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RESUMO

A psoriase é uma doenca inflamatdria cronica da pele, ndo contagiosa e que
causa lesbes avermelhadas e descamativas na pele. Fatores ambientais estédo
altamente ligados ao desenvolvimento da doencga, tais como estresse, tabagismo,
alcoolismo. Devido ao grande estigma social causada pela visibilidade das lesbes
cutdneas muitos pacientes podem ainda apresentar distirbios neuropsiquiatricos,
depressdo, ansiedade, estresse pds traumatico e até mesmo comportamento
suicida sendo indicado nesses casos a prescricdo meédica de antidepressivos,
majoritariamente da classe de Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina
(ISRS). O tratamento padréo referente as lesdes € a utilizagdo de glicocorticoides e
imunossupressores que por sua vez, possuem muitos efeitos colaterais indesejaveis
ao paciente. Dessa forma o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
fluoxetina em modelo de psoriase induzido por TPA em camundongos. Os
resultados sugerem que a fluoxetina diluida em acetona foi capaz de reduzir o
edema, a migracdo de leucoOcitos e a espessura da epiderme na pele de
camundongos. Porém a incorporacdo da fluoxetina em creme, assim como 0
tratamento por via oral ndo causou alteracéo nos parametros inflamatorios induzidos
pela aplicagéo repetida de TPA na pele. Portanto, podemos concluir que a fluoxetina
apresenta efeito anti-inflamatério quando aplicado diretamente na pele, mas ndo o
tratamento sistémico. Novos estudos devem ser conduzidos para avaliar melhor
essa atividade.

Palavras-chave: Psoriase 1. Fluoxetina 2. Inibidores Seletivos da Recaptacdo de
Serotonina (ISRS) 3. Inflamacéao 4. Pele 5.



ABSTRACT

Psoriasis is a chronic non-contagious skin inflammatory disease that causes
red and scaly lesions on the skin. Environmental factors are highly linked to the
development of the disease, such as stress, smoking, alcoholism. Due to the great
social stigma caused by the visibility of cutaneous lesions many patients may still
present neuropsychiatric disorders, depression, anxiety, post traumatic stress and
even suicidal behavior, being indicated in these cases the medical prescription of
antidepressants, mainly of the class of Selective Inhibitors of the Recaptation of
Serotonin (SSRI). The standard treatment for lesions is the use of glucocorticoids
and immunosuppressants which in turn have many undesirable side effects to the
patient. Thus, the present study aimed to evaluate the effects of fluoxetine in a model
of TPA-induced psoriasis in mice. The results suggest that fluoxetine diluted in
acetone was able to reduce edema, leukocyte migration and epidermal thickness in
the skin of mice. However, the incorporation of fluoxetine in cream as well as oral
treatment did not cause changes in the inflammatory parameters induced by the
repeated application of TPA to the skin. Therefore, we can conclude that fluoxetine
has an anti-inflammatory effect when applied directly to the skin, but not the systemic
treatment. Further studies should be conducted to better evaluate this activity.

Key words: Psoriasis 1. Fluoxetine 2. Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors (SSRIs) 3. Inflammation 4. Skin 5.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Mecanismos envolvidos na patogénise da psoriase ............ccccceevvvvnnns 05
FIGURA 2 - Vias inflamatorias envolvidas na patogénese da psoriase .................. 06

FIGURA 3 - Protocolo da inflamacdo cutédnea crbnica induzida por mdultiplas

APNCAGOES A TPA L. e a e e e 12
FIGURA 4 — Efeito do tratamento tépico com fluoxetina no modelo de aplicacdes
=T 0TS 10 PSR [T N USSR 15
FIGURA 5 — Avaliacdo da fluoxetina no aumento da Espessura da Epiderme no
MOAE|O d& TPA IEPELIAOD ...oeiiieiieiiiee e e e e e e e e e e e 16
FIGURA 6 — Analise da Espessura epidérmica induzida por TPA .........cccceeeeeeeeennnn. 17

FIGURA 7 — Avaliacdo do tratamento com fluoxetina no Infiltrado celular na pele
submetida ao modelo de tratamentos repetidos com TPA ..., 18

FIGURA 8 — Avaliacdo do Edema no Modelo de Inflamac&o Cutanea induzida por

TP A e 19
FIGURA 9 - Efeito da Fluoxetina via oral na atividade das enzimas MPO e NAG
induzidas pela aplicac@o multipla de TPA ... 20

FIGURA 10 - Avaliacdo da Espessura da Epiderme das amostras obtidas do
Modelo de Inflamacgéo Cutanea induzida por TPA ...t 21

FIGURA 11 - Avaliacdo da Espessura e de Inflamagcdo Cutanea induzida por

FIGURA 12 — Efeito do creme de Flouxetina no Edema induzido por aplicacdes
FEPELIAAS A8 TPA ..ottt e e e e r e e eeeeeeee e 25
FIGURA 13 — Efeito do creme de Fluoxetina na atividade das enzimas MPO e NAG
induzidas pela aplicacdo multipla de TPA ... 26
FIGURA 14 - Avaliacdo da Espessura da Epiderme das amostras obtidas do
Modelo de Inflamagéo Cuténea induzida por TPA ... 27

FIGURA 15 — Avaliagdo da Espessura de Inflamagdo Cutanea induzida por



5-HT
5-HT1 /5-HT1R
5-HT7/5-HT7R
5-HT2AR
DHFR-
AMPc
HTAB
HPLC

IL (n)
IMAO

IMQ

IRND
ISRS/SSRI
K (n)

MPO
MRP-8
NAG

NK

NKF«B
SKALP
STAT 1e3
TCD4+
TCD8+
TGF-B
TGase K
Thl

Th2

TNF

TPA

LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

- Serotonina
- Receptor de serotonina tipo 1
- Receptor de serotonina tipo 7
- Subtipo de receptor de serotonina tipo 2
- Diidrofolato redutase
- Adenosina monofosfato ciclico
- Hexadeciltrimetilamonio
- High performance liquid chromatography
- Interleucina (tipo da interleucina)
- Inibidores da monoamina oxidase
- Imiquimode
- Inibidores de receptacao de noradrenalina-dopamina
- Inibidores Seletivos de Receptacao de Serotonina
- Queratina (tipo da queratina)
- Mieloperoxidase
- Fator inibidor da migracéo
- N-acetylglucosaminidase
- Célula Natural Killer
- Fator nuclear kappa B
- Antileucoproteinase derivada da pele
- Signal transducer and activator of transcription 1 e 3
- Célula T diferenciada do tipo CD4
- Célula T diferenciada do tipo CD8
- Transforming growth factor tipe beta
- transglutaminase tipo |
- Célula T do tipo The Hellper 1
- Célula T do tipo The Hellper 2
- Tumor necrosis fator (Fator de necrose tumoral)

- 12-O-tetradecanoilforbol- 13-acetato



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt ettt aae e
2 LS =107 1Y 7N
T 0] =101 = 1 LV 1TSS
3.1 OBIETIVO GERAL ..ottt ettt ettt e eneaere e
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....vcviveveceeteeeeteeeeeeets et eans e
4. REVISAO DE LITERATURA ....oooviiiiceeee et ee e en e en e,
A1 PSORIASE ..ottt ettt
4.2 DEPRESSAO E PSORIASE ......oovivieieeeeeeeeee e e e en e sen s
4.3 FARMACOS INIBIDORES DA RECAPTACAO DE SEROTONINA

