdo de psoriase, como o aumento da espessura da epiderme
(acantose) e aumento do numero de células inflamatérias na derme nos grupos que

receberam IMQ.
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VEICULO HCO067047
B)

IMQ + HCO67047

Figura 21: Fotos representativas de cortes histoldgicos de amostras dos dorsos dos animais C57BL/6
submetidos ao protocolo de indugéo de psoriase através da aplicagao de IMQ. Os cortes histologicos
foram corados com HE, aumento de 400x, escala de 200 um. Sendo representados, A) Grupo Veiculo
que recebeu creme né&o idnico aplicado por via topica no dorso + veiculo DMSO 8%+TWEEN 4%
através de gavagem; B) Grupo HC-067047 que recebeu creme nao idnico aplicado por via tépica no
dorso + 10mg/kg de HC-067047 através de gavagem; C) Grupo IMQ + Veiculo que recebeu IMQ
aplicado por via tépica no dorso + Veiculo DMSO 8%+TWEEN 4% através de gavagem e D) Grupo
IMQ+ HC-067047 que recebeu IMQ aplicado por via topica no dorso + 10 mg/kg de HC-067047 através
de gavagem.

Na avaliagédo histolégica do processo psoriatico na pele dos camundongos,
podemos verificar que houve um aumento no infiltrado celular no grupo IMQ+Veiculo
(276,47 £ 32,52%) e no grupo IMQ+HC (274,47 + 29,87%) quando comparados ao
grupo Veiculo (Figuras 21 e 22A). Esse resultado confirma os dados observados
anteriormente, mostrando que o tratamento com o antagonista HC ndo é capaz de
alterar o processo induzido pelo IMQ.

O mesmo foi observado em relagcéo a espessura da epiderme em que verificou-
se um aumento de 303,81 + 46,95% do grupo IMQ+Veiculo e um aumento de 282,01
t 24,13% do grupo IMQ+HC quando comparados ao grupo veiculo (Figura 22B).
Tanto na avaliagao do infiltrado celular como no da espessura da epiderme, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos V e HC.
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Figura 22: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) na migragao celular e na espessura da
epiderme da pele de animais C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de psoriase através da
aplicagao de IMQ. A quantificagéo do infiltrado celular (A) foi realizada através da contagem do numero
de células na derme e a espessura da epiderme (B) através da medida da epiderme (um), com
aumento de 400x em cinco campos distintos de trés cortes histoldgicos diferentes de trés animais de
cada grupo através do software ImagedJ. Os valores estao expressos como meédia £ EPM. Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo Veiculo (V), ***P< 0,001 e analisados
por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=3-5).
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5.8 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NA
EXPRESSAO DE PCNA NA PELE DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO MODELO DE

PSORIASE INDUZIDA POR IMQ

Para confirmar se o antagonista de TRPV4 teria efeito sobre a hiperproliferagcao
de queratinécitos resultante do estimulo do IMQ, os cortes histoldégicos foram
submetidos a analise imunohistoquimica para o marcador de proliferagdo celular
PCNA. Na Figura 23 podemos verificar visualmente que a aplicagédo do IMQ promoveu
um aumento no numero de células positivas para PCNA (coradas em marrom) na

epiderme dos animais dos grupos IMQ+V e IMQ+HC, quando comparados aos grupos

Ve HC.
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Figura 23: Fotos representativas da analise imunohistoquimica de PCNA dos cortes histolégicos do
dorso de animais C57BL/6, contra corados com HE (200x, escala de 200 um), submetidos ao protocolo
de psoriase através da aplicagao de IMQ. A) Grupo Veiculo que recebeu creme nao iénico aplicado por
via topica no dorso + veiculo DMSO 8%+TWEEN 4% através de gavagem; B) Grupo HC-067047 que
recebeu creme n&o ibnico aplicado por via tépica no dorso + 10mg/kg de HC-067047 através de
gavagem; C) Grupo IMQ + Veiculo que recebeu IMQ aplicado por via topica no dorso + Veiculo DMSO
8%+TWEEN 4% através de gavagem e D) Grupo IMQ+ HC-067047 que recebeu IMQ aplicado por via
tépica no dorso + 10 mg/kg de HC-067047 através de gavagem. As células coradas em marrom sao
positivas para PCNA, conforme exemplos indicados pelas setas.
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A analise quantitativa das laminas da imunohistoquimica para PCNA (Figura
24) demonstrou que o grupo IMQ+Veiculo apresentou um aumento de 150,81 + 7,88%
nas células imunomarcadas para o PCNA, quando comparado ao grupo Veiculo,
indicando uma hiperproliferacdo dos queratinécitos da epiderme. O grupo IMQ+HC
também obteve um aumento de 166,91 + 22,47%, quando comparado ao grupo
Veiculo. Os grupos IMQ+V e IMQ+HC nao foram diferentes entre si, demonstrando
que o tratamento com o HC nao interfere no aumento da proliferagdo celular

