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Resumo: A psoriase é uma doenca inflamatéria cronica da pele que afeta 2-3% da
populacdo mundial. Esta doenca tem definicdo etiolégica incompleta e é
caracterizada pela proliferagdo e diferenciagdo desregulada de queratindcitos,
angiogénese dérmica e infiltrado inflamatdrio. As primeiras alteragbes na psoriase
sdo guiadas pela producgéao de IL-23 pelas células dendriticas da derme, citocina que
atua nas células Tyd e promove a liberagdo de IL-22 e IL-17. Estas citocinas
juntamente a produgdo de IFN-y e TNF, levam a proliferagcdo dos queratindcitos,
bem como a produgédo de outras citocinas, quimiocinas e adenosina monofosfato,
fatores que levam a amplificagdo da resposta inflamatéria. O infiltrado inflamatério é
composto principalmente por neutréfilos, mas relatos da literatura descrevem que
ocorre infiltrado de eosindfilos e a liberagdo dos seus granulos nas lesdes
psoriasiformes, além do aumento desses leucécitos no sangue de pacientes com
psoriase. Porém, as fungdes dos eosindfilos na psoriase ndo estdo muito bem
estabelecidas. Objetivo: Investigar o papel dos eosindfilos na inflamagéo
psoriasiforme induzida por Imiquimode em camundongos. Material e métodos:
Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c selvagens e camundongos
deficientes em eosindfilos (AdbIGATA-1). A psoriase experimental foi induzida
através do tratamento topico com Imiquimode (IMQ) no dorso dos animais por 4 dias
consecutivos. Ainda, um grupo de camundongos selvagens foram tratados com
Evasina-4, uma proteina ligante de CCL11, quimiocina importante para o
recrutamento de eosinofilos. A analise da inflamagdo e dano tecidual foram
realizadas por meio de escore clinico, imagens histologicas e ensaios enzimaticos.
Resultados: O uso tépico de IMQ no dorso dos animais selvagens induz um
aumento da atividade de peroxidase eosinofilica na lesdo, a qual apresenta intensa
descamacgao, eritema e acumulo de neutrdfilos (atividade de mieloperoxidase),
células associadas com a inflamagao psoriasica. Animais AdbIGATA-1 desenvolvem
lesbes bem menores quando comparados com os animais selvagens, demonstrado
por menor escore clinico (descamagao e eritema) e histopatoldgico (acantose,
paraqueratose e hiperqueratose) e infiltrado inflamatorio. Além disso, o tratamento
com uma proteina ligante de CCL11 foi eficaz em reduzir as lesdes psoriasiformes
em relagdo ao grupo tratado com veiculo apos a aplicagdo de IMQ. Conclusao:
Neste estudo, demonstramos que os eosindfilos tém importante participagdo no
desenvolvimento das lesdes cutaneas em um modelo experimental de psoriase. O
bloqueio do recrutamento e da atividade de eosindfilos mostra-se eficaz na redugao
de paradmetros clinicos e inflamatérios da lesdo psoriasica, abrindo novas
possibilidades investigativas, principalmente no aprofundamento dos mecanismos
envolvidos nesse contexto.



ABSTRACT

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease that affects 2-3% of the world's
population. This disease has incomplete etiologic definition and is characterized by
the unregulated proliferation and differentiation of keratinocytes, dermal angiogenesis
and inflammatory infiltrate. Early changes in psoriasis are guided by the production of
IL-23 by dendritic cells of the dermis that acts on Tyd cells and promotes the release
of IL-22 and IL-17. Together, these cytokines stimulate the production of IFN-y and
TNF that induce the proliferation of keratinocytes and the production of other
cytokines, chemokines and adenosine monophosphate, factors that have important
role in the amplification of the inflammatory response. The inflammatory infiltrate is
composed mainly by neutrophils, but reports from the literature also describe the
presence of eosinophiland their granules in the psoriasiform lesions and in the blood
of patients with psoriasis. However, the role of eosinophils in psoriasis is not very well
established. Objective: We aimed to investigate the role of eosinophils in Imiquimod
(IMQ)-induced psoriasis inflammation in mice. Material and methods: Wild-type
mice BALB/c and eosinophil deficient mice (AdblIGATA-1) were used. Experimental
psoriasis was induced by topical application of IMQ on the back of animals for 4
consecutive days. In addition, a group of wild-type mice were treated with Evasin-4, a
CCL11-binding protein, chemokine important for eosinophil recruitment. The analysis
of inflammation and tissue damage were performed through clinical score,
histological images, and enzymatic assays. Results: The topical use of IMQ on the
back of wild-type animals induces an increase in eosinophil peroxidase activity in the
lesion, which has intense scaling, erythema and neutrophil accumulation
(myeloperoxidase activity), cells that are associated with psoriatic inflammation.
AdbIGATA-1 animals develop reduced skin lesions when compared to wild-type
animals, as shown by lower clinical (scaling and erythema) and histopathological
(acanthosis, parakeratosis and hyperkeratosis) scores and reduced inflammatory
infiltrate. In addition, treatment with a Evasin-4 was effective in reducing the
psoriasiform lesions in comparison to vehicle-treated group after IMQ application.
Conclusion: In this study, we demonstrated that eosinophils have an important role
in the development of cutaneous lesions in an experimental model of psoriasis. The
absence or reduced presence of eosinophil is effective in reducing the clinical and
inflammatory parameters of the psoriatic lesion, opening up new investigative
possibilities, mainly in the deepening of the mechanisms involved in this context.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Protocolo de induGao @ pSoriase.........coouviiiiiiiiii e 26
Figura 2: Avaliagdo dos parametros clinicos em animais WT.................cccoooeene. 32
Figura 3: Avaliagcao dos parametros histolégicos em animais WT...................... 34
Figura 4: Fluxo sanguineo pela técnica de laser doppler em animais WT............ 36

Figura 5: Avaliagdo do influxo de eosinofilos e neutrofilos nas lesbes

(05T =571 (o] 1 1 41T 37
Figura 6: Avaliagao dos efeitos sistémicos da psoriase............ccccvviiiiiiininnnnn. 38
Figura 7: Avaliagcado dos parametros clinicos em animais AdbIGATA-1.................. 39
Figura 8: Analise histopatolégica em animais AdbIGATA-1. .....cccoiiiiiiiiiiiinn. 41
Figura 9: Fluxo sanguineo em animais AdbIGATA-T.......coiiiiiii e, 42
Figura 10: Atividade de mieloperoxidaseem animais AdbIGATA-1..................... 43
Figura 11: Avaliacéo dos efeitos sistémicos AdbIGATA-1 ..., 44

Figura 12: Avaliagao de parametros clinicos em animais tratados com Evasina-4. 45

Figura 13: Avaliacao histopatolégica em animais tratados com Evasina-4.......... 46
LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Definicdo dos parametros histopatolégicos avaliados na pele.............. 29



ABREVIAGOES

AMP - monofosfato de adenosina

cAMP - Peptideo antimicrobiano de catelicidina humana
ELISA- Ensaio Imunoenzimatico Ligado a Enzima

EPO - Peroxidase eosinofilica

GATA 1 - Fator de transcricdo de diferenciacdo de eosinodfilos
HE- Hematoxilina e eosina

IFN-y- Interferon-gama

IMQ - Imiquimode

ILCs - Células linféides inatas

MAPKSs - Proteino-quinases ativadas por mitégenos
MPO - Mieloperoxidase

NF-kB - Fator nuclear kappa B

PASI - indice de Gravidade da Psoriase por Area

TNF - Fator de necrose tumoral

TLR - Receptor do tipo Toll

WT - Animais do tipo selvagem

AdbIGATA-1- Animais deficientes em eosinéfilos



SUMARIO
1.1 Estrutura da pele

1.2 Psoriase - Consideragoes gerais
1.3 Resposta inflamatéria na psoriase
1.5 Eosindfilos

2.1 Objetivos especificos

- Padronizar o modelo de psoriase induzida por Imiquimode e avaliar os parametros
clinicos, histopatolégicos e inflamatorios na psoriase induzida por Imiquimode

- Avaliar o papel dos eosinoéfilos no desenvolvimento da psoriase experimental em
camundongos deficientes em eosindfilos (AdbIGATA-1).