ST I N1 7 £ SRR
5.2 MODELO ANIMAL DE INFLAMACAO CUTANEA INDUZIDA POR TPA ........
5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO E DA NAG ..................
5.4 AVALIACAO DO TECIDO CUTANEO ATRAVES DE ANALISE
HISTOLOGICA ...ttt ettt e et e e enae e et e e eneas
5.5 ANALISE ESTATISTICA ..c.eeeeeeceee ettt
B. RESULTADOS ... e
6.1 EFEITO DO TRATAMENTO TOPICO COM FLUOXETINA NO MODELO DE
INFLAMACAO CUTANEA INDUZIDA POR MULTIPLAS APLICACOES DE TPA..
6.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM FLUOXETINA VIA ORAL NO MODELO
DE INFLAMACAO CUTANEA INDUZIDA POR MULTIPLAS APLICACOES DE

6.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM CREME DE FLUOXETINA NO MODELO
DE INFLAMACAO CUTANEA INDUZIDA POR MULTIPLAS APLICACOES DE

7. DISCUSSAOD. ..ottt
8. CONCLUSAOD ..o
9. REFERENCIAS ..o ettt

01
02
03
03
03
04
04
08

10
11
11
11
12
13

14
15

15

19

24
30
33
34



1. INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca inflamatéria cronica que acomete a pele,
eventualmente atingindo as articulagdes (Ogawa et al., 2019) Pode ser associada a
rapida e intensa proliferacdo epidérmica, caracterizando-se clinicamente por lesdes
eritematosas e descamativas, levando ao fendtipo de placas acinzentadas na pele
(Blauvelt, 2007). J4 é elucidado que fatores genéticos estdo diretamente ligados
com a maior propenséo de desenvolvimento da doenca (Suzuki, et al. 2014), assim
como distarbios neuropsiquiatricos como depressdo, ansiedade, distlrbios poés
traumaticos e até comportamento suicida (Arruda et al., 2011). Em geral, pacientes
com psoriase possuem uma reducao na sua qualidade de vida, devido ao grande
impacto social causado pelo fenétipo que a doenca apresenta, tornando-se assim
comum prescricdes de antidepressivos no tratamento dos disturbios dermatolégicos
e neuroldgicos, por estarem de alguma forma correlacionados (Rieder e Tausk,
2012; Kimball, A.B. et al, 2012; Dowlatshabhi, et al, 2013)

Recentemente, existem pesquisas evidenciando a presenca e acdo da
serotonina na pele, porém ainda ndo se tem conhecimento sobre o papel desse
neurotransmissor em patologias de pele, como por exemplo a psoriase. Na intencao
de buscar novos alvos terapéuticos para o tratamento da psoriase, e devido a falta
de maiores conhecimentos sobre o papel da serotonina na pele psoriatica, o sistema
serotoninérgico torna-se uma interessante ferramenta na busca de novos agentes

terapéuticos para doencas inflamatorias crénicas.



2. JUSTIFICATIVA

A psoriase traz ao paciente um certo estigma ja que as lesdes geralmente
aparecem em locais visiveis. Sendo assim, além do tratamento com corticoides ou
imunossupressores, muitos pacientes precisam de um suporte psiquiatrico. Nesses
casos a administracdo de antidepressivos é muito comum, sendo o mais utilizado da
classe de inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) (Cassano, et al.
2009). Estudos mostram que o sistema de serotonina esté presente na pele e pode,
de alguma forma, estar regulando negativamente o processo inflamatorio e a
hiperproliferacdo de queratindcitos (Wu, et al. 2018).

Dessa forma buscamos uma melhor compreensdo das funcdes que a
serotonina pode ter nas lesGes de pele, especificamente na pele psoriatica, podendo

representar um possivel alvo terapéutico no tratamento dessa patologia.



3.1.

3.2.

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da fluoxetina em modelo de inflamacéo cutanea induzido pelo
TPA.

Objetivos Especificos

Verificar o efeito do tratamento com Fluoxetina em inflamacéo cutanea induzida

por TPA em camundongos Swiss;

Realizar analise histologica de amostras de pele de animais submetidos ao
modelo de TPA;

Avaliar a atividade das enzimas MPO e NAG de amostras epidérmicas;



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Psoriase

A psoriase é uma doenca inflamatéria cronica da pele e das articulagdes,
nao contagiosa (Ogawa et al., 2019) que atinge de 2-3% da populacdo mundial e
acomete igualmente ambos os sexos, principalmente entre a segunda e a quarta
décadas de vida (Wu et al.,, 2018) Em relacdo a prevaléncia de cor de pele, a
doenca parece estar presente em 76% dos casos, em individuos de pele branca
(Silveira, et al., 2017). Estudos descobriram que a maioria do inicio da psoriase
ocorre durante a adolescéncia, descrita como um aumento linear ao longo da
infancia ou como um pico de inicio nos jovens de 16 a 22 anos de idade (Gonzalez,
et al., 2016)

J& é de consenso literario que a doenca possui intensa atividade do sistema
imunolégico além do relevante fator genético associado a um alto grau de
polimorfismo genético (Silveira, et al. 2017). Seu fenotipo consiste na presenca de
lesbes avermelhadas descamativas e placas acinzentadas preeminentes nos
cotovelos, joelhos, pés, méaos, regido sacra e couro cabeludo (Rodrigues e Teixeira,
2009) , entretanto eventualmente podem estar distribuidas por uma extensa area
corporal (Aparecida e Reis, 2017). Essas exacerbacgfes estdo associadas a alta taxa
de proliferacdo dos queratindcitos, infiltrado leucocitario presentes na epiderme,
expansdo vascular e alteracdo na producdo de citocinas na derme, exacerbando
assim ainda mais a resposta inflamatoria na pele. (Rodrigues e Teixeira, 2009)

A patogénese da psoriase estudada em modelos murinos, mostram que o
estresse celular somados a fatores genéticos causam a morte de queratindcitos e a
liberacdo do auto-DNA, que sao capazes de se ligarem a LL-37, que por sua vez
ativa células dendriticas (DCs) presentes de dérme e libera citocinas pro-
inflamatorias. As DCs ativadas migram para o linfonodo, que drena a pele e células
T maduras para Thl e Th17. Células T ativadas migram para o local de inflamagéo e
secretam citocinas derivadas de Th1l7 para ativar os queratindcitos a liberarem
citocinas e quimiocinas. Essas, por sua vez, resgatam neutréfilos e invadem a
epiderme. Os queratindcitos também produzem fatores de crescimento que irdo
levar ao processo de angiogénese. Devido a ativacdo de fibroblastos, células T
infiltradas e queratindcitos epidérmicos, a inflamacdo se exacerba levando ao

espessamento epidérmico, desregulacdo do estrato coOrneo, papilas dérmicas



alongadas e infiltracdo epidérmica de neutréfilos e células T, resultando no
desenvolvimento de marcas da psoriase (Chuang, et al. 2018) (FIGURA1)