ocasionada pela aplicacao do IMQ.
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Figura 24: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) sobre a expresséo epidérmica de PCNA
na pele do dorso de animais C57BL/6 submetidos ao protocolo de psoriase induzida pela aplicagéo de
IMQ. A quantificagao foi realizada através da contagem das células positivas para PCNA com aumento
de 400x em cinco campos distintos de cada corte histoldgico, de cada grupo, através do software
Imaged. As barras verticais representam a média £+ EPM. Os simbolos representam o nivel de
significancia quando comparado ao grupo Veiculo (V), *** P<0,001 e analisados por ANOVA de uma
via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=3-5).

5.9 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NA
AVALIAGAO DA HIPERALGESIA MECANICA

Na avaliagdo da hiperalgesia mecanica, verificou-se que os grupos tratados
com o veiculo do HC ou que apenas receberam o HC ndo apresentam alteracdes na
hiperalgesia mecanica quando comparados aos seus resultados basais (Figura 25).

Além disso, confirmando os dados obtidos com os animais com delegcéao génica para
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o receptor TRPV4, o tratamento com HC, duas vezes ao dia, nao foi capaz de reduzir
a hiperalgesia mecanica induzida pelo tratamento com IMQ, tanto no quarto quanto

no sétimo dia do experimento.
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Figura 25: Efeito da administracdo de HC-067047 (10 mg/kg) na hiperalgesia mecanica em animais
C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugéo de psoriase através da aplicagdo de IMQ no dia 4 (A) e
no dia 7 (B). As barras verticais representam a média + EPM (n=3-12). Os simbolos representam o
nivel de significancia quando comparado ao valor obtido no basal em animais que receberam IMQ
(IMQ+V-B ou IMQ+HC-B), e analisados por ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni
(n=5-12),* P< 0,05; *** P<0,001.

5.10 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NO
PRURIDO NO MODELO DE PSORIASE INDUZIDA POR IMQ
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Para avaliar o efeito do antagonista de TRPV4 no prurido em lesdes psoriaticas
induzidas por IMQ, foi avaliado o tempo que cada animal permanecia lambendo ou
mordendo o dorso, no quarto e no sétimo dia do protocolo experimental. No quarto
dia (Figura 26A), os animais dos grupos tratados com o veiculo do HC e que
receberam o creme ndo idnico no dorso bem como os animais que receberam apenas
HC obtiveram uma média de tempo de prurido de 0,71 £ 0,36 segundos e 15,60 +
7,13 segundos, respectivamente, nao sendo diferentes estatisticamente. Por ouro
lado, os grupos dos animais que receberam IMQ no dorso e o tratamento com o
veiculo do HC (IMQ+Veiculo) ou HC 10 mg/kg (IMQ+HC) tiveram uma média de 93,4
1+ 30,00 e 92,2 + 21,13 segundos, respectivamente. Esses resultados demonstram
que os animais que receberam IMQ tiveram um aumento no tempo de prurido e a
administracdo de HC nao foi capaz de reverter esse aumento no quarto dia de
protocolo.

Ja na avaliagao do prurido realizada no sétimo dia (Figura 26B), o grupo dos
animais tratados com IMQ no dorso e que recebem o veiculo do HC (IMQ+Veiculo)
obteve uma meédia do tempo de prurido de 102,11 £ 13,25 segundos, enquanto o
grupo tratado com IMQ e que receberam HC (IMQ+HC) teve uma média de 57,30 £
12,21 segundos. Esse valor representa uma redugao significativa de 43,88+11,96%
no tempo de prurido quando comparado ao grupo IMQ+Veiculo. Esse dado indica
que a administragdo do antagonista HC no sétimo dia reduz a sensagao de prurido

provocada pela aplicagao de IMQ no dorso dos animais.
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Figura 26: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) no tempo de prurido em animais C57BL/6
submetidos ao protocolo de indugéo de psoriase através da aplicagao de IMQ. A avaliagao do prurido
foi realizada através da contagem do tempo que cada animal permanecia lambendo ou mordendo a
regido do dorso, local que recebeu o veiculo (creme ndo idnico) ou IMQ no 4° dia (A) e no 7° dia (B).
As barras verticais representam a média + EPM. Os simbolos representam o nivel de significancia
quando comparado ao grupo IMQ+Veiculo (IMQ+V), * P< 0,05 e analisados por ANOVA de uma via
seguida por post-hoc de Bonferroni (n=5-12).