- Avaliar os efeitos do tratamento com Evasina-4 no desenvolvimento da lesdo
psoriasiforme induzida por IMQ em animais selvagens.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais
3.2 Inducgao da psoriase experimental
3.3 Tratamento com Evasina-4
3.4 Escore clinico da doenga
3.5 Atividade da mieloperoxidase (MPO)
3.6 Atividade peroxidase eosinofilica (EPO)
3.7 Analise histologica
3.8 Imagem de perfusao por Laser Doppler
3.9 Avaliagao da massa esplénica
3.10 Analise estatistica
4. RESULTADOS
4.1 Padronizacao do modelo experimental de psoriase induzida por IMQ
4.1.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos na pele psoriasiforme.
4.1.2 Avaliagao dos parametros inflamatoérios nas les6es psoriasiformes

4.1.3 Avaliagao dos efeitos sistémicos da psoriase experimental

10
11
13
17
24

24

24

24
24
24
25
26
26
27
27
28
29
29
30
31
31
31
35
37

4.2 Eosindfilos tém um papel importante na lesdo psoriasiforme induzida por IMQ 38

4.2.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos em animais AdbIGATA-1

4.2 3 Efeitos sistémicos da psoriase experimental

4.3 Evasina-4 como estratégia terapéutica para o tratamento das lesdes
psoriasiformes

4.3.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos
5. DISCUSSAO
6. CONCLUSAO
REFERENCIAS
ANEXO 1

38
43

44
44
47
53
54
65



1. INTRODUCAO

1.1 Estrutura da pele

A pele é a linha de frente na defesa do corpo, formada por trés grandes
segmentos de tecido. A epiderme, composta principalmente de queratindcitos, mas
com uma populagdo integrante de células dendriticas, denominadas células de
Langerhans, linfécitos T y® (HAVRAN; JAMESONET; 2010) e células linfoides inatas
(ILCs) (SALIMI; OGG, 2014). A derme é composta em maior parte por tecido
conjuntivo com presenga de vasos sanguineos e diferentes tipos celulares, incluindo
leucdcitos, além de associagdo com foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e

glandulas sebaceas (LOWES; FARINAS; KRUEGER; 2014. MACNEIL, 2007)

A epiderme humana é um epitélio estratificado que segue um programa de
proliferagdo e diferenciagdo fortemente regulado com uma delicada interagdo de
renovacao e diferenciacdo de células estaminais para manter a homeostase dos
tecidos. E formada por queratindcitos que sofrem diferenciagdo progressiva, em que
as celulas proliferativas (camada basal) se diferenciam em queratindcitos
espinhosos (camada espinhosa) e depois granulares (camada granular) (Figura
2)(NOSKE et al., 2016). Os queratindcitos da camada granular expressam varias
moléculas associadas a imunidade inata, como os peptideos antimicrobianos
(AMPs) incluindo S100A7 (psoriasina), S100A8 (calgranulina A), S100A9
(calgranulina B), lipocalina 2, B-defensina e catelicidina (CAMP / LL-37)
(SORENSER, et al.) Com maior diferenciagdo, os queratindcitos granulares sofrem
transicdo para cornedcitos e perdem seus nucleos, mas ganham uma estrutura de
membrana de proteina denominada envelope cornificado, dentre o qual muitas
camadas de lipidios s&o depositadas (estrato corneo) (NESTLE et al., 2009). .

Efetivamente, a camada cornificada cria uma barreira fisica para a perda de agua
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para fora, bem como a penetragdo de microrganismos para dentro. (LOWES;

FARINAS; KRUEGER; 2014. NESTLE et al., 2009).

O tecido conectivo da pele, a derme, fornece suporte estrutural para os vasos,
apéndices e epiderme, que sdo vitais para a fung¢ao da pele. A integridade estrutural
e a funcdo da derme dependem principalmente da sua matriz extracelular, que é
composta principalmente por fibrilas de colageno tipo I. O colageno tipo | é a
proteina estrutural mais abundante na pele (FISHER et al.,, 2009). Em sua
composi¢cao celular, a derme é constituida por fibroblastos, células endoteliais,
pericitos, células dendriticas, macréfagos, terminagcdes nervosas, células musculares
lisas (NESTLE et al., 2009) e telécitos que sado células intersticiais envolvidas na
homeostase da pele (MANOLE; GHERGHICEANU; SIMIONESCU; 2015). (LOWES;

FARINAS; KRUEGER; 2014).

1.2 Psoriase - Consideragdes gerais

A psoriase € uma doenga inflamatéria crénica da pele que afeta 2-3% da
populagdo mundial (HYE- LIN HA et al, 2014). E uma desordem comum da pele e
estd associada a fatores fisicos e psicolégicos. Ainda ha muitos desafios
relacionados a psoriase, visto que € uma doenga com elevada taxa de prevaléncia,
cronicidade, desfiguragcéo, incapacidade e comorbidade associada (BOEHNCKE;
SCHON; 2015). E caracterizada por episddios recorrentes de placas cutaneas
vermelhas, escamosas, que se desenvolvem na pele aparentemente normal (HYE-

LIN HA et al, 2014).

Esta doenca tem definicdo etioldogica incompleta e €& caracterizada pela
proliferagdo e diferenciacdo desregulada de queratindcitos, angiogénese dérmica e
infiltragdo de células do sistema imune. O desenvolvimento da psoriase envolve uma

intrincada interacdo de fatores genéticos e ambientais. Foram identificados multiplos
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loci de genes de susceptibilidade, incluindo genes que codificam proteinas
envolvidas na diferenciagdo e fungdo dos queratinécitos, bem como proteinas

envolvidas em respostas inflamatérias (HYE- LIN HA et al, 2014).
A psoriase é classificada em cinco tipos (BOEHNCKE et al. 2015):

- Psoriase em placas, também conhecida como psoriase vulgar. E a forma
mais comum da doencga e ocorre em cerca de 90% dos casos. As lesdes tipicas sao
as placas eritematosas monomorficas, claramente demarcadas, cobertas por
escamas lamelares prateadas. As placas podem apresentar quantidades e

tamanhos variados.

- A psoriase invertida € uma variagao que ocorre de acordo com o sitio da
psoriase, areas de flexdo e intertriginosas. Geralmente aparecem desprovidas de
escamas devido ao atrito e umidade nestes locais. A sebo psoriase é resultado da
ocorréncia simultdnea da psoriase e dermatite seborréica e tipicamente ocorre na

face, couro cabeludo e pele pre-esternal.

- Gutata (gota) ou psoriase eruptiva é caracterizada por manchas escamosas

em forma de lagrima.

- A psoriase pustulosa é caracterizada por pustulas aglutinadas brancas,
formadas por bolhas de pus nao infeccioso. Pode ocorrer na palma da mao e parte
inferior dos pés, psoriase palmoplantar, ou psoriase pustulosa generalizada, uma

forma rara e grave de psoriase.

- Psoriase eritrodérmica é uma forma rara, porém grave da doenga. Qualquer

forma de psoriase pode se tornar eritrodérmica.
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O cenario inflamatério leva a alteragbes histopatoldégicas que sao
caracteristicas marcantes em quase todos os tipos de células cutaneas nas lesbes
psoriasicas. Em contraste com a pele normal, a pele psoriasica apresenta acantose
epidérmica, espessamento de camadas viaveis; hiperqueratose, maior producédo de
queratina; e paraqueratose, retencdo do nucleo na camada cérnea da epiderme.
Também pode ser observado um alongamento da epiderme para a derme formando
cristas epidérmicas entre as papilas dérmicas. Na derme, vasos sanguineos

aparecem mais dilatados e contorcidos (BOEHNCKE, et al 2015).

A psoriase estda associada ao aumento no desenvolvimento de outras
doengas crbnicas, bem como comorbidades graves, como sindrome metabdlica e
doenca cardiovascular, provavelmente refletindo um componente inflamatorio
sistémico da doenca. Dentre as doencas comorbidas, incluem artrite psoriasica,
asma, ansiedade e depressao, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, doenga de

Crohn e linfoma (HYE- LIN HA et al, 2014. BOEHNCKE; SCHON; 2015).

1.3 Resposta inflamatéria na psoriase

A psoriase pode ser provocada por gatilhos ndo especificos, como trauma
leve (arranhdes, piercings e tatuagens), queimaduras solares, ou irritantes quimicos.
Os farmacos sistémicos tais como os 3 bloqueadores, o litio, os antipaludicos e os
agentes antiinflamatérios ndo esteréides podem exacerbar a doenca. A psoriase
pode ser desencadeada ou agravada por fatores de risco ocupacionais que
prejudicam a fung¢ao da barreira cutanea (MAHLER et al 2014).