Além de fatores genéticos, fatores ambientais — estresse, consumo de
drogas- também sdo um importante gatilho para o aparecimento das lesdes
psoriaticas uma vez que hé a desregulacdo do sistema imune inato (queratinécitos,
células dendriticas, macréfagos, neutrofilos, mastocitos e células endoteliais) que
passa a produzir citocinas proé-inflamatérias capaz de ativar o sistema imune
adaptativo (Linfécitos T) (Lowes et al.,, 2008). Os queratinécitos, células natural
killers (NK), fibroblastos e macrofagos presentes na epiderme e derme, uma vez
ativos sintetizam mediadores pré-inflamatérios (IL-6, IL-1 IFN-a, IFN- y e TNF- a)
capazes de estimular as células apresentadoras de antigenos (APCs) a produzirem
Interleucina 12 (IL12) e Interleucina 23 (IL23) que irdo atuar ativando os Linfocitos T
(Paula e Sanchez, 2010). Uma vez que as interleucinas 12 e 23 passam a ser
sintetizadas, irdo atuar na diferenciagdo dos Linfécitos T em TCD4+ tipo The helper
1 (Thl) e TCDS8+ tipo The helper 17 (Th1l7) respectivamente, produzindo os

mediadores especificos de cada via (FIGURA 2).
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Figura 1: Mecanismos envolvidos na psoriase (FONTE: Chuang, S. et al, 2018)
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FIGURA 2: Vias inflamatérias envolvidas na psoriase. (FONTE: BLAUVELT A., 2007)

Em analise de lesdes psoriaticas foram encontrados quantidades
expressivas de subunidades proteicas presentes na IL-23, sugerindo que a via Th-
17 € mais expressiva na fisiopatogenia da doenca (Carvalho, et al. 2012). A IL-17,
produzida pela célula Th-17, neutrdfilos e células TCD4+ (Chen, F. et al., 2016)
(Thom, V. et al., 2016) atua no recrutamento de neutréfilos, CD e células T naive,
amplificando assim ainda mais o sinal inflamatério (Blauvelt, 2007), por outro lado o
mediador responsavel pela hiperproliferacdo dos queratinécitos é o TGF-B,
produzido pelo linfécito T naive (Huang, J. et al, 2004).

Além de todos os mediadores j& mencionados, estudos recentes mostram
gue o TNF atuam como ativadores de fator de transcricdo (STAT-1, STAT-3, NFKB)
gue sédo fundamentais na transcricdo de genes codificadores de mediadores
inflamatorios presentes na psoriase, baseado em modelos que fazem o bloqueio do
TNF-a inativando parcialmente a maturacdo de células dendriticas, linfocitos,
guimiocinas, fatores de crescimento e queratinécitos (Gottlieb et al., 2005; Lowes et
al., 2008)

Outro fator importante e que esta alterado € a presenca de queratina, que
€ uma proteina heteropoliméricas, referente a organizacdo estrutural do filamento
intermediario em células epiteliais (Corden, et al. 1996). Na psoriase a
hiperproliferagdo dos queratinocitos na camada basal da pele promove o
espessamento epidémico devido a alta taxa proliferativa, dificultando assim a

diferenciacdo celular (Rodrigues e Teixeira, 2009). Local em que € observado



expressdo predominante de queratina 14, 6 e 16 (K14, K6, K16) (MCKAY, IA. 1995),
gueratina 17 (K17) e uma reducéo na expressao de K1 e K10, diferente do padrao
observado em pele saudavel (Leigh et al., 1995). K1 e K10 sdo marcadores para
diferenciacdo e s6 sdo expressos em bem-diferenciados (Leigh et al., 1995 ; Leask,
Rosenberg, Vassar e Fuchs, 1991).

A atual conduta médica no tratamento das lesdes é a administracdo de
glicocorticoides e imunossupressores. O imunossupressor de uso majoritario na
clinica € o metotrexato, um antagonista de &acido félico que possui capacidade
imunossupressora e citotdéxica. Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo
irreversivel da enzima diidrofolato redutase (DHFR), responsavel pela catélise de
diidrofolato em tetraidrofolado, fundamental na sintese de purinas e timidilato
(Verberne, et al. 2019). Devido a esse efeito do metotrexato, a sintese do DNA e
replicacdo celular, torna-se deficiente, tornando-se um alvo terapéutico na psoriase
por atingir diretamente tecidos com alta taxa de proliferacdo celular (Verberne et al.,
2019). Adicionalmente a isso ha inibicAo de células TCD4+, que impedem a
maturacédo dos linfocitos para uma resposta especifica e a consequente liberacao de
citocinas inflamatérias causada pela ativacdo de macrofagos (Cronstein, 1997)
Sendo assim, células atuantes na psoriase (por exemplo fibroblastos e
gueratindcitos) ndo estardo sendo estimuladas de maneira desordenada como
ocorre na psoriase, amenizando assim lesdes cutaneas e articulares. Embora esse
farmaco seja superior a muitos outros em termos de eficicia o tratamento deve ser
rigorosamente monitorado em razédo de disturbios homeostéaticos do sangue, cirrose
hepética, efeitos teratogénicos, nauseas, problemas gastricos além de fibrose
pulmonar (Kerkhoe, et al, 1994) (Wang, et al. 2018) (Verberne et al., 2019)

A psoriase e a depressdo estdo comumente associadas, uma vez que o
transtorno depressivo afeta diretamente os pacientes atuando na piora das lesdes e
na diminuicdo da adesdo do tratamento da doenca (Abraham, et al. 2015). Para
esses pacientes a conduta médica, além do tratamento prescrito para as lesdes
psoriaticas, € a prescricdo de medicamentos antidepressivos. Uma das possiveis
escolhas e bastante comum é a prescricdo de inibidores da recaptacdo de
serotonina. A serotonina  (5-hidroxitriptamina; 5-HT) é um importante
neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC), também atua nos tecidos
periféricos e sobretudo o sistema imunologico (Wu, et al. 2018). A 5-HT induz a

sintese de DNA e intensifica a mitose do fator de crescimento derivado de



plaquetas-BB. Os efeitos da proliferacdo mediada pela 5-HT possivelmente
envolvem a fosforilacdo de proteinas ativadoras de GTPase, uma vez que a inibicdo
da GTPase bloqueia respostas migratorias e proliferativas (Liu, et al, 2010) (Azmitia,
2001). Dessa forma a serotonina parece ter também um impacto na migracdo e
proliferacdo celular podendo representar uma importante ferramenta no

entendimento da fisiopatologia da psoriase (Thorslund e Nordlind, 2007).

4.2. Depressdo e psoriase

Devido aos processos mencionados anteriormente, € estabelecido um
guadro de aparecimento de lesbes roseas recobertas de escamas na pele, que
podem se alternar em periodos agudos com fases e melhora e piora. Apesar de sua
causa ainda nao ser totalmente elucidada, sabe-se que fatores emocionais estéo
frequentemente relacionados com o surgimento ou até mesmo 0 agravamento
dessas lesdes cutaneas (Arruda et al., 2011). Diversos estudos ja mostraram que
pacientes com psoriase possuem maior probabilidade no desenvolvimento de
obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia, diabetes tipo IlI, hipertenséo,
sindrome metabdlicas e doenca cardiovascular (Mallbris et al., 2004;Glynn, et al
2009).