5.11 EFEITO DO ANTAGONISTA SELETIVO DE TRPV4 (HC-067047) NA
AVALIAGAO DO BEM-ESTAR ANIMAL ATRAVES DO TESTE DE NEST
BUILDING

Para confirmar os dados obtidos em animais com dele¢cdo génica para o

receptor TRPV4 no teste de bem-estar do animal, os animais foram tratados com o
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antagonista do TRPV4 (HC-067047) e avaliados nos dias 4 e 7. Na avaliagao do dia
4 do protocolo da construgado do ninho (Figura 27A), verificou-se que os grupos dos
animais que receberam o veiculo do HC e seguido do tratamento com o creme n&o
idbnico no dorso (V) ou que apenas receberam o HC (HC) apresentaram um escore
meédio de construg¢ao do ninho de 4,5 + 0,28 e 4 + 0,63, respectivamente, enquanto os
grupos dos animais tratados com IMQ e que receberam o veiculo do HC (IMQ+V) ou
tratados com IMQ e receberam HC (IMQ+HC), apresentaram escores médios de 1,85
10,34 e 1,70 £ 0,17% respectivamente. Esses dados permitem observar que ja no 4°
dia de protocolo, os animais que recebem a administracao tépica de IMQ, tém sua
condigao de bem-estar reduzida e o tratamento com o HC néo foi capaz de melhorar
essa condigao.

Na avaliagao realizada no dia 7 (Figura 27B), os escores dos grupos dos
animais que receberam o veiculo do HC e tratados com o creme n&o iénico no dorso
(V) ou que apenas receberam o HC (HC) continuaram com os escores de bem-estar
maiores (4,42 + 0,42 e 4,00 + 0,54, respectivamente) quando comparado ao grupo
tratado com IMQ e que receberam o veiculo do HC (IMQ+V) (escore de: 2,6 + 0,35).
Por outro lado, o grupo IMQ que recebeu o HC (IMQ+HC) apresentou uma tendéncia
em melhorar o escore de bem-estar dos animais (3,15 £ 0,38) quando comparado ao
grupo IMQ+Veiculo (escore de: 2,6 + 0,35), no entanto, esses valores n&o apresentam

diferenca estatistica.
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Figura 27: Efeito da administragdo de HC-067047 (10 mg/kg) no bem-estar dos animais C57BL/6
submetidos ao protocolo de indugédo de psoriase através da aplicagao de IMQ. A avaliagdo do bem-
estar dos animais foi realizada através do protocolo de Nest Building, em que cada animal é avaliado
pela construgao do ninho. Os animais sdo colocados em gaiolas individuais contendo um algod&o no
dia 3 e no dia 6 do protocolo experimental. Nos dias 4 (A) e 7 (B) o ninho foi avaliado através de escala
pré-determinada. As barras verticais representam a média + EPM. Os simbolos representam o nivel de
significancia quando comparado ao grupo Veiculo (V), * P< 0,05; ***P<0,001, e analisados por ANOVA
de uma via seguida por post-hoc de Bonferroni (n=5-12).

Na Figura 28, € possivel correlacionar o grupo de tratamento e o estado da

pele do animal com o ninho construido.



VEICULO HC067047 IMQ + VEICULO IMQ + HC067047

Figura 28: Fotos representativas da pele do dorso dos animais e do resultado final do teste de Nest
Building submetidos ao protocolo de psoriase através da aplicagéo de IMQ.
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6 DISCUSSAO

Entre as doengas de pele relacionadas as areas visiveis que mais afetam a
auto imagem e consequentemente a qualidade de vida, acompanhadas de dor, prurido
ou queimacéo, esta a psoriase (SANCLEMENTE et al., 2017).

No presente trabalho, na busca por novos alvos farmacolégicos avaliamos a
participagdo do TRPV4 na psoriase induzida por IMQ. A hip6tese do TRPV4 estar
envolvido na psoriase foi baseada no fato de que alguns estudos demonstravam o
envolvimento de diferentes tipos de receptores TRP, como por exemplo TRPA1 e
TRPV1 na dermatite atdépica, TRPV1 e TRPC6 na psoriase, TRPV4 na rosacea e
TRPC1 e TRPC4 no céncer de pele (YANG et al., 2017). Como o TRPV1 e TRPA1
possuem relacdo com doengas de pele, tornou-se interessante investigar nesse
projeto o papel do TRPV4, visto que aqueles receptores sdo co-expressos com o
TRPV4 em neurbnios sensoriais que expressam os neuropeptideos, substancia P e
CGRP, que promovem respostas inflamatdrias neurogénicas (BENEMEI et al., 2015).
Além disso, TRPV4 e TRPV1 apresentam homologia de sequéncia de
aproximadamente 50% (MARTINS et al., 2014; NILIUS; SZALLASI, 2014; KEMENY
et al., 2018).