As lesbdes cutdneas da psoriase se originaram das interagdes desreguladas
de componentes inatos e adaptativos do sistema imunolégico com células cutaneas
(BOEHNCKE; SCHON; 2015). As primeiras alteragdes na psoriase sao guiadas pela

grande producgéao de interleucina 23 (IL-23) pelas células dendriticas, em sua maior
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parte estimuladas pelas fibras nervosas sensoriais TRPV1'NaV1.8" (RIOL BLANCO,
et al., 2014). A IL-23, por sua vez, atua nos receptores de IL-23 das células Tyd e
promove a liberagdo de interleucina 22 (IL-22) (BONIFACE et al 2007) e interleucina
17 (IL-17) (KRYCEK et al 2008). A producdo dessas citocinas precede a migragao
de leucécitos, como neutrofilos, mondcitos e linfocitos para o tecido. IL-17 e IL-22,
juntamente com outras citocinas como, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral (TNF), levam a proliferacdo dos queratindcitos, bem como a produgéao de
outras citocinas, quimiocinas e adenosina monofosfato, fatores que levam a auto-
amplificagdo da doenga agindo nas células dendriticas, linfécitos T e neutrofilos
(BOEHNCKE; SCHON; 2015. LOWES; FARINAS; KRUEGER; 2014. RIOL BLANCO,
et al., 2014).

As células dendriticas residentes da epiderme (células de Langerhans) e da
derme (DDCs) sao essenciais para o desenvolvimento da psoriase e producéo de IL-
23, sendo que a auséncia das DDCs apresentam maior impacto na producao de IL-
23 (RIOL BLANCO et al, 2014). A ativacao de células T residentes na pele via IL23 e
IL12 leva a producdo de IFN-y, IL-17 e IL-22 (LEW et al 2004). Isto pode levar a
producdo de quimiocinas seletivas para determinados tipos de leucdcitos que entado
amplificam as respostas efetoras direcionadas. Desta forma, a ativagdo Th1, com a
producdo aumentada de IFN-y, induz a sintese de quimiocinas como CXCL9,
CXCL10 e CXCL11 que podem recrutar mais células Th1 (LEW et al 2004). Do
mesmo modo, a ativacédo de células T produtoras de IL-17, que conduz a liberagao
de IL-17, ativa a sintese de CCL20, CXCL1, CXCL2 e CXCLS, levando ao
recrutamento de mais células T produtoras de IL-17 e neutréfilos para a pele. A IL-17
é também um forte indutor para sintese de AMPs (adenosina monofosfato) em
queratinécitos. A ativacao de células Th22 resulta num aumento da produgéo de IL-

22, que pode induzir hiperplasia nos queratinocitos. Isto induz um gatilho para uma
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via de crescimento epidérmico regenerativo o que leva a um crescimento mais
rapido dos queratinécitos, com subsequente liberagao dessas células na superficie
(NOGRALES, et al 2008).

A interleucina 17, na pele psoritica, é produzida por células T CD4 *, células
T CD8" epidérmicas, neutrdfilos, mastdcitos e macrofagos. Seu mecanismo de agéo
com sinalizagdo mediada por CIKS [ligacdo a IkB quinase e proteina quinase ativada
por estresse, também conhecida como "Act1" (NF-kBactivador 1)] em queratindcitos
€ essencial para o microabscessoneutrofilico e contribui para a hiperproliferacéo e
diferenciagdao atenuada dos queratindcitos, pelo menos em parte através de efeitos
diretos. Por outro lado, a sinalizacdo mediada por citocinas IL-17/CIKS em células
que nao queratinécitos, particularmente em fibroblastos dérmicos, promove a
infiltracdo celular e leva a acumulacédo de células Tyd produtoras de IL-17 na pele.
Assim, a sinalizagdo mediada por CIKS €& central no desenvolvimento de
caracteristicas cutaneas e epidérmicas da psoriase, induzindo doencas distintas
através de efeitos especificos em células alvo (HYE- LIN HA et al, 2014).

Na psoriase os niveis de IL-22 se mostram aumentados, provavelmente como
resultado dos niveis de IL-23 e IL-6 também aumentados. A IL-22 atua
sinergicamente com IL-17 para aumentar a expressao de peptideos antimicrobianos
que estdo elevados na psoriase. Mais significativamente, ela medeia acantose
epidérmica e diferenciacdo anormal dos queratindcitos que sdo achados patologicos
chave na psoriase. A produgao de IL-22 é comumente atribuida as células Th17.
Aproximadamente 40% das células T auxiliares produtoras de IL-22 na psoriase sé&o
células Th17. No entanto, pouca sobreposi¢ao entre células T que expressam IL-17,
e as que expressam IL-22, em pele normal ou psoriasica é observado. A maioria das
células IL-22" s&@o produtoras Unicas que ndo co-expressam IL-17 ou IFNy

(NOGRALES, et al 2008; 2010).
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Além das citocinas mencionadas acima, interleucina 36 (IL-36), membro da
familia da IL-1, também tem importante papel na patogénese da psoriase. Estudos
de expressédo génica demonstraram que IL-36a e IL-36y s&o supra reguladas em
lesbes psoriaticas cutaneas e existe uma forte correlacdo entre a expressao de IL-
36a e IL-36y em lesbes psoriaticas humanas com a expressao de outras citocinas,
incluindo IL-17, IL-23, TNF e IFN-y, sugerindo que um ciclo positivo de expressdes
de genes pode ocorrer na psoriase. IL-36a e IL-36y tem um receptor comum e a sua
ligacdo a esse receptor leva a liberacdo de fatores de transcricdo, como factor
nuclear kappa B (NF-kB) e proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKS)
(CARRIER, et al 2011).

Os neutrdfilos sdo os primeiros tipos de células presentes nas placas
psoriaticas e uma das fontes celulares predominantes de citocina pré-inflamatoria IL-
17, os neutréfilos também desempenham um papel importante nas comorbidades da
psoriase, como a aterosclerotica (LANGLEY, et al 1977). Além disso, marcadores de
neutrofilos incluindo os niveis séricos de MPO (mieloperoxidase), S100A8/ A9
(calprotectina) e NE-1 (elastaseneutrofilica 1) aparecem significativamente maiores

em pacientes com psoriase (HALEY, et al 2015).

1.4 Modelo experimental

Um dos modelos de lesdo psoriasiforme mais aceitos na literatura € induzido
pela aplicagédo tépica do creme Imiquimode (IMQ) no dorso depilado dos animais
(VAN-DER-FITS, et al., 2009). IMQ € um ligante de TLR7 e TLR8 e um potente
ativador imune, usado para o tratamento topico de verrugas perianais causadas pelo
virus do papiloma humano (BEUTNER, et al 1997). Também é indicado para o

tratamento de outras anomalias cutdneas associadas ao virus como pré-lesées
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cutaneas cancerosas, queratosesactinicas e carcinomas basocelulares superficiais.
O uso de IMQ pode exacerbar a psoriase em pacientes com psoriase controlada
durante o tratamento topico de queratosesactinicas e carcinomas basocelulares
superficiais. A exacerbacdo da psoriase induzida por IMQ ocorre tanto na area
tratada como também em locais distantes da pele tratada (GILLIET, et al 2004).

A aplicacgédo topica de IMQ induz inflamagao na pele de camundongos que se
assemelha em varios aspectos a psoriase humana. Essa inflamagdo € mediada
pelas citocinas IL-23 / IL-17 e ativagdo de DCs, levando ao quadro patoldgico
caracteristico da psoriase (HYE- LIN HA et al, 2014; LOWES; FARINAS; KRUEGER,;

2014).

1.5 Eosinofilos

Os eosindfilos sao granulécitos associados a defesa do hospedeiro contra
helmintos parasitarios, a patogénese das condi¢des alérgicas e, mais recentemente
relatado, as respostas imunorreguladoras (MUNIZ; WELLER; NEVES, 2012). Sao
leucdcitos pleiotropicos multifuncionais envolvidos na propagacdo de diversas
respostas inflamatérias (HOGAN et al., 2008).