Devido a visibilidade e prejuizo estético causados pela presenca das lesdes
a autoimagem do paciente, autoestima e sensacdo de bem estar, sdo afetadas
negativamente, dificultando as atividades dirias e o contato social (Wasel et al.,
2009) (Parletta, 2018). Consequentemente um dos fatores amplamente observados
nesses pacientes € o aparecimento de doencas neuropsiquiatricas, ansiedade,
depressdo e comportamento suicida, sendo um gatilho a maior propensao de
consumo excessivo de alcool e drogas (Kirby et al., 2008) (Naldi et al., 2005)
(Gupta, et al. 1993). Estudos em modelos animais mais recentes realizados na
China, mostraram que ha um predominio ao desenvolvimento de ansiedade e
depressdo em pacientes com psoriase comparado com a populagdo geral. Sendo
gue, apos a administracdo de medicamentos ansioliticos e antidepressivos, as
lesbes desses pacientes reduziram significativamente - porém 0 mecanismo
envolvido ainda é desconhecido (Jiawen,W. et al, 2018). Em um levantamento de
caso, foram analisadas diferentes classes de antidepressivos em doencas de pele,

incluindo a psoriase. As classes analisadas foram: Inibidores da monoamina oxidase



(IMAO), Inibores de receptacédo de noradrenalina (IRND) — bupropiona, Inibidores
seletivos de receptacédo da serotonina (ISRS) — paroxetina, Inibidores de TNF-a —
escitalopram. Todos os grupos tratados obtiveram melhora, porém algumas analises
foram feitas somente em relacdo a extensao das lesdes, excluindo as analises de
espessamento epidérmico e intensidade. Além disso, 0s pacientes tratados com
paroxetina foram os Unicos que apresentaram retorno das lesées depois de 1 anos
(D'erme, et al. 2012). Ha demais estudos que sugerem a eficacia do escitalopram na
melhora das lesdes psoriaticas (D'erme, et al., 2012)

Em contrapartida um relato de caso realizado em Singapura identificou que
além das drogas comumente usadas em consultérios psiquiatricos, ja conhecidas
por provocar a exacerbacado da psoriase (Litio) houve novos relatos de drogas da
classe ISRS podem desencadear e até mesmo desenvolver a psoriase em
pacientes pré-dispostos a doenca e sem histdrico familiar, respectivamente. Dois
casos foram relatados apds o uso de paroxetina e outros dois durante o tratamento
com fluoxetina (Lin, et al. 2010). Porém sdo numeros relativamente pequenos para
uma afirmacao conclusiva.

Devido ao prejuizo social e psicologico que doencga traz a conduta médica
aliada ao tratamento para a melhora das lesbes, muitas vezes passa a ser a
prescricdo de medicamentos antidepressivos que tem como finalidade a melhora
neuropsiquiatrica do paciente. No entanto, muitas vezes a administracdo desses
medicamentos parece melhorar as les6es, mas como 0s pacientes também fazem
uso de farmacos imunossupressores e/ou anti-inflamatorios, ainda fica a davida
sobre a acao do antidepressivo. Estaria o antidepressivo interferindo somente no
controle emocional, na depressao e ansiedade ou ele também teria alguma acéo
direta sobre o processo inflamatério? Dessa forma este trabalho procurou elucidar o
possivel efeito anti-inflamatério nas lesGes de pele de um dos antidepressivos mais

usados, a fluoxetina, através de um modelo de inflamacao cutanea.

4.3. Farmacos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina ISRS
Os farmacos inibidores da receptacdo de serotonina (ISRS) acabam por

aumentar a transmissao de 5-HT e sdo amplamente prescritos no tratamento de
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transtornos depressivos e estresse crénico (Thorslund, et al, 2013). S&o cinco
farmacos pertencentes a essa classe: fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina
e citalopram. As propriedades farmacocinéticas de cada farmaco € variavel (Hiemke
e Hartter, 2000).

O papel do sistema serotoninérgico € amplamente conhecido pela intensa
relacdo com respostas de estresse, apetite, sono, desejo sexual memobria e
comportamento, indicando sua importante atividade reguladora da homeostase
(Gudmundsdottir, et al. 1999). Também é bem estabelecido na literatura que as
alteracbes na neurotransmissdo de 5-TH possui ligacdo fisiopatoldgica com
comorbidades psiquiatricas, principalmente a depresséo (Tohid, et al. 2016). Além
da sua atividade sobre o sistema limbico, a 5-HT parece ter acdo vasoativa sobre o
sistema cardiovascular, musculo liso e agregacao plaquetaria (Clerck, et al. 1994).

Em um estudo de avaliacdo dos efeitos anti-inflamatérios de
antidepressivos, a fluoxetina foi capaz de reduzir o edema de pata em ratos,
suprimindo a inflamacdo em 14,6, 15,8 e 24,6% (Abdel, et al. 2003). Porém a
atividade da sertralina foi oposta, exacerbando ainda mais a inflamacdo. De acordo
com esses dados a modulagdo de neurotrasmissdo serotoninérgica nas
propriedades anti-inflamatoérias seria improvavel, sugerindo assim que outros
mecanismos além da modulacdo de 5-TH podem estar envolvidos em efeitos anti-
inflamatorios, visto que nos ratos tratados com ISRS a concentracdo de substancia
P e PGEZ2 reduziram (Abdel, et al. 2003).

Em contrapartida, ha resultados provenientes de modelos in vivo e in vitro
gue mostram a atividade imunoreguladora negativa dos ISRS, por suprimir a taxa de
producédo de IFN-y, IL-10 e TNFa (Kubera, et al 2001; Kenis e Maes, 2002)

Dessa forma farmacos, como a fluoxetina, que possuem propriedades de
inibir a recaptacdo de 5-HT e aumentar seus niveis, podem ser um importante alvo

terapéutico devidos seus possiveis potenciais efeitos anti-inflamatorios.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
fémeas (25-35 g) provenientes do Biotério Setorial do Setor de Ciéncias Bioldgicas.
Os animais foram mantidos em condi¢cdes de temperatura controlada (22 + 2°C),
respeitando uma fase de ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e
racao comercial. Os experimentos foram realizados na sala destinada para esse fim,
sem interferéncia sonora e olfativa. Todos os protocolos experimentais seguiram as
diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do

Parana, sob o nimero 1047.

5.2. Modelo animal de Inflamacao Cutanea induzida por TPA

Esse modelo é induzido pela aplicacdo de 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) na orelha dos camundongos. O TPA é um éster de forbol que atua na
exacerbacdo da proliferacdo celular, ativacdo de respostas inflamatorias cutaneas
devido ao aumento do da permeabilidade vascular e vasodilatacdo (Tubaro et al.,
1986).

O TPA foi aplicado topicamente na orelha direita de cada camundongo (2,5
pg/orelha em 20 pyL de acetona) em dias alternados, durante 9 dias. O tratamento
com Fluoxetina (diluida em acetona, creme e via oral) teve inicio a partir do quinto
dia do experimento, a cada 12 horas. A espessura da orelha foi avaliada diariamente
com o auxilio de um micrémetro digital (Eletronic Outsidse Micrometer 0-25 mm
0.001 mm, Digimess). No 9° dia de experimento os animais foram eutanasiados e
bidépsias (6 mm) da pele das orelhas foram coletadas, pesadas e submetidas a
analise histoldgica.

Os grupos experimentais foram: Naive (ndo obteve nenhuma intervencéo),
Controle (somente aplicagdes de TPA 2,5 pg/orelha), Fluoxetina diluida em acetona
(Imgl/orelha), Fluoxetina em creme 5%, Fluoxetina via oral (10 mg/kg) e controle
positivo, dexametasona em acetona (0,1 mg/orelha), em creme (0,1%) e via oral

(3mg/kg). A aplicagcdo do TPA foi 1x por dia em dias alternados, iniciando no



12

primeiro dia de experimento e finalizando no 9° e Ultimo dia de experimento,

conforme Figura 3.