Alguns receptores TRPs, como TRPV1 e TRPA1, ja foram descritos como
potenciais participantes da fisiopatologia de doencgas inflamatdrias cutaneas. TRPV1
e TRPA1 sao co-expressos em um grande subconjunto de nervos sensoriais da pele,
ocorrendo também em queratindcitos, mastdcitos, células dendriticas e células
endoteliais, em que atuam como sensores nociceptivos e potencializam o processo
inflamatorio (GOUIN et al., 2017). Um estudo de Riol-Blanco e colaboradores (2014)
utilizou o modelo de psoriase induzida por IMQ em camundongos, para verificar a
interacdo dos neurdnios sensoriais TRPV1 na resposta inflamatéria. Apds o bloqueio
farmacolégico de TRPV1 verificou-se que houve reducao da producao de IL-23 pelas
células dendriticas dérmicas (RIOL-BLANCO et al., 2014). Mais recentemente, Agnes
Kemény e colaboradores (2018) relataram que camundongos com delec&o génica de
TRPV1 também demostraram diminuicdo nas alteracbes da espessura da pele e
perfusdo sanguinea em comparagdo com camundongos WT apds o tratamento com
IMQ (KEMENY et al., 2018). Zhou e colaboradores (2018) mostraram que
camundongos com delegao génica para TRPV1 submetidos ao protocolo de indugao

de psoriase por IMQ tiveram os escores clinicos, a extensao da hiperplasia da pele, e
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alteragdes histopatoldgicas caracteristicas da psoriase reduzidos significativamente,
além da reducgao da infiltracdo de leucécitos, como mastdcitos e células T, na pele e
reducdo da expressao de citocinas importantes na psoriase como IL-1(3, IL-6 e IL-23
(ZHOU et al., 2018). Diante da atividade cutanea de TRPV1, estudos clinicos de fase
2 (identificados como NCT02583022, NCT02052531 e NCT02565134) com um
antagonista de TRPV1 em creme (PAC-14028) em dermatite atopica parecem
promissores. Juntamente com a recuperagao acelerada da fungao de barreira da pele,
o PAC-14028 aliviou os sintomas gerais de dermatite atdpica, incluindo aumento
sérico de IgE, degranulagdo de mastdcitos, reducao no comportamento de arranhdes
e gravidade clinica da dermatite, podendo ser uma modalidade de tratamento para o
tratamento de pacientes com dermatite atopica leve a moderada (YUN et al., 2011;
LEE et al., 2019).

O TRPA1 também parece estar envolvido em processos inflamatérios de pele
(SILVA et al., 2011) e em alguns dos sintomas de dermatite de contato irritativa como
dor, inflamagao neurogénica e possivelmente prurido induzido pela exposi¢ao topica
de alguns irritantes quimicos volateis (LIU et al., 2013; NOROES et al., 2019). O
envolvimento de TRPA1 também foi avaliado na psoriase em que parece ter efeitos
protetores mediados pela ativacdo de receptores TRPA1 neuronais € ndo neuronais
(KEMENY et al., 2018).

Existem indicios da participacdo do TRPV4 em processos inflamatérios.
Estudos demonstram que o TRPV4 é sensibilizado sob condi¢cdes inflamatdrias por
varios fatores, incluindo proteases e serotonina (SEGOND VON BANCHET et al.,
2013), e participa de processos inflamatérios em diferentes sistemas, como
gastrointestinal (MIHARA et al., 2020), respiratério (DUAN et al., 2020) e
cardiovascular (VERGNOLLE et al., 2010). Em estudos pré-clinicos, também foi
demonstrado que esse receptor esta envolvido em condig¢des inflamatdrias crbnicas,
incluindo artrite e doenga inflamatéria intestinal, e medeia hiperalgesia térmica e
mecanica (WHITE et al., 2016).

Em se tratando de pele, o papel do TRPV4 na inflamacéao parece ser bastante
complexo, visto que um processo inflamatério com a presenca de histamina (CENAC
et al., 2010), proteases (GRANT et al., 2007) e prostaglandina E2 (PGEZ2)
(ALESSANDRI-HABER et al., 2003) podem levar a sensibilizagdo de TRPV4 nas
células do sistema imune que se encontram na derme (SULK et al., 2012). Ao mesmo

tempo que o aumento de TRP pode estar correlacionado com 0 aumento do processo
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inflamatorio na pele em algumas situagdes, em outras parece nao estar. Em lesdes
pré-malignas e em cancer de pele do tipo ndo melanoma, por exemplo, o nivel de
TRPV4 encontrado em queratindcitos cutaneos saudaveis ou inflamados é reduzido,
logo, permanece desconhecido se este receptor € um componente do mecanismo de
tais doengas (FUSI et al., 2014; LIEDTKE et al., 2014).