Os eosindfilos apresentam niveis relativamente baixos no sangue,
aproximadamente 1-3% dos glébulos brancos. Também ocorrem fora da medula
O0ssea e dos vasos sanguineos: na medula e na jungéo entre o cértex a medula do
timo, no trato gastrointestinal inferior, ovario, utero, bago e linfonodos. Em condi¢des
alérgicas, sdo encontradas no pulméao, pele e eséfago. Os eosinodfilos persistem na
circulagdo de 8 a 12 horas e podem sobreviver nos tecidos entre 8 e 12 dias na
auséncia de estimulo (YOUNG B, et al 2006). Os eosindfilos sdo distinguidos com
base em suas caracteristicas morfoldgicas, apresentam nucleo bilobado e grénulos
citoplasmaticos que se coram em rosa, apresentam cerca de 12 a 17 ym de

didmetro (UHM; KIM; CHUNG, 2012)
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Os eosindfilos sdo produzidos na medula éssea a partir de células-tronco
pluripotenciais que se diferenciam em um precursor hibrido com propriedades
compartilhadas de basdfilos e eosindfilos e, em seguida, em uma linhagem com
mais caracteristicas de eosindfilos. A especificagdo da linhagem de eosindfilos &
ordenada pela interagdo de pelo menos trés classes de fatores de transcrigcao,
incluindo GATA-1 (Familia de fatores de transcricdo contendo duas sequéncias de
dedo de zinco e se ligam a sequéncia (A/T)GATA(A/G) (MCNAGNY et al. 2002) do
DNA, especificamente expresso em leucécitos), PU.1 (um membro da familia ETS,
que reconhece uma sequéncia rica em purinas) (NERLOV, et al 1998a) e membros
C/EBP (CCAAT /familia de proteinas de ligacdo ao intensificador) (NERLOV, et al
1998b). Destes fatores de transcrigdo, o GATA-1 é o mais importante na
diferenciagcdo dos eosinofilos, e sua delegdo direcionada é capaz de eliminar a
linhagem especifica de eosinodfilos. Trés citocinas s&o particularmente importantes
no desenvolvimento dos eosindfilos: IL-3, IL-5 e GM-CSF (fator estimulador de
colonias de macrofagos e granulécitos), (LOPEZ, et al 1986. ROTHENBERG et al.
1988) sendo a IL-5 é a mais especifica da linhagem e responsavel pela
diferenciacao seletiva dos eosinofilos (ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

O recrutamento de eosindfilos para os tecidos é mediado pela interacdo de
componentes como citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo e seus
respectivos receptores (BLACHARD et al 2009). O recrutamento para locais
inflamatorios envolve marginagdo, rolamento ao longo das células endoteliais,
adesdo ao endotélio, diapedese transendotelial e quimiotaxia (ZHU et al. 2013). A
pré ativacao dos eosindfilos € o resultado dos efeitos de numerosos mediadores
inflamatdrios, incluindo citocinas e TLRs que s&o receptores que desempenham
papeéis cruciais no sistema imune inato, reconhecendo padrbes moleculares

associados ou n&o a patogenos (KOENDERMAN et al. 2013). O rolamento é
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primeiramente mediado por moléculas de adesao, tais como selectinas. No processo
de rolamento, ha a ativacdo de uma outra familia de moléculas de adesao, as
integrinas, as quais tem afinidade maior com as integrinas das células endoteliais
(GIEMBYCY et al. 1999). As moléculas de ades&o de células endoteliais, como a
molécula de adesdo celular vascular VCAM-1, ativam-se para formar passagens
entre as células permitindo a diapedese. O recrutamento principalmente governada
por quimiocinas, particularmente a familia das eotaxinas (ZHU et al. 2013).

A migracdo dos eosindfilos envolve uma série de moléculas, algumas
participam de forma indireta no recrutamento, como as citocinas, em particular as
produzidas por linfocitos Th2 e células endoteliais como IL-4, IL-5 e IL-13 (HORIE et
al 1997); e de forma direta apenas as quimiocinas participam do recrutamento, por
exemplo, CCL5 e as eotaxinas (CCL11, CCL24 e CCL26 - em humanos)
(ZIMMERMANN et al 2003)e outras moléculas recentemente identificadas, por
exemplo, as quitinase acidas de mamiferos (ZHU et al 2004). A a IL-5 modula o
recrutamento dos eosindfilos enquanto as eotaxinas participam seletivamente na
recrutamento (ROTHENBERG; HOGAN, 2006). A IL-5 regula o crescimento, a
diferenciacdo, a ativacdo e a sobrevivéncia dos eosinofilos mantendo um sinal
essencial para a expansdo e mobilizacdo dos eosindfilos da medula 6ssea para o
tecido (COLLINS et al 1995. HOGAN et al.,, 2008). No pulméo apo6s exposigcédo a
alérgenos a IL- 5 se mostra importante no recrutamento dos eosinofilos, porém, a
auséncia de IL-5 n&o foi capaz de eliminar a migragédo dos eosinofilos para o pulméo
(HOGAN et al., 2008). O recrutamento de eosinofilos gastrointestinais € regulado
pela expressao constitutiva de CCL11, como demonstrado pela diminui¢do
acentuada desta populagédo de células em camundongos deficientes em CCL11. A
importancia da CCL11 na regulagdo do nivel basal de eosindfilos é reforcada pela

observagcdo de que os camundongos com a delegdo de CCR3 também tém uma
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deficiéncia em eosindfilos gastrointestinais (HUMBLES et al 2002). A CCL11
também é importante em condigcbes homeostaticas. Eosindfilos residentes do timo e
glandula mamaria sdo mantidos pela CCL11 produzidas no tecido (ROTHENBERG,;
HOGAN, 2006).

Os eosindfilos secretam uma matriz de proteinas catibnicas de granulos
citotoxicos, proteina basica principal (MBP), proteina catibnica eosinofilica (ECP),
peroxidase eosinofilica (EPO) e neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) que sao
capazes de causar lesao tecidual e disfungéo. Os grénulos de eosinofilos contém um
cristaloide composto de MBP-1/2 e uma matriz composta de ECP, EDN, e EPO
(ROTHENBERG; HOGAN, 2006). Aléem disso, esses granulos contém uma
diversidade de citocinas pré-formadas, quimiocinas, enzimas e fatores de
crescimento, incluindo IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-13, IFNy, TNF,
NGF, GM-CSF, TGFa, (CCL5), (CCL11), oncogene-a ligado ao crescimento e
peptideo de ativagado neutrofilica epitelial 78/CXCL5 (MUNIZ; WELLER; NEVES,
2012).

As proteinas MBP, EPO e ECP sao téxicas para uma variedade de tecidos,
como ja foi demonstrado em coragéao, cérebro e epitélio brénquico. ECP e EDN sé&o
ribonucleases e ja foi demonstrado possuir atividade antiviral, a ECP provoca poros
toxicos seletivos aos ions ndo sensiveis a voltagem nas membranas das células
alvo, facilitando possivelmente a entrada de outras moléculas citotdxicas
(ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

Além de secretar uma variedade de moléculas, os eosindfilos humanos
ativados podem sofrer morte celular com formacdo de armadilhas de DNA
extracelular (ETosis) em resposta a imunoglobulinas (IgG, IgA), citocinas com fator
ativador de plaquetas, ionoforo de calcio ou acetato de miristato de forbol e se

desenvolve em 120 minutos com uma forma reduzida de NADP (NADPH) oxidase-
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dependente. Os grénulos de eosindfilos libertados com EETose, que ainda retém
proteinas de granulos catidnicoseosinofilicos, podem ser secretados apos a
estimulagdo com a quimiocina CCL11. A formagdo de EETose tém sido
documentada em diversas doencas, incluindo dermatite atépica, alergia nasal, e com
a gravidade da urticaria (UEKI et al., 2012).

Os eosinofilos estdo envolvidos em varios processos inflamatorios (Efraim, et
al. 2013). Dentre eles é bem reportado o papel na resposta do hospedeiro as
infeccbes causadas por virus, fungos e bactérias, bem como parasitas. Os
eosindfilos secretam ribonucleases, EDN e ECP, que possuem efeitos antivirais
(BYSTROM, AMIN, BISHOP-BAILEY, 2011). Além disso, os eosinofilos expressam
receptores superficiais e intracelulares tais como TLRs e ligantes de TLR. Os
eosinofilos parecem reagir aos fungos ambientais e patogénicos por uma variedade
de mecanismos incluindo a morte dependente do contato, a libertagdo de grénulos
citotéxicos, proteinas e producdo de mediadores pré-inflamatérios. Nas interacdes
com organismos bacterianos, os eosinodfilos sdo capazes de fagocitar, libertar as
suas proteinas granulares e produzir armadilhas extracelulares de DNA mitocondrial
(SHAMRI et al. 2011. RAVIN; LOY, 2015).