Retiradas amostras
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FIGURA 3. Protocolo da Inflamagdo Cutadnea Crbnica induzida por multiplas

aplicagdes de TPA. Fonte: O autor.

5.3. Avaliacédo da Atividade Enzimatica da MPO e da NAG

A mieloperoxidase (MPO) € uma importante enzima metabolizadora atuante
nas respostas de estresse oxidativo, expressa diante da ativacdo leucocitaria e da
degranulacdo de células polimorfonucleres, sendo um fundamental indicativo e
biomarcador da presenca de inflamacéo (Esporcatte, et al. 2007) (Roman, et al.
2007). Para a avaliacdo da atividade enzimética da MPO foi utilizado um protocolo
ja estabelecido (Bradley, et al. 1982). No modelo de edema de orelha com mdltiplas
aplicacoes de TPA, as amostras de tecido (6mm) da orelha dos camundongos foram
coletadas no sétimo dia de experimento. Uma quantidade de 0,75 mL de tampé&o
fosfato de s6dio 80 mM (pH 5,4) foram adicionadas em cada amostra, juntamente
com 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) e homogeneizadas por 45 segundos
em temperatura de 0°C. E ao tecido centrifugado (homogenato) foram adicionados
0,75 mL de tampéao fosfato.

As amostras foram centrifugadas a 4°C durante 20 minutos e posteriormente
foram feitas triplicatas de 30ul com o sobrenadante, do qual foi colocado em uma
placa contendo 96 pocos e em seguida adicionando 200 uyl de uma mistura (que
contém 100 pl de tampéo fosfato de s6édio 80mM + 85 pl de PBS 0,22 M) + 15 ul de

peréxido de hidrogénio 0,017%) em um dos 96 pocos.
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Para iniciar a reacdo é necessario a adicdo de uma mistura contendo
tetrametilformamida dissolvida em dimetilformamida 8%, incubada a 37°C por 3
minutos, apos esse tempo deve-se adicionar 30 L de acetato de sodio para que a
reacao seja interrompida. A atividade enzimatica da MPO foi determinada atraves
da andlise de absorbancia a 620 nm medida pelo leitor Bio-Tek Multi-Mode
Microplate rader, Synergy HT).

Também foi avaliada a atividade enzimatica da NAG, utilizada como
marcador de macréfagos e indicativo de inflamacéo (Coelho, et al. 2013; Pinto et al.,
1990). A atividade da NAG foi avaliada seguindo protocolo pré estabelecido
(Sanches & Moreno, 1999). As amostras de tecido (6mm) da orelha direita dos
camundongos submetidos a aplicacdo do TPA foram submetidas a protocolo
semelhante ao descrito acima, adicionando 100 ul de tampéo citrato 50mM, e a
reacdo foi iniciada pela adicdo de 25 pl de p-nitrofenil-acetamida-p-D-
glicopiranosideo (2,24 mM) dissolvido em agua. Em seguida a placa foi incubada a
37°C por 60 minutos e foi adicionado 30 pl de tamp&o glicina 200nM em cada poco,
para interromper a reacdo. A atividade enzimatica da NAG foi determinada através
da andlise de absorbancia a 450 nm medida pelo leitor Bio-Tek Multi-Mode
Microplate rader, Synergy HT).

5.4. Avaliacédo do tecido cutaneo através de analise histolégica

As amostras do tecido foram coletadas do camundongo, no modelo do TPA
foi feita a coleta da orelha direta. Essas amostras foram fixadas em 85 mL de
ALFAC 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de acido acético glacial) durante 16
horas. Posteriormente as amostras foram colocadas em solucédo alcodlica 70% até o
processo de desidratacdo ter iniciado. Apoés a desidratacdo das amostras, essas
foram emblocadas em parafina, cortadas no microtomo e por fim coradas com HE. A
infiltrac@o leucocitaria foi avaliada com aumento de 200x e a quantificacdo através

da contagem de migragao celular com auxilio do programa Image J.

5.5. Andlise Estatistica
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Os resultados serdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
do teste de mdultipla comparacdo de Newman-Keuls ou de duas vias seguida do
teste Bonferroni conforme a necessidade. Valores de P menores do que 0,05 (P<
0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os caélculos seréo
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versao 6.00, San Diego
Califérnia, EUA.
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito do tratamento tépico com fluoxetina no modelo de inflamacéao
cutanea induzida por multiplas aplicacdes de TPA

A aplicacéo topica de TPA (2,5 pg/orelha) promoveu a formagcdo de edema
conforme verificado pelo aumento da espessura da orelha na Figura 4. O grupo que
recebeu TPA e tratamento topico com fluoxetina mostrou uma reducdo do edema
em 2859 = 0,8% no 7° e 38,18 = 1,01% no 9° dia. O controle positivo,
dexametasona 0,1%, foi capaz de reduzir o edema a partir do 5° dia, com reducao
de 77,5 £ 1,01% no 9° dia.

400
- TPA

-& Fluoxetina

—- Dexametasona

(4]

o

o
1

200 -

*kk

100 -

AEspessura da Orelha (um)
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FIGURA 4: Efeito do tratamento topico com fluoxetina no modelo de aplicacdes
repetidas de TPA. O processo inflamatorio crénico foi induzido com a aplicacdo tépica de
TPA em dias alternados durante 9 dias. A Fluoxetina (1,0 mg/orelha) e a dexametasona (0,1
mg/orelha) foram aplicados topicamente durante 4 dias, duas vezes ao dia (12/12 h) a partir
do quinto dia de experimento e a espessura da orelha medida diariamente. Os valores estdo
expressos como média + EPM (n=5-8). Os simbolos representam o nivel de significancia em

relag@o ao controle (C). ***P< 0,001 e ** P< 0,01. A seta indica o inicio do tratamento.

Com as biopsias coletadas das orelhas dos animais, foi possivel verificar

atraves da histologia, o espessamento epidérmico e a migracdo de ceélulas
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inflamatoérias. Na Figura 5, estdo fotos representativas dos grupos (A) Naive, (B)
TPA e (C) TPA + Fluoxetina em acetona.

FIGURA 5: Avaliagdo da fluoxetina tépica no aumento da Espessura da Epiderme no
modelo de TPA repetido. Fotos representativas de cortes histologicos das orelhas dos
camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por TPA corados com
HE, aumento de 200x, escala de 100 pm. Sendo representados os grupos naive (A), que
ndo recebeu nenhum tratamento; controle (B) que recebeu TPA; (C) Fluoxetina 1 mg/orelha
(em acetona) e (D) Dexametasona em acetona (0,1 mg/orelha). Andlise da espessura da
epiderme. As barras verticais representam a média + EPM (n=3). Os simbolos representam

o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle (TPA), ****P<0,001.

Na Figura 6, o resultado da avaliacdo da espessura da epiderme demonstra o
aumento obtido com a aplicacdo de TPA e a reducdo significativa no grupo tratado
com TPA + fluoxetina acetona de 20,62 + 3,47%, assim como no grupo tratado com
TPA + dexametasona que também apresentou reducéo significativa.
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Figura 6: Andlise da Espessura epidérmica induzida por TPA. Efeito do tratamento
tépico com Fluoxetina em acetona e da dexametasona sobre a migracdo leucocitaria
induzida pela aplicacdo mdultipla de TPA. A Fluoxetina em acetona (1mg/orelha) e a
dexametasona (0,1mg/orelha) foram administrados durante 4 dias, duas vezes ao dia
(12/12 h) a partir do quinto dia de experimento. As barras verticais representam a média *
EPM (n=9). Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparado ao grupo
controle (TPA), ***P<0,001.