Para estudar o envolvimento do TRPV4, utilizamos animais com delegao génica
bem como antagonista para o receptor TRPV4. Ao focar no papel desempenhado pela
sinalizacdo do TRPV4 na mediacdo da inflamacdo da pele induzida por IMQ,
mostramos aqui através da avaliacdo da severidade das lesdes e histologia que a
delecao do gene TRPV4 nao foi capaz de alterar o processo inflamatério induzido pelo
IMQ. A delegao génica ou o bloqueio farmacolégico do TRPV4 ndo modificaram os
parametros avaliados visualmente (eritema, escarificagdo, descamacao do PASI) e
nem os parametros histologicos alterados pelo IMQ. Assim, esses achados sugerem
que diferente dos dados encontrados para outros receptores como para o TRPV1 e
TRPA1, o TRPV4 nao parece participar do processo inflamatério no modelo de
psoriase induzido por IMQ.

O IMQ é um agonista sintético que atua através da ativagdo de TLR7 e é
utilizado para o tratamento de lesbdes provocadas pelo papiloma virus. A aplicagao
clinica do IMQ foi relacionada com a indugéo de psoriase e agravamento das lesdes
em pacientes com psoriase (BONG et al., 2002). Através da ativagdo de TLR7, o IMQ
induz o processo inflamatdrio psoriatico, caracterizado por eritema e infiltracao de
células na pele. Da mesma forma, a pele de camundongos mostrou muitas
semelhangas com a psoriase humana envolvendo as mesmas vias de citocinas,
principalmente a dependéncia do eixo IL-17/IL-23 (VAN DER FITS et al., 2009; VAN
BELLE et al., 2012). Ao estudar o envolvimento do TRPV4 na psoriase através do
modelo do IMQ ndo encontramos uma atuacgéo direta de TRPV4 nos parametros
inflamatorios avaliados.

Especulamos que o papel da TRPV4 no processo psoriatico poderia envolver
o recrutamento de células inflamatérias para o tecido, visto que o papel de TRPV4 em
células imunes vem sendo melhor descrito e compreendido (DUTTA et al., 2020). Na
lesdo pulmonar por exemplo, o TRPV4 medeia a fagocitose de macroéfagos, a
secrecgdo de citocinas pré-resolutivas e a geragao de espécies reativas de oxigénio
(BALAKRISHNA et al., 2014). Em ateromas, o TRPV4 regula a formacgao de células

espumosas chamadas de ‘foam cells’, que sdo macrofagos carregados de lipidios,
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caracteristicos dos ateromas, em resposta a rigidez da matriz e a estimulagao de
lipopolissacarideos (XU et al., 2016). Os dados da literatura também apontam para
um papel do TRPV4 na atividade do macrofago na patogénese da resposta contra
corpos estranhos, uma condi¢ao inflamatoria cronica, através da formacéo de células
gigantes de corpo estranho (DUTTA et al., 2020). Porém, nesse modelo de psoriase
induzida por IMQ, também nao foi possivel visualizar alteragdes decorrentes da
delegao génica de TRPV4 na migragcéo de células inflamatérias para o tecido. De
modo semelhante, com a utilizagao do antagonista de TRPV4 também néo foi possivel
visualizar alteragao na migragao celular. Sendo assim, € necessaria uma investigagao
mais aprofundada visto que a metodologia utilizada (coloragédo HE) n&o é especifica
para esses tipos celulares. Porém, esses resultados reforcam os dados obtidos in vivo,
no qual sugere-se que o receptor TRPV4 parece nado ser essencial no
desenvolvimento das lesdes psoriaticas.

Na psoriase, existe desequilibrio entre proliferacéo e diferenciagédo (SEGRE,
2006; RAMOS-E-SILVA; JACQUES, 2012). A pele psoriatica é caracterizada por
niveis reduzidos de marcadores de diferenciagdo (K10), niveis aumentados de
marcadores de proliferacdo epidérmica (PCNA), e também por niveis aumentados de
citocinas inflamatdrias na epiderme sendo que estes ainda contribuem para o aumento
da proliferacdo. Acredita-se que a ativacao de TRPV1, TRPV3, TRPV4 e TRPV6
diminui a proliferagdo e aumenta a diferenciacdo de queratindcitos, enquanto a
formacéao de barreira cutadnea é induzida pela ativagcao de TRPV1, TRPV3, TRPV4 e
TRPV6 (ELSHOLZ et al., 2014). Em outro estudo de Huang e colaboradores com uma
linhagem de queratinécitos humanos imortalizados (HaCat) mostrou-se que o TRPV4
estava envolvido na diferenciagao celular, através do aumento de calcio induzido pelo
flavonoide baicaleina (HUANG et al., 2016).