Niveis elevados de proteinas presentes nos granulos dos eosinofilos, como a
proteina basica maior (MBP), foram encontrados no liquido de lavagem
broncoalveolar (BAL) de pacientes com asma e evidéncias indicam que a alta de
produtos da degranulagdo tém contribuido para o desenvolvimento de
hiperreatividade das vias aéreas (AHR) na asma. Utilizando um modelo experimental
de asma, pesquisadores demonstraram que bloquear o recrutamento de eosindfilos
para tecido pode ser uma estratégia terapéutica interessante. Neste estudo, foi
utilizada uma molécula isolada da saliva de carrapatos Rhipicephalus sanguineus e

que é um ligante natural das quimiocinas CCL5 e CCL11, que s&o de importancia
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fundamental no recrutamento dos eosinofilos, denominada Evasina-4. (HAJNICKA et
al., 2005. FRAUENSCHUHet al 2007. VIEIRA et al., 2009; ROTHENBERG; HOGAN,
2006). Assim, o tratamento com Evasina-4 se mostrou eficiente em reduzir o influxo
de eosindfilos para a cavidade pleural tanto induzida por CCL11 como por antigeno
em animais sensibilizados, melhorando o0 quadro clinico dessa doenca
(ALESSANDRI, 2007). Ainda utilizando um modelo experimental de asma, a indugao
da morte por apoptose de eosindfilos por H,O, estimulou o inicio da resolugao da
inflamacdo tecidual, melhorando, consequentemente, houve uma reducio
significativa dos danos teciduais neste modelo (REIS et al., 2015). Assim, a
interferéncia direta no recrutamento ou viabilidade de eosindfilos pode ser util como
terapia neste contexto de doenga.

Existe uma ampla gama de doengas da pele que sdo caracterizadas por
infiltrado e ou degranulagdo de eosindfilos, essas manifestacbes sdo conhecidas
como doengas eosinofilicas da pele ou dermatoses eosinofilicas. Dentre as
dermatoses eosinofilicas mais comuns encontram-se as alergias, incluindo erupgéo
de drogas alérgicas, urticaria, dermatite de contato alérgica, dermatite atopica e
eczema, bem como prurigos. Outros disturbios frequentemente vistos associados a
eosinofilia da pele incluem infestacbes parasitarias, mordidas de artrépodes,
vasculite urticariana e doencas de pele auto-imunes, tais como dermatite
herpetiforme e penfigbide bolhoso (LONG et al., 2015),

Além destas doencas de pele comuns e bem caracterizadas, existem varios
tipos raros de dermatoses eosinofilicas de origem desconhecida. Em cada uma
dessas raras dermatoses a infiltracdo do eosindfilo afeta camadas especificas do
tecido ou estruturas anexas da pele, tais como a derme, a gordura subcutanea, a
fascia, os foliculos e os vasos cutédneos e € considerada como um componente

central implicado nos mecanismos patogénicos. Alguns exemplos tipicos sao celulite
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eosinofilica, granuloma faciale, foliculite pustulosa eosinofilica, vasculite eosinofilica
cuténea recorrente e fasciiteeosinofilica (LONG et al., 2015).

Estudos em pacientes com psoriase mostraram um aumento dos eosindfilos
tanto no sangue como nas areas de lesdes da pele (MANSUR; GOKTAY; YASAR,
2008). LUNDIN (1989), realizou analise em biopsias de pacientes psoriasicos e
usando marcadores para eosindfilos ativados e secregcdo de granulos demonstrou
que a concentracao de proteina catidnica eosinofilica estda aumentada no fluido de
lesbes em pacientes com doenga aguda e progressiva, demonstrando assim a
presenca e ativacao dos eosindfilos nas lesbdes psoriasicas. Porém, ainda néo esta
estabelecido o papel dos eosindfilos na lesdo psoriasica. Assim, estudos mais
detalhados ainda sd&o necessarios para melhor caracterizacdo do papel dessas

células no desenvolvimento e lesdes da psoriase.
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2. OBJETIVOS

Investigar o papel dos eosindfilos na inflamagao psoriasiforme induzida por

Imiquimode em camundongos.

2.1 Objetivos especificos

- Padronizar o modelo de psoriase induzida por Imiquimode e avaliar os parametros

clinicos, histopatologicos e inflamatorios na psoriase induzida por Imiquimode

- Avaliar o papel dos eosindfilos no desenvolvimento da psoriase experimental em

camundongos deficientes em eosinofilos (AdbIGATA-1).

- Avaliar os efeitos do tratamento com Evasina-4 no desenvolvimento da lesao

psoriasiforme induzida por IMQ em animais selvagens.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos fémeas
com idade entre 8 e 11 semanas da linhagem BALB/c obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizados, ainda, camundongos
deficientes em eosindfilos (AdbIGATA-1) (YU et al. 2002) doados pelo Dr. A.
Humbles (Harvard, Boston, MA) para o Dr. Mauro Martins Teixeira
(Imunofarmacologia ICB-UFMG) . Os camundongos foram mantidos no biotério
pertencente ao Laboratério de Imunofarmacologia até o fim dos experimentos.

Todos os experimentos realizados com o0s animais estdo dentro das normas

do Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFMG conforme protocolo n°. 424 /
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2015.

3.2 Indugao da psoriase experimental

A indugéo da psoriase foi realizada como descrito previamente na literatura
(Van der Fits et al., 2009). Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p)
com xilazina (4mg/kg; Dopaser®) e ketamina (60mg/kg; Vetanarcol®) diluidos em
salina. Os animais tiveram o dorso depilado com maquina para corte de cabelos
(Philips) de uso humano, e para remogao total dos pelos foi aplicado creme de
depilagdo para peles delicadas (Veet). Essa depilagéo foi seguida de um intervalo de
descanso de 3 dias, seguidos de 4 (1-4) dias consecutivos de indu¢do da psoriase
com uso topico de Imiquimode —Ixium (FQM - Farmoquimica S/A), resultando em
uma dose diaria de 3,125 mg do composto ativo (VAN-DER-FITS, et al., 2009).
Foram utilizados 6 animais por grupo. No quinto dia apds o inicio da aplicacdo do
composto, os animais foram eutanasiados e os tecidos coletados para as analises
(Figura 1). Sendo padronizado a coleta dividindo o dorso em 4 quadrantes e cada
quadrante destinado a um tipo de ensaio: superior esquerdo (ELISA), superior direito

(MPO/EPO), inferior esquerdo (histologia) e inferior direito (PCR).
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Figura 1: Protocolo de indug¢ado a psoriase. Previamente a indugdo da doencga, os animais foram
depilados no dorso (dia 1) e deixados sem manipulagdo por trés dias (periodo de descanso). A partir
do dia 4, foi realizada uma aplicagéo topica de Imiquimode (Ixium) em toda a area depilada e de
modo homogéneo durante 4 dias consecutivos. (dias 4-7), sendo uma aplicagdo ao dia. A eutanasia

foi realizada no dia 8 para as analises.

3.3 Tratamento com Evasina-4

Animais BALB/c selvagem (WT) foram tratados com Evasina-4 diariamente (1
ou 3 ug por animal com peso meédio de 25g) em 100 puL de PBS via subcutanea. Os
animais receberam o tratamento 1 hora antes do uso do Imiquimode no primeiro dia

e de 12 em 12 horas durante o tempo restante de indugédo da doenca.