As andlises dos cortes histolégicos também demonstram que o grupo que
recebeu somente o TPA obteve um aumento no infiltrado celular no tecido das
orelhas dos camundongos (Figura 5). O tratamento topico com fluoxetina diluida em
acetona foi capaz de reduzir de modo significativo o infiltrado celular, quando
comparado com o grupo controle em 12,43 + 0,9%. O grupo dexametasona também

reduziu de modo significativo 72,31 + 0,9% (Figura 7).
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FIGURA 7: Avaliagdo do tratamento com fluoxetina no Infiltrado celular na pele
submetida ao modelo de tratamentos repetidos com TPA. Efeito do tratamento tépico
com Fluoxetina (1,0 mg/orelha) e da dexametasona (0,1 mg/orelha) sobre a migracao
leucocitéria induzida pela aplicacdo mdltipla de TPA. A quantificacéo foi realizada atravées
da contagem do numero de células na derme, com aumento de 400x em cinco campos
distintos de trés cortes histologicos diferentes de trés animais de cada grupo. As barras
verticais representam a média + EPM (n=3). Os simbolos representam o nivel de

significancia quando comparado ao grupo controle (TPA), ****P<0,001.
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6.2. Efeitos do tratamento com Fluoxetina por via oral no modelo de

inflamacgado cutanea induzida por aplicagcdes multiplas de TPA

Como a fluoxetina apresentou efeito quando aplicado por via tépica diluida
em acetona, apresentando efeito local, o proximo passo foi testar a fluoxetina via
oral no modelo de inflamacéo através de multiplas aplicagées de TPA. Os resultados
mostram que o tratamento com a fluoxetina via oral (10 mg/kg) ndo reduziu o edema
induzido pelo TPA, enquanto a grupo tratado com dexametasona via oral foi capaz

de reverter o edema em 81,92 + 1,01% no dia 9 (Figura 8).
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FIGURA 8: Avaliacdo do Edema no Modelo de Inflamag¢&o Cutanea induzida por TPA.
O processo inflamatoério cronico foi induzido com a aplicacdo tépica de TPA em dias
alternados durante 9 dias. A Fluoxetina (10mg/kg) e a dexametasona (3mg/kg) foram
administrados durante 4 dias, duas vezes ao dia (12/12 h) a partir do quinto dia de
experimento e a espessura da orelha medida diariamente. Os valores estdo expressos
como média + EPM (n=4-6). Os simbolos representam o nivel de significancia em relacdo

ao controle (TPA). **P< 0,001 e * P< 0,05. A seta indica o inicio do tratamento.
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Na Figura 9, a aplicacdo tépica de TPA na orelha dos camundongos
produziu um aumento da atividade das enzimas MPO (Figura 9A) e NAG (Figura
9B). Novamente o tratamento com creme de fluoxetina ndo foi capaz de modificar o
aumento na atividade das enzimas. Ja o controle positivo, dexametasona, promoveu
a reducdo da atividade enziméatica MPO em 91,7 + 0,1% e da NAG em 43,9 + 0,6%.

Absorbancia (620 nm)

Absorbancia (450 nm)

FIGURA 9: Efeito da Fluoxetina via topica na atividade das enzimas MPO e NAG
induzidas pela aplicacdo multipla de TPA. O processo inflamatério cronico foi induzido
com a aplicagéo topica de TPA em dias alternados durante 9 dias. A Fluoxetina via oral (10
mg/kg) e a dexametasona via oral (3 m/kg) foram administrados durante 4 dias, duas vezes
ao dia (12/12 h) a partir do quinto dia de experimento. O processo inflamatorio crénico foi

induzido com a aplicacao topica de TPA em dias alternados durante 9 dias. No ultimo dia de
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tratamento amostras das orelhas foram coletadas e submetidas a andlise da atividade da
MPO (A) e da NAG (B). As barras verticais representam a média + EPM (n=3). Os simbolos
representam o nivel de significAncia em relacdo ao controle (C) ou veiculo (V),

respectivamente. **P<0,01.

Com as biopsias coletadas das orelhas dos animais, foi possivel verificar
através da histologia, o espessamento epidérmico e a migracdo de células
inflamatoérias. Na Figura 10, estdo fotos representativas dos grupos Grupos (A)
Naive (B) Controle (C) Fluoxetina via oral (10 mg/kg) e (D) Dexametasona via oral.
Na Figura 11A, o resultado da avaliagcdo da espessura da epiderme demonstra o
aumento obtido com a aplicacdo de TPA e a reducdo significativa no grupo tratado
com TPA + dexametasona com (55,31 *+ 0,6%). A aplicacdo topica de TPA
promoveu um aumento expressivo na migracao celular e ndo foi possivel observar
diferenca estatistica no efeito da fluoxetina via oral (10 mg/kg) (Figura 11B). O
controle positivo, dexametasona via oral foi capaz de reduzir a migracdo em de

31,68 + 0,5% em relacdo ao grupo controle (TPA).
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FIGURA 10: Avaliacdo da Espessura da Epiderme das amostras obtidas do Modelo de
Inflamacéo Cutanea induzida por TPA. Fotos representativas de cortes histolégicos das
orelhas dos camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por TPA
corados com HE, aumento de 200x, escala de 100 um. Sendo representados, o grupo (A)
Naive (B), Controle (C) Fluoxetina via oral (10 mg/kg) (D) Dexametasona via oral (3 mg/kg).
Andlise da espessura da epiderme. As barras verticais representam a média £+ EPM (n=3).
Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparado ao grupo controle
(TPA), ****P<0,001.
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Figura 11: Avaliacdo da Espessura e de Inflamacédo Cuténea induzida por TPA. Efeito
do tratamento com Fluoxetina (10 mg/kg) e da Dexametasona (3 mg/kg) sobre a migracao
leucocitaria e espessamento epidérmico induzida pela aplicagdo mdltipla de TPA. A
Fluoxetina e a dexametasona foram administrados durante 4 dias, duas vezes ao dia (12/12

h) a partir do quinto dia de experimento. Em (A) a analise da espessura das epidermes e
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em (B) a quantificacéo realizada através da contagem do numero de células na derme, com
aumento de 400x em cinco campos distintos de trés cortes histologicos diferentes de trés
animais de cada grupo. As barras verticais representam a média £+ EPM (n=3). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle (TPA),
****P<(,001.

6.3. Efeitos do tratamento com creme de Fluoxetina no modelo de

inflamacao cutanea induzida por aplicacdes multiplas de TPA

Como a fluoxetina apresentou efeito quando aplicado por via topica diluida
em acetona, apresentando efeito local, e apds testar a fluoxetina via oral no modelo
de inflamacéo através de multiplas aplicacdes de TPA, foi testado posteriormente a
fluoxetina via tépica. Os resultados mostraram que o tratamento com a fluoxetina
(creme 5%) nao foi capaz de alterar o edema causado pela aplicacéo repetida de
TPA na orelha. J4 o controle positivo, dexametasona creme 0,1% foi capaz de
reverter o edema em 81,92 + 0,9% no 9° dia (Figura 12).