Como o célcio desempenha um papel crucial na homeostase dos queratindcitos
(LEE; CATERINA, 2005), investigamos se o canal TRPV4 (um canal permeavel a
célcio) contribuia para o aumento da proliferacdo dos queratindcitos de camundongos
com psoriase induzida por IMQ. E, como o TRPV1 participa na disfungédo da barreira
epidérmica relatada na psoriase (ZHOU et al., 2018), acreditava-se que o TRPV4
também pudesse participar de alguma forma desse processo. Nesse estudo,
avaliamos a proliferacdo celular através da marcacdo de PCNA. Porém nossos
resultados demonstraram que o aumento de PCNA promovido pelo IMQ néo é

alterado apds a administragcao do antagonista HC-06747. Apesar de existirem outros
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parametros que poderiam ser avaliados, aparentemente o TRPV4 parece nao ter um
envolvimento direto com a hiperproliferacao epidérmica decorrente do estimulo com
IMQ.

De qualquer maneira, encontra-se mais uma peca nesse enorme quebra-
cabeca: diferente do que foi observado para outros TRPs, o receptor TRPV4 nao
parece participar dos mecanismos inflamatérios avaliados em nosso modelo de
psoriase utilizando tanto animais com delegao génica para o receptor TRPV4 quanto
o antagonista HC-067047. O HC-067047 € um antagonista TRPV4 potente e seletivo,
com atividade ja relatada in vivo, e os resultados observados com o mesmo
complementam os dados obtidos com os animais com deleg¢ao génica para o receptor
TRPVA4.

Pouco se discute sobre os sintomas fisicos ndo aparentes de pacientes com
doencgas de pele como prurido e fadiga associada, os quais também podem aumentar
o sofrimento devido as multiplas deficiéncias que os pacientes experimentam na vida
diaria (EVERS et al., 2005). Além do prurido, pacientes com diferentes doengas de
pele relatam diversas sensag¢des como dor, formigamento, frio e calor (DARSOW et
al., 2001; DAWN et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2015; STANDER et al., 2015). Dados
da literatura ja tem mostrado o envolvimento do receptor TRPV4 na dor. De fato, foi
evidenciado que o antagonismo de TRPV4 atenuou a dor neuropatica (MATERAZZI
et al., 2012) e a dor induzida pela quimioterapia em ratos (ALESSANDRI-HABER et
al., 2004). Outros estudos mostram que animais tratados com estreptozotocina
apresentaram hiperalgesia mecanica e hiperalgesia térmica ao frio, e o HC-067047 (1
mg/kg) administrado via subcutanea, diariamente, impediu significativamente o
desenvolvimento de hiperalgesia mecanica (DIAS et al., 2019). Embora a dor ndo seja
o sintoma que mais incomoda o paciente com psoriase, ela também esta presente
nesses pacientes (KITTAKA; TOMINAGA, 2017). No entanto, o envolvimento do
TRPV4 na dor psoriatica ainda nao havia sido relatado.

No presente trabalho, foi observado que a aplicagéo de IMQ causa hiperalgesia
mecanica nos animais. Essa é a primeira vez que se observa uma queda no limiar da
dor em modelo de psoriase induzida por IMQ. No entanto, os dados obtidos mostraram
que tanto a delegdo génica como o bloqueio do receptor com a utilizagdo do
antagonista de TRPV4, ndo foram capazes de inibir a hiperalgesia mecanica causada
pelo IMQ. Sugerindo que embora o TRPV4 participe de alguns processos de dor, na

dor psoriatica induzida por IMQ esse canal parece ndo estar envolvido.
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Com relagao ao prurido, existe uma forte associagao entre ele e a redugéo da
qualidade de vida, sendo importante a avaliagdo da dimensé&o psicossomatica para o
paciente (ELEWSKI et al., 2019). Importante ressaltar que de acordo com a literatura,
o prurido parece ser um fendbmeno bastante constante em pacientes com depressao.
Trata-se de um sintoma que afeta diretamente a qualidade de vida do paciente e por
isso 0 objetivo € identificar os mecanismos subjacentes do prurido nas doencgas de
pele e estabelecer uma terapia direcionada (CACCAVALE et al., 2016; SCHUT et al.,
2019).