3.4 Escore clinico da doenga

Os animais foram avaliados quanto ao nivel de descamacdo e
avermelhamento da pele e classificados segundo escala PASI - indice de Gravidade

da Psoriase por Area, adaptado apenas para os escores de descamacao e eritema
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onde:

0 = Ausente; 1 = Leve; 2 = Moderado; 3 = Grave e 4 = Muito grave

3.5 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para avaliar o acumulo de neutréfilos na pele, foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. Para a realizagdo desse ensaio, um
fragmento da pele do dorso dos camundongos foi pesado (100 mg), suspenso a 1
mL de Buffer 1 (NaCl 0,1 M {5,84 g/L}, Na 3 PO 4 0,02 M {3,12 g/L} e Na 2 EDTA
0,015 M {5,58 g/L}) gelado e submetido a homogeneizacdo seguida de
centrifugacgéo (4° C por 10 min a 10.000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o
componente residual (pellet) ressuspendido em 1 mL de NaCl 0,2% gelado e 1 mL
de NaCl 1,6% com glicose 5% gelada para cada 100 mg de tecido e
homogeneizado. Foi realizada nova centrifugacao a 4° C por 10 min a 10.000 rpm.
Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de
Buffer 2 (Na 3 PO 4 0,05 M {7,8 g/L} e HETAB 0,5% p/v {5g/L}) e homogeneizado
por 30 segundos. As amostras foram congeladas e descongeladas seguidamente (3
vezes) em nitrogénio liquido, submetidas novamente a centrifugacéo a 4° C por 15
min a 10.000 rpm e os sobrenadantes coletados para ensaio de MPO. A atividade de
mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de leitor de ELISA
(450 nm) usando tetramethilbenzidina (1,6 mM) e H20, (0,5 mM). Os resultados

foram expressos de acordo com absorbancia.

3.6 Atividade peroxidase eosinofilica (EPO)

Para avaliar o acumulo de eosindfilos na pele, foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade de peroxidase eosinofilica. Para a realizacdo desse
ensaio, um fragmento da pele do dorso dos camundongos foi pesado (100mg),

suspenso em 1 mL de Buffer 1 (NaCl 0,1 M {5,84 g/L}, NazPO4 0,02 M {3,12 g/L},
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Na, EDTA 0,015 M {5,58 g/L}) gelado e submetido a homogeneizagdo e
centrifugacgéo (4° C por 10 min a 10.000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o
componente residual (pellet) ressuspendido em 1mL de NaCl 0,2 % gelado e 1 mL
de NaCl 1,6 % com glicose 5 % gelada para cada 100mg de tecido. Foi realizada
nova centrifugacéo a 4° C por 10 min a 10.000 rpm. Novamente, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de HTAB 0,5 % e homogeneizado por
30 segundos. As amostras foram congeladas e descongeladas seguidamente (3
vezes) em nitrogénio liquido, submetidas novamente a centrifugacéo a 4° C por 15
min a 10.000 rpm e os sobrenadantes coletados para ensaio de EPO. A atividade de
peroxidase eosinofilica (EPO) das amostras foi determinada através de leitor de
ELISA (492 nm) usando dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) em tamp&o Tris-
HCL (75 mM) acrescido de H30, (0,5 mM). Os resultados foram expressos de acordo

com a absorbancia.

3.7 Analise histolégica

O tecido do dorso foi coletado e acondicionado em cassetes para histologia,
permaneceram por 48 horas em solugdo de formol tamponado 10 %. O tecido foi
desidratado com passagens subsequentes em etanol em diferentes concentragdes
(80 %, 90 %, absoluto 1 e 2 — 30 minutos cada), xilol (1 e 2 — 20 a 30 minutos cada)
e incluido em parafina. Foram realizados cortes de 5 pum em micrétomo e confecgao
das laminas. O corte foi corado com Hematoxilina de Harris (20 segundos) e Eosina
(8 segundos). As léaminas foram analisadas em microscopio Optico e foram
observados os seguintes parametros: acantose, hiperqueratose, paraqueratose,
pustulas espongiformes de kogoj, microabscesso de Munro, hiperemia, infiltrado
inflamatorio na derme e pérola cornea (Tabela 1). Cada parédmetro foi avaliado e
quantificado de 0 a 4, onde 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = grave e 4 =

muito grave. Podendo totalizar até 32.
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Tabela 1: Definicao dos parametros histopatolégicos avaliados na pele

Definigao Nomenclatura

Espessamento da camada espinhosa da Acantose

epiderme

Maior produgao de queratina Hiperqueratose

Maior presenca de leucocitos na derme Infiltrado inflamatdrio na derme
Retencéo do nucleo na camada cérnea da Paraqueratose

epiderme

Acumulo de neutréfilos na camada espinhosa | Pustulas espongiformes de kogoj
da epiderme

Acumulo de neutrdéfilos na camada mais Microabscesso de Munro
externa da epiderme

Aumento do volume sanguineo com dilatagdo | Hiperemia
dos vasos

Sao formagdes de queratina condensada | Pérola cérnea

entre agrupamentos de células

3.8 Imagem de perfusao por Laser Doppler

Os animais foram anestesiados previamente com quetaminal/xilazina (xilazina
e cetamina na proporgéo de 7,5: 10 (0,1 mL/ 100 g de peso do animal via i.p.) e
posteriormente, a regido de interesse foi escaneada por um laser (830 nm) nos
tempos de 2, 4 dias de uso do IMQ. Os resultados foram obtidos a partir da

avaliagdo das imagens obtidas pelo Laser Doppler (MoorLDPI-2, Inglaterra).

3.9 Avaliagao da massa esplénica

Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical apés 4 dias
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consecutivos de uso tépico com Imiquimode. Durante a necropsia, o bago dos

animais foi retirado e pesado.

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro da meédia por grupo
de 6 animais. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste t
nao paramétrico ou a analise de variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY),
seguido de comparagdes multiplas de Tukey. Os niveis de significancia foram

estabelecidos em p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizagao do modelo experimental de psoriase induzida por IMQ

4.1.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos na pele psoriasiforme.

Para a padronizagdao do modelo foram usados animais da linhagem BALB/c
selvagens (WT) fémeas e machos. Durante os experimentos os machos
apresentaram variagbes comportamentais agressivas, com a ocorréncia de brigas
entre si, 0 que gerava extensas lesbes no dorso e impossibilitando o uso desses
animais nos experimentos posteriores. Por ser o local de inducdo da psoriase em
nosso modelo, os experimentos se seguiram apenas com as fémeas. Para
verificagdo do melhor tempo de indugdo da psoriase, foi realizado um
acompanhando dos sinais clinicos da lesdo psoriasiforme (descamacéao e eritema)
no dorso do primeiro ao sexto dia apds o inicio da aplicagao de Imiquimode. A partir
do terceiro dia de aplicagado do Imiquimode ja é possivel detectar esses sinais, que
se estendem até o ultimo dia avaliado (Figura 2A, B). A partir do quinto dia de
aplicacao do Imiquimode, n&o era possivel observar uma piora do quadro clinico da
lesdo, ou seja, ja foi atingido um platd. Apesar de n&o significativo, os valores
comecgaram a reduzir em relacdo ao tempo anterior. Ainda, foram retiradas fotos
ilustrativas desses momentos, que representam o grupo sem doencga (Figura 2C, F)
e com Imiquimode nos dias 3 (Figura 2D) e 5 (Figura 2E, G). Desta forma,
estabelecemos para os proximos experimentos a aplicagao de Imiquimode por 4 dias

consecutivos e com as analises feitas no quinto dia do experimento.
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Figura 2: Avaliagio dos parametros clinicos associados a lesdo psoriasiforme em
animais selvagens. Cinética do escore de descamacao (A) e eritema (B) no dorso dos camundongos
apos a aplicagédo de IMQ (3,125 mg/dia) ou veiculo. Foto ampliada do dorso de um animal do grupo
controle (C) e do grupo tratado com IMQ , evidenciando areas de eritema no dia 3 (E) e placas
psoriasicas no dia 5 (E). Foto ilustrativa e comparativa do dorso de camundongos apés o 4° dia de
aplicagédo de IMQ (F) em relagdo ao grupo controle (G). Os resultados estdo expressos com média
dos valores obtidos * erro padrdo da média. * para p<0.05, n=6. Resultado representativo de pelo
menos 3 experimentos.