Conforme ilustrado na Figura 13, a aplicacéo tépica de TPA na orelha dos
camundongos produziu um aumento da atividade das enzimas MPO (Figura 13A) e
NAG (Figura 13B). Novamente o tratamento com creme de fluoxetina ndo foi capaz
de modificar o0 aumento na atividade das enzimas. J4 o controle positivo,
dexametasona, promoveu a reducao da atividade enzimatica MPO em 91,7 + 0,6%
e da NAG em 43,9 + 0,5%.
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Figura 12: Efeito do creme de Flouxetina no Edema induzido por aplicacdes repetidas
de TPA. O processo inflamatério cronico foi induzido com a aplicagdo topica de TPA em
dias alternados durante 9 dias. A Fluoxetina (tépica - creme 5%; e a dexametasona (tépica -
creme 0,1%) foram aplicados topicamente durante 4 dias, duas vezes ao dia (12/12 h) a
partir do quinto dia de experimento e a espessura da orelha medida diariamente. Os valores
estdo expressos como média £+ EPM (n=4-6). Os simbolos representam o nivel de
significancia em relag@o ao controle (TPA). ***P< 0,001 e * P< 0,05. A seta indica o inicio do

tratamento.
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Figura 13: Efeito do creme de Fluoxetina na atividade das enzimas MPO e NAG
induzidas pela aplicacdo multipla de TPA. O processo inflamatério crénico foi induzido
com a aplicagéo tépica de TPA em dias alternados durante 9 dias. A Fluoxetina (topica -
creme 5%; e a dexametasona (tépica - creme 0,1%) foram administrados durante 4 dias,
duas vezes ao dia (12/12 h) a partir do quinto dia de experimento. O processo inflamatdrio
cronico foi induzido com a aplicagéo topica de TPA em dias alternados durante 9 dias. No
tltimo dia de tratamento amostras das orelhas foram coletadas e submetidas a andlise da
atividade da MPO (A) e da NAG (B). As barras verticais representam a média £+ EPM (n=3).
Os simbolos representam o nivel de significancia em relacéo ao controle (C) ou veiculo (V),
respectivamente. **P<0,01.
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Figura 14: Avaliacdo da Espessura da Epiderme das amostras obtidas do Modelo de
Inflamac&o Cuténea induzida por TPA. Fotos representativas de cortes histolégicos das
orelhas dos camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por TPA
corados com HE, aumento de 200x, escala de 100 ym. Sendo representados, o grupo (A)
Naive (B), Controle (C) Fluoxetina creme 5% (D) Dexametasona creme (0,1%). Analise da
espessura da epiderme. As barras verticais representam a média £ EPM (n=3). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle (TPA),
**xxP<0,001

Com as bidpsias coletadas das orelhas dos animais, foi possivel verificar
através da histologia, o espessamento epidérmico e a migracdo de células
inflamatorias. Na Figura 14, estdo fotos representativas dos grupos Grupos (A)
Naive (B) Controle (C) Fluoxetina creme 5% (D) Dexametasona creme 0,1 % . Na
Figura 15A, o resultado da avaliacdo da espessura da epiderme demonstra o
aumento obtido com a aplicacdo de TPA e a reducgéo significativa no grupo tratado
com TPA + dexametasona com (39,1 + 0,7%). A aplicag&o tépica de TPA promoveu

um aumento expressivo na migracdo celular de 62,2 + 0,5%. Nao foi possivel
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observar diferenca estatistica no efeito do creme de fluoxetina em relagcdo ao grupo
controle (Figura 15B). O controle positivo, dexametasona em creme foi capaz de

reduzir a migracdo em de 46,4 £ 0,5% em relacdo ao grupo controle (TPA).
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Figura 15: Avaliacdo da Espessura de Inflamacdo Cutanea induzida por TPA. Efeito do
tratamento topico com Fluoxetina (1,0 mg/orelha) e da dexametasona (0,1 mg/orelha) sobre
a migracdo leucocitaria induzida pela aplicacdo mdultipla de TPA. A Fluoxetina via oral
(10mg/kg) e a dexametasona (topica - creme 0,1%) foram administrados durante 4 dias,
duas vezes ao dia (12/12 h) a partir do quinto dia de experimento. Em (A) a analise da
espessura das epidermes e em (B) a quantificacdo realizada através da contagem do
namero de células na derme, com aumento de 400x em cinco campos distintos de trés
cortes histolégicos diferentes de trés animais de cada grupo. As barras verticais
representam a média + EPM (n=3). Os simbolos representam o nivel de significancia
guando comparado ao grupo controle (TPA), ***P<0,001.Em (A) Analise da espessura da
epiderme. As barras verticais representam a média + EPM (n=3). Os simbolos representam

o nivel de significancia quando comparado ao grupo controle (TPA), ****P<0,001.
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7. DISCUSSAO

A psoriase € uma doenca de pele com carater inflamatério e imune e o
aparecimento dos sintomas séo alvo de desconforto para o paciente. Além da dor e
coceira, outra cormorbidade que vem se tornando muito comum nesses pacientes é
associacdo com a depressdo. No Reino Unido, foram registrados mais de 10.400
diagndsticos de depressédo, 7100 diagnosticos de ansiedade e 350 diagnosticos de
probabilidade de suicidio atribuiveis a psoriase por ano (Schmid et al 2010). Os
efeitos da administracdo de antidepressivos em pacientes com doencas de pele,
entre elas a psoriase, mostraram-se positivos em relacdo a melhora do bem estar
social do paciente, porém nada foi relatado em relacéo as lesdes. Sendo que apos a
avaliagdo do score de ansiedade e depressao, foi de 67.2% de melhora da
depressao contra 18.8% de piora; ja quando analisado a ansiedade o score foi de
67.5% de melhora e 20.3% de piora da ansiedade. Esses dados foram coletados
apos 2 semanas de tratamento com antidepressivo da classe ISRS (Lebwohl, et al.
2017). Dessa forma sabendo-se da presenca de receptores de serotonina na pele
(Nordlind, Azmitia, & Slominski, 2007) buscamos a correlacdo entre uma possivel
melhora das lesGes psoriaticas associadas ao uso do antidepressivo fluoxetina,
pertencente a classe de inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS).

Ja se sabe que a utilizacdo oral da fluoxetina promove o aumento da
neurotransmissdo serotoninérgica através da inibicdo seletiva da recaptacdo
neuronal da serotonina (Lin, et al. 2009). Nao ha evidéncias bibliograficas que
abordem o mecanismo de acdo por administracao da fluoxetina via topica. Porém,
em 2012 um estudo realizado com criangcas da unidade psiquiatrica infantil do
hospital da Columbia Britanica testou a administracdo topica de fluoxetina nos
pulsos das criancas (Elbe, et al. 2014). Neste trabalho decidimos avaliar os
possiveis efeitos do tratamento com fluoxetina, tanto por via tépica como por via
oral, no modelo de inflamacdo cutanea induzida por TPA. Com o0 objetivo de
separar os efeitos entre sistémico e local do tratamento com fluoxetina, testamos
as vias oral e tépica para verificar a influéncia desse antidepressivo no processo

inflamatério semelhante a psoriase.
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Ao testar no modelo de inducdo da inflamacdo cutanea com TPA, a
fluoxetina diluida em acetona e aplicada por via topica demonstrou melhora em
relacdo ao grupo TPA, em todos os parametros avaliados (edema, infiltrado celular e
espessura da epiderme). Entretanto ndo houve o0 mesmo resultado com a fluoxetina
em creme 5% aplicada topicamente, nem na administragdo via oral a 10 mg/kg
durante 5 dias. Em que em ambos casos n&o houve nenhuma alteragdo no
processo inflamatério ou na hiperproliferacao epidermal.