Mesmo acreditando-se que nao existe correlagao entre a gravidade da doencga
e a intensidade do prurido em pacientes com psoriase (ROBLIN et al., 2014), o prurido
foi relatado em 60-90% dos pacientes com psoriase (REICH; SZEPIETOWSKI, 2014).
Varias substancias foram associadas ao prurido na psoriase, incluindo fator de
crescimento neural (NGF), substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), neuropeptideo Y (NPY) e produto do gene da proteina 9.5 (PGP 9.5). Em
geral, esses neuropeptideos tém sido implicados na fisiopatologia do prurido via
receptores ativados por protease (PAR-2) (ELEWSKI et al., 2019).

Canais TRPs no nervo sensorial também contribuem para o prurido, mas
acredita-se que a expressido de TRPV3 e TRPV4 em queratindcitos, em niveis muito
mais altos do que os observados nos neurdnios, possam estar envolvidos no prurido
nao histaminérgico. Mediadores como PGE2 e ATP que ativam os neurénios no DRG
também podem estar ativando os canais TRP nos queratinécitos (LEE; LEE, 2018).

Um dos principais efeitos colaterais do IMQ é o prurido. Sugere-se que a
sinalizagao do prurido induzido por IMQ é devida a co-expressao dos receptores TLR7
com os receptores TRPV1 no DRG (KITTAKA; TOMINAGA, 2017). Embora os
mecanismos pelos quais o IMQ cause potenciais de agdo nos neurdnios DRG
permanecam desconhecidos, o TRPV4 parece estar fortemente envolvido (SAKAI et
al., 2016).

Em estudo anteriores, mostrou-se que na psoriase, o prurido pode ser
desencadeado por diferentes estimulos quimicos (histamina, serotonina, etc). Embora
os estudos ndo mostrem a participagao do TRPV4 no prurido psoriatico no modelo de
IMQ, sabe-se que a delecédo de TRPV4 em macrofagos e queratindcitos suprime o
prurido alérgico e nao alérgico, respectivamente, em modelos animais para avaliagéo
de prurido (LUO et al., 2015; LUO et al., 2018). Outro estudo também relata que os

queratinécitos dependem do influxo de calcio mediado pelo TRPV4 na resposta a



79

histamina (CHEN et al., 2016). Sendo assim, fica evidente que a expressédo de TRPV4
nos queratinocitos é importante para o prurido. Além disso, estudos mostram que as
respostas intracelulares de calcio para a histamina e serotonina sdo reduzidas em
queratinocitos tratados com o antagonista de TRPV4 (HASHIMOTO et al., 2019).

Neste trabalho, foi evidenciado a importancia do TRPV4 no prurido psoriatico
induzido pelo IMQ. Os resultados encontrados mostraram uma redugao no tempo de
prurido tanto em animais nocautes para o TRPV4 quanto pelo bloqueio realizado com
o antagonista deste receptor. Apesar de néo ter sido investigado o mecanismo pelo
qual o TRPV4 estaria envolvido na coceira ocasionada pelo IMQ, o envolvimento
deste receptor ficou bastante evidente nos resultados encontrados. Sabe-se que o
TRPV4 é regulado positivamente na pele de individuos com certas condi¢cbes de
coceira (YANG et al., 2015; MOORE et al., 2018). Em estudo realizado por Akiyama
e colaboradores (2016) mostrou que camundongos com delegao génica para TRPV4
apresentaram uma reducao significativa no comportamento de coceira em resposta a
serotonina, mas nao a histamina, cloroquina ou agonista de PAR2/MrgprC11. No
mesmo estudo, utilizando HC-067047, 10 mg/kg, via intraperitoneal, verificaram
reducdo da quantidade de arranhdes provocados pela serotonina. Com isso, existem
evidéncias que o TRPV4 ¢é critico para a sinalizagao da serotonina em camundongos
normais (AKIYAMA et al., 2016). A coceira mediada por serotonina & bastante
complexa pois existem numerosos receptores de serotonina expressos nos neurdnios
aferentes primarios, bem como em mediadores imunoldgicos que podem estar
envolvidos (SNYDER et al., 2016).