Os padrées histopatolégicos da psoriase também foram avaliados em nosso
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modelo. Apds a aplicagdo do Imiquimode, é possivel identificar um aumento da
espessura da epiderme, paraqueratose, destruicdo da derme, aumento no infiltrado
inflamatdrio na derme e epiderme, formado principalmente por netréfilos, e hiperemia
(Figura 3). Também foi possivel observar o aparecimento de pérolas corneas na
epiderme (Figura 3E) que s&o formagbes de queratina condensada entre
agrupamentos de células. N&o foi possivel observar acumulos de neutrofilos na
camada espinhosa da epiderme, denominados microabscessos de Munro ou na

camada cdrnea da epiderme, denominada pustula espongiforme de Kogo;.
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Figura 3: Avaliagdo dos parametros histolégicos associados a lesdo psoriasiforme em
animais selvagens. Soma dos parametros histopatolégicos do dorso dos animais avaliados no quinto
dia apds a aplicacéo de IMQ (4 dias de IMQ, 3,125 mg/dia) ou veiculo. Foto representativa do grupo
controle aumento de 5x (A) e aumento de 20x (C) , grupo IMQ aumento de 5x (B) e aumento de 20x
(D). Acantose (trago), descamagéo (seta grossa), infiltrado inflamatério (estrela de 4 pontas),
hiperemia (estrela de 5 pontas) e paraqueratose (area em destaque). Os resultados estdo expressos
com média dos valores obtidos + erro padrdo da média. * para p<0.05, n=6. Resultado representativo

de 2 experimento. Cortes em HE.
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4.1.2 Avaliagao dos parametros inflamatérios nas lesées psoriasiformes

Através da técnica de Doppler, que permite avaliar o fluxo sanguineo, foi
possivel identificar um aumento do desse fluxo no dorso dos animais com lesao
psoriasiforme apods a aplicagdo do Imiquimode quando comparados aos animais
controle. Os resultados do doppler podem indicar hiperemia ou angiogénese. Como
o tempo de inducdo do modelo é relativamente agudo e, ainda, como foi possivel
identificar importante vasodilatagdo nos cortes histologicos, acreditamos que esses
resultados obtidos com a técnica do Doppler sugerem se tratar de um fenbmeno de

vasodilatagao.
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Figura 4: Avaliacio da circulagdo sanguinea nas lesdGes lesdespsoriasiformes
induzidas por Imiquimode. Avaliagao do fluxo sanguineo no dorso dos animais ap6és 4 dias de IMQ
(3,125 mg/dia) (A). Imagens representativas obtidas pela técnica de Doppler e foto do dorso indicando
local analisado. Em (B) grupo controle e (C) grupo Imiquimode. A escala de cores (D) codificam o
fluxo sanguineo nas imagens de perfusdo por laser Doppler: quanto maior a intensidade em
vermelho, maior é o fluxo e quanto maior a intensidade em azul, menor é o fluxo. Os resultados estao
expressos com média dos valores obtidos * erro padrdao da média. * para p<0.05, n=6. Resultado

representativo de 3 experimentos.

Para avaliar o infiltrado inflamatorio nas lesdes psoriasiformes, foram dosadas

as atividades das enzimas peroxidase eosinofilica (Figura 5A), que indica a presenca
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de eosinofilos e mieloperoxidase (Figura 5B), uma forma indireta para avaliar o
influxo de neutréfilos no tecido. A presenca de neutrofilos nos tecidos € um
importante parametro inflamatorio na psoriase (LANGLEY, et al 1977). Foi
observado maior absorbancia tanto para EPO como para MPO, indicando um

aumento de eosindfilos e neutrofilos no tecido.
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Figura 5: Avaliagdo do influxo de eosinéfilos e neutréfilos nas lesdes psoriasiformes.
No quinto dia apds a aplicagdo de Imiquimode (3,125 mg/dia por 4 dias consecutivos) ou veiculo, os
animais foram eutanasiados e um fragmento da pele foi retirado para a realizacdo dos ensaios
enzimaticos de peroxidase eosinofilica (A) e mieloperoxidase (B). Os resultados estdo expressos com
média dos valores obtidos + erro padrdo da média. * para p<0.05, n=6. Resultado representativo de

pelo menos 3 experimentos.

4.1.3 Avaliagao dos efeitos sistémicos da psoriase experimental

Como forma de avaliar se o0 uso tépico do Imiquimode causava alteragdes
sistémicas, avaliamos o peso do bago dos animais, conforme ja descrito
anteriormente (Van der Fits et al., 2009). Aqui, os animais que receberam
Imiquimode apresentaram um aumento significativo da massa do bag¢o quando

comparados ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6: Avaliagdo da massa do bago induzida pelo uso tépico de Imiquimode No
quinto dia apés a aplicagdo de Imiquimode (3,125 mg/dia por 4 dias consecutivos) ou veiculo, os
animais foram eutanasiados e o bago removido para a pesagem. Os resultados estdo expressos com
média dos valores obtidos + erro padrdo da média. * para p<0.05, n=6. Resultado representativo de

pelo menos 3 experimentos.

4.2 Eosindfilos tém um papel importante na lesdo psoriasiforme induzida por

IMQ

ApOs a padronizagdo do modelo, fomos investigar o papel dos eosinofilos na
lesdo psoriasiforme induzida por Imiquimode em camundongos. Para isso, foram
utilizadas duas estratégias: uso de animais que ndo apresentam diferenciacdo das
células progenitoras em eosinofilos (AdblIGATA-1) e um tratamento com uma
molécula ligante da quimiocina CCL11, a Evasina-4. Primeiramente, apresentaremos

os resultados com animais AdbIGATA-1 e a comparagao com animais WT.

4.2.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos em animais AdbIGATA-1

Os animais AdblGATA-1se mostraram suscetiveis ao creme Imiquimode e
desenvolveram as lesdes psoriasicas, porém com diferengas no estabelecimento da
doenga em relagao aos animais selvagens. Os animais AdbIGATA-1apresentaram a

doenga de forma mais branda (Figura 7), como pode ser observado no menor escore
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clinico de descamacgéo (Figura 7A) e menor eritema (Figura 7B) quando comparados
ao grupo de animais WT. As fotos retiradas dos dorsos desses animais representam

esses achados (Figura 7C e D).
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Figura 7: Avaliacdo dos parametros clinicos nas lesdes psoriasiforme em animais
AdbIGATA-1 e selvagens. No quinto dia apds a aplicagdo de Imiquimode (3,125 mg/dia por 4 dias
consecutivos) ou veiculo foi realizada a andlise dos escores clinicos de descamacéo (A) e eritema
(B). Imagens representativas do dorso dos animais dos grupos WT (C) e AdbIGATA-1(D),
evidenciando as placas psoriasicas.. Os resultados estdo expressos com média dos valores obtidos

+ erro padrao da média. * para p<0.05, n=6. Resultado representativo de pelo menos 3 experimentos.

Ainda, os animais AdbIGATA-1 apresentaram menor escore histopatolégico
quando comparados aos animais WT (Figura 8). Os animais AdbIGATA-
1apresentaram menor espessamento da epiderme, pouca ou nenhuma destruigao

na derme e menor infiltrado inflamatério. O aparecimento de pérola corna se
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manteve similar aos animais WT e nao foi possivel observar microabscessos de
Munro e pustula espongiforme de Kogoj tanto no grupo WT como AdbIGATA-1 que

receberam Imiquimode.
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4.2.2 Avaliagao de parametros inflamatérios em animais

A aplicagdo de Imiquimode induziu um aumento significativo do fluxo
sanguineo nos animais WT e AdbIGATA-1 (Figura 9) quando comparados aos seus
grupos controle, porém nao foi observada diferenga entre os grupos WT e

AdbIGATA-1 tratados com Imiquimode.
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Figura 9: Analise do fluxo sanguineo nas lesdes psoriasiformes em animais AdbIGATA-
1 Avaliacao do fluxo sanguineo no dorso dos animais apoés 4 dias de IMQ (3,125 mg/dia) (A). Imagens
representativas da técnica de Doppler e fotos das areas analisadas, WT controle (B), WT IMQ (C),
AdbIGATA-1 controle (D), AdbIGATA-1 IMQ (E) e em (F) escala de cores que codificam o fluxo
sanguineo nas imagens de perfusdo por laser Doppler, quanto mais intenso for a coloragdo vermelha,
maior € o fluxo e quanto mais intenso for a coloragdo azul, menor é o fluxo. Os resultados estédo
expressos com média dos valores obtidos * erro padrdao da média. * para p<0.05, n=6. Resultado

representativo de 2 experimentos.
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Como forma complementar de avaliagao da inflamacgao tecidual, foi realizado
0 ensaio de atividade da enzima mieloperoxidase de pele, uma forma indireta para
avaliar o infiltrado neutrofilico. A administracdo de Imiquimode induziu um aumento
de atividade de MPO nos animais selvagens em relagdo ao grupo controle. Porém,
os animais AdbIGATA-1 tiveram uma menor atividade de MPO quando comparados

aos animais WT ap0s a aplicagédo de Imiquimode (Figura 10).
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Figura 10: Atividade de mieloperoxidase nas lesdes psoriasiformes em animais
AdbIGATA-1. Atividade de mieloperoxidase por absorbancia. Avaliagdo do dorso dos animais apos 4
dias de IMQ (3.125 mg/dia) ou veiculo. Os resultados estao expressos com média dos valores obtidos
t+ erro padrdo da média. * para p<0.05, n=10-12. Resultado representativo de pelo menos 3

experimentos.