De modo complementar, foram realizadas as avaliacbes da atividade
enzimatica das enzimas MPO e NAG com as amostras coletadas dos testes com
fluoxetina creme e por via oral. Novamente este resultado mostrou que o tratamento
com a fluoxetina em creme e por via oral ndo foram capazes de reduzir a atividade
enzimatica de modo significativo, indicando que ndo houve reducdo da presenca de
células marcadoras de inflamacdo (neutrofilos e células polimorfonucleares),
diferente do observado no tratamento com dexametasona.

A resposta inflamatdria produzida pelo TPA, que é um éster de forbol,
consiste em provocar um efeito irritativo subito e eficiente na pele devido a ativacéo
direta da proteina quinase C, promovendo a ativacdo de MAPKs capazes de ativar a
transcricdo de fatores nucleares como NF-kB e AP-1, promovendo a liberacdo de
diversas proteinas pro-inflamatérias (Denning, 2010). Neste processo, a ativagcado da
PKC também leva a ativacdo da enzima fosfolipase A2 que promove o metabolismo
do AA em prostaglandinas e leucotrienos. De modo continuado, a aplicacao do TPA
e a ativacdo constante dessa via, causa aumento na proliferacdo de queratindcitos
gerando a hiperplasia epidermal, semelhante ao observado na pele psoriatica
(Lowes, et al. 2012). Nossos resultados mostraram que a fluoxetina quando aplicada
direta na pele foi capaz de reduzir todo o processo inflamatério da pele causado
pelo TPA. Esse efeito da fluoxetina foi importante de modo a reduzir o edema, a
migracao leucocitaria e a hiperplasia epidermal. Esse efeito da fluoxetina sugere que
ela apresenta atividade anti-inflamatoria com acdo local. Além disso, o composto
tem atividade, portanto esta permeando a pele. Somente drogas como oS
glicocorticoides possuem acao semelhante neste modelo, como o controle positivo
utilizado a dexametasona. As principais drogas tépicas utilizadas no tratamento da
psoriase é o calcipotriol e os corticosteréides sdo os medicamentos topicos mais

frequentemente prescritos devido a sua ac¢do de agir em vias anti-inflamatérias,
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antiproliferativa e imunossupressoras, afetando a expressdo génica. Porém a acéo
dos corticoides na psoriase ainda néo € totalmente elucidado (Arndt, et al. 2016)

Entretanto ha outras opcdes de tratamento tdpico empregados no
tratamento, por exemplo a utilizacdo de emolientes, agentes queratoliticos, alcatréo
de carvao, antralina, metotrexato, ciclosporina, etretinado, vitamina D, calcipotriol
aliada com betametasona, tazaroteno, (Psoriasis, 1995; Arndt, et al. 2016) Além
disso foi visto que o veiculo a qual a droga € incorporada pode ser crucial para a
eficacia do tratamento (Arndt, et al. 2016)

Infelizmente, a formulagdo de creme de fluoxetina ndo apresentou o mesmo
resultado da aplicagdo com acetona. Provavelmente a incorporacdo da droga no
creme nao iénico usado como veiculo alterou a permeacao da fluoxetina, de modo a
impedir sua acdo. No entanto, para confirmarmos esta observacédo novos testes sao
necessarios. Para ser eficaz os agentes topicos devem ser capazes de atravessar
as camadas mais profundas da pele e o tipo de veiculo é capaz de controlar grande
parte da entrada da droga na pele. Dentre os veiculos ja avaliados em estudos
anteriores a espuma se mostrou mais eficaz devido a maior penetracao na pele sem
alterar o medicamento associado (Arndt et al., 2016) Para viabilizar o uso da
fluoxetina por via tpica, outros veiculos precisam ser testados.

Para confirmar o efeito da fluoxetina, utilizamos a via mais comum
para seu uso clinico, ou seja, a via oral. Novamente, com o protocolo de 5 dias de
tratamento ndo pudemos detectar qualquer efeito anti-inflamatério da fluoxetina
sobre a inflamacé&o crénica na pele. A fluoxetina € um farmaco utilizado para tratar
transtornos como depressado. Seu uso por via oral € inicialmente de 20 mg/kg e a
concentracdo seérica € estabilizada a partir de 4 semanas de uso continuo do
medicamento. Adicionalmente apds o inicio do tratamento com fluoxetina foram
observados que nas primeiras 5 semanas a concentracdo do farmaco no cérebro é
maior, necessitando de pelo menos 1 més de tratamento continuo para que 0s
beneficios do tratamento possam ser notados (Zoric, et al. 2018)

Na combinacgao desses resultados, podemos indicar que novos protocolos e
outras doses da fluoxetina devem ser investigados, com a intengéo de confirmar o
efeito obtido com a aplicacao topica em acetona.

Uma vez que sabe-se que a fluoxetina é um antidepressivo pertencente a
classe de inibidores seletivos da recaptacédo da serotonina (ISRS) (Lebwohl et al.,

2017) buscamos investigar um possivel aumento e interacdo de serotonina na pele
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com os receptores desse importante neurotransmissor existentes na pele (Nordlind
et al., 2007) (Clerck et al., 1994) afim de levar a uma possivel melhora das lesdes
presentes na pele. Nesse modelo em questédo, apds o tratamento com fluoxetina em
creme e via oral, ndo houve melhora nas les6es do dorso dos animais e nem
alteracdo nos parametros inflamatoérios analisados, diferente do observado com a
administracdo da dexametasona em creme e oral, capaz de promover a melhora
das les@es, reduzir o infiltrado celular e a atividade enzimatica, porém deixando os
animais bastante debilitados. Por mais que haja efetividade ha uma grande
incidéncias de efeitos colaterais com o uso de dexametasona, sendo 0s mais graves
Ulcera fatal com hemorragia, sangramento retal e perfuracdo gastrointestinal de
origens idiopatica além perfuracédo do colon sigmoide (Heimdal, et al. 1998)

A importancia de novos estudos referente ao desenvolvimento de novas
potenciais drogas no tratamento da psoriase, deve-se ao riscos e graves efeitos
colaterais existentes no atual tratamento utilizado, por exemplo, com
imunossupressores (Menting, et al.2016)

O presente estudo foi pioneiro ao estudar os possiveis efeitos do tratamento
com fluoxetina em diferentes vias de administracdo em um modelo de inflamacao
cutanea. Assim, mostramos que a fluoxetina tem efeito por via topica na inflamacéo
da pele e este efeito € importante para iniciar o entendimento sobre a um possivel
efeito anti-inflamatorio/antiproliferativo da fluoxetina, dos inibidores da recaptacao de
serotonina ou ainda da participacdo da serotonina na psoriase. S80 necessarias

avaliacdes futuras mais aprofundadas para conseguir elucidar estas questoes.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a fluoxetina
apresenta efeito anti-inflamatério quando utilizada por via topica, mas somente
guando preparada em acetona. Novos protocolos para testar o efeito da fluoxetina
na inflamacao da pele devem ser desenvolvidos. Além disso, outra questdo a ser
verificada € se € a fluoxetina que possui esse efeito, ou se € o seu mecanismo de
acdo que pode estar correlacionado com a agdo antipsoritica, ou seja, outros
farmacos antidepressivos também devem ser testados assim como o sistema da

serotonina.
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