Akiyama e colaboradores (2016) também descobriram que cerca de 90% dos
neurdnios sensoriais que respondem a serotonina, expressam TRPV4. Também
verificaram que a ativagao pela serotonina € dependente do TRPV4 e que, apenas a
proporcdo dos neurdnios que responderam a serotonina, estava reduzida
significativamente em camundongos com delecdo génica para o TRPV4. E ainda,
para identificar o receptor através do qual a serotonina atuava, os autores usaram
antagonistas especificos ao subtipo para 5-HT1 e 5-HT2 e verificaram que existe a
possibilidade de que 5-HT2, agindo via TRPV4, seja um dos principais mediadores
da coceira evocada por serotonina. Assim, parece haver pelo menos duas vias
distintas através das quais a serotonina medeia a coceira: uma via dependente de

TRPA1 que medeia a coceira mediada por 5-HT7, bem como uma via dependente de
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TRPV4 que provavelmente medeia a coceira mediada por 5-HT2 (AKIYAMA et al.,
2016).

Interessantemente, além da melhora no prurido, foi possivel também observar
um aumento no bem-estar dos animais com a delegdo génica para receptor TRPV4,
embora, essa melhora nao tenha sido significante apdés o tratamento com o
antagonista do TRPV4. Essa diferenca observada entre os dados obtidos com os
animais com delegcdo génica para o TRPV4 e o uso do antagonista, possivelmente
esta relacionado com a dose do antagonista utilizado nesse estudo. Nesse sentido,
uma curva dose resposta com o antagonista poderia elucidar esse ponto. No entanto,
com base nos dados aqui apresentados € possivel observar tanto uma melhora no
prurido bem como na qualidade de vida dos animais. E possivel sugerir que a redugao
do prurido tenha impactado na melhora da qualidade de vida. No entanto, nao
podemos descartar que a melhora na qualidade de vida dos animais também possa
estar ocorrendo por uma modulagéo do TRPV4 no sistema nervoso central (SNC). No
entanto, diferente do que se observa para o TRPV1 e TRPA1, em que ambos estao
envolvidos na ansiedade e/ou depressdao (DE MOURA et al., 2014) pouco se sabe
sobre o papel do TRPV4 no SNC.

Até pouco tempo atras, a abordagem clinica das doengas dermatologicas se
baseava no reconhecimento da doenca e seu respectivo tratamento. Atualmente, com
0s avangos na compreensao biolégica das doengas, € possivel diagnosticar e tratar
0S processos subjacentes da doenga para aumentar a qualidade de vida do paciente.
Isso significa que, ao invés do tratamento ser focado na doenga que acomete o
paciente, é possivel abordar também os disturbios patolégicos especificos que cada
paciente pode apresentar, levando maiores beneficios para os pacientes e a saude
da sociedade em geral (BLUME-PEYTAVI et al., 2019).

Nesse sentido, embora os resultados obtidos nesse estudo nao tenham
demonstrado uma melhora nas lesdes psoriaticas, nem na hiperalgesia mecanica, fica
evidente o envolvimento do receptor TRPV4 na melhora do prurido e na qualidade de
vida. Esses dois sintomas, sao de extrema relevancia para o paciente psoriatico, uma
vez que a maior queixa dos pacientes nao esta relacionada a dor nas lesdes
psoriaticas, mas sim com o prurido e a queda da qualidade de vida nesses pacientes.
Nos ultimos anos tem crescido o numero de artigos que avaliam a qualidade de vida
em pacientes com psoriase (OTUKI et al., 2011; MATTEIl et al., 2014; SANCLEMENTE

etal., 2017). Além disso, muitos estudos tentam relacionar os sintomas apresentados
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pelos pacientes psoriaticos e seu impacto na qualidade de vida deles (SARKAR et al.,
2016). Em 2009, Globe e colaboradores mostram um estudo no qual a maioria dos
pacientes classificam o prurido como o sintoma mais importante (31/39 pacientes
avaliados), mais grave (31/39 pacientes avaliados) e mais problematico (24/39,
pacientes avaliados) e observaram que o prurido afetava negativamente as atividades
diarias (por exemplo, concentragdo, sono, capacidade de frequentar trabalho ou
escola), bem como emocgdes (por exemplo, ansiedade e vergonha) desses pacientes
(GLOBE et al., 2009). Nesse sentido, o TRPV4 poderia ser um novo alvo molecular
para o desenvolvimento de farmacos que melhoram ndo somente o prurido mas que
também interferem no parametro de bem-estar psoriase ou outros problemas de pele

em que esses sintomas estao presentes.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo € o primeiro a investigar o papel do receptor TRPV4 no
processo psoriatico em camundongos. Os resultados obtidos indicam que o TRPV4
nao promove melhora nas condi¢des inflamatérias promovidas pelo IMQ, porém
parece estar relacionado com o bem-estar animal e reducdo do prurido provocado
pelo IMQ. Estudos posteriores serdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos
quais o TRPV4 possa estar reduzindo o prurido e melhorando a qualidade de vida de

pacientes com psoriase.
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