4.2.3 Efeitos sistémicos da psoriase experimental

Foi observado aumento na massa do baco dos animais WT e AdbIGATA-1
nos grupos que receberam Imiquimode quando comparado a seus respectivos
controles. Porém, entre os grupos tratados com Imiquimode, os animais AdblIGATA-1
apresentaram massa levemente reduzida, mas essa diferenca nao foi

estatisticamente significativa quando comparado ao grupo WT (Figura 11).
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Figura 11: Avaliagcdao da massa do baco induzida pelo uso topico de Imiquimode. No
quinto dia apés a aplicagdo de Imiquimode (3,125 mg/dia por 4 dias consecutivos) ou veiculo, os
animais foram eutanasiados e o bago removido para a pesagem. Os resultados estdo expressos com
média dos valores obtidos * erro padrdo da média. * para p<0.05, n=8-9. Resultado representativo de

pelo menos 3 experimentos.

4.3 Evasina-4 como estratégia terapéutica para o tratamento das lesées

psoriasiformes

Um segundo método para avaliar o papel dos eosinofilos no desenvolvimento
da lesdo psoriasiforme induzida por Imiquimode foi reduzir sua migragdo para o
tecido através do tratamento dos animais com Evasina-4. A doencga se desenvolveu
tanto nos animais tratados como ndo tratados, porém de forma mais branda nos

animais tratados com Evasina-4.

4.3.1 Avaliagao dos parametros clinicos e morfolégicos

O tratamento com Evasina-4 se mostrou eficiente na reducdo dos parametros
clinicos da psoriase. Foram testadas as doses de 1 e 3 ug por animal. Em ambas as
doses, a doencga se estabeleceu de forma mais branda, sendo que a dose de 3
pg/animal se mostrou mais eficiente na redugcdo da descamacéo (Figura 12A). Em
relacdo a analise do eritema, em ambas as doses o parametro foi reduzido, porém

nao de forma significativa quando comparado ao grupo com lesao psoriasiforme e
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tratado veiculo (Figura 12B).
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Figura 12: Avaliacdo de parametros clinicos da psoriase em animais tratados com
Evasina-4. No quinto dia ap6s a aplicagdo de Imiquimode (3,125 mg/dia por 4 dias consecutivos) foi
realizada a analise dos escores clinicos de descamacao (A) e eritema (B) em animais tratados ou ndo
com Evasina-4 (1 ou 3 pg/animal diluido em 100 pL de PBS; via subcutanea; 12 em 12 horas durante
4 dias). Os resultados estdo expressos com média dos valores obtidos + erro padrao da média. *
para p<0.05, n=5-6. Grafico referente a um experimento, exceto na dose de 3ug onde o resultado é

representativo de 3 experimentos.

Além do escore clinico, os animais tratados com Evasina-4 apresentaram
menor escore histopatoldégico quando comparados aos animais WT na lesao
psoriasiforme induzida por Imiquimode (Figura 19). Esses animais apresentaram
menor espessamento da epiderme, menor destruicdo na derme e menor infiltrado
inflamatdrio, o aparecimento de pérola corna se manteve similar aos animais WT
(Figura 13). Nao foi possivel observar microabscessos de Munro e pustula
espongiforme de Kogoj em nenhum dos grupos. Foi observada diferenga em ambas
as doses quando comparadas aos grupos controle, porém nao foi observada

diferenca entre as diferentes doses.
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Figura 13: Avaliagao
histopatolégica das lesdes
psoriasiformes em animais
tratados com Evasina-4. No
quinto dia apos a aplicagéo de
Imiquimode (3,125 mg/dia por 4
dias consecutivos) ou veiculo
os animais foram eutanasiados
e um fragmento de pele foi
dissecado para as andlises
histopatoldgicas. Grupos
diferentes de animais foram
tratados ou ndo com Evasina-4
(1 ou 3 pg/animal diluido em
100 pL de PBS; Vvia
subcutanea; 12 em 12 horas
durante 4 dias). Soma do
escore histopatolégico  (A).
Grupo controle em aumento de
5x (B) e aumento de 20x (C).
Grupo veiculo em aumento de
5X (D) e aumento de 20x (E).
Grupo Evasina-4 1uyg em
aumento de 5X (F) e aumento
de 20X (G). Grupo Evasina-4
3ug em aumento de 5x (H) e
aumento de 20x (l). Acantose
(trago), descamagdo (seta
grossa), infiltrado inflamatério
(estrela de 4 pontas), pérola
cérnea (asterisco) e
paraqueratose (area  em
destaque). Avaliagdo do dorso
dos animais apos 4 dias de
IMQ (3.125 mg/dia) ou IMQ
mais Evasina-4. Os resultados

estdo expressos com média

dos valores obtidos + erro
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5. DISCUSSAO

A psoriase € uma doenca comum da pele que esta associada a um dano
fisico e psicologico. Assim como em outras dermatoses, a desfiguragéo visivel pode
desencadear reagdes negativas em terceiros, o que pode levar a um aumento da
carga psicologica da doenga. Em comparacgéo a outras doengas crdnicas, incluindo
cancer, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva, apenas a depresséo
e a doenga pulmonar crénica prejudicaram a qualidade de vida psicolégica mais do
que a psoriase (BOEHNCKE; SCHON; 2015).

Uma caracteristica marcante na psoriase € o infiltrado inflamatério que é
composto principalmente por neutréfilos (LANGLEY, et al 1977). Achados na
literatura descrevem também a presenca dos eosinofilos como componente desse
infiltrado uma vez que ja foi demonstrado sua presenca e degranulagcéo na lesdo
psoriasiforme (LUNDIN, 1989; MANSUR, GOKTAY; YASAR, 2008).

Embora existam relatos da presencga dos eosindéfilos na lesdo psoriasiforme
(LUNDIN, 1989; MANSUR, GOKTAY; YAsAR, 2008), o aprofundamento no
conhecimento a cerca desses achados ainda se mostra necessario. Com isso
estruturamos o objetivo central deste estudo: investigar a participagdo dos
eosindfilos no desenvolvimento da psoriase. Afim de embasar nossa hipotese,
simultaneamente a padronizagdo do modelo analisamos a atividade de peroxidase
eosinofilica, enzima presente nos granulos eosinofilicos (BOEHNCKE; SCHON,
2015), no tecido. Foi possivel observar em nossa padronizagdo caracteristicas
marcantes da psoriase, como descamagao e eritema, além de alteragdes
histopatolégicas classicas, como acantose, hiperqueratose, paraqueratose e
infiltrado inflamatério (BOEHNCKE; SCHON, 2015; LOWES; FARINAS; KRUEGER,
2014). A atividade de EPO se mostrou significativamente aumentada na pele

psoriasiforme. Assim, a padronizacdo do modelo e a detec¢do de eosindfilos nos
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tecidos lesionados nos deram suporte para prosseguir os experimentos com o
modelo de psoriase induzida por Imiquimode e fazer os estudos investigativos sobre
o papel dos eosindfilos na lesao psoriasiforme.

Os eosindfilos sdo leucécitos multifuncionais envolvidos na iniciacdo e
propagacdo de diversas respostas inflamatorias, bem como moduladores da
imunidade inata e adaptativa (HOGAN et al., 2008). Em uma ampla gama de
patologias da pele é possivel observar infiltrado e ou degranulagdo de eosinofilos,
dentre essas manifestacbes estdo as alergias, urticaria, dermatite de contato
alérgica, dermatite atopica, eczema, prurigos, dermatite herpetiforme e penfigoide
bolhoso (LONG et al., 2015).

Dentre a composicéo natural da pele se encontram as células da familia das
ILCs. Essas células podem ter um papel relevante no desenvolvimento das lesdes
psoriasicas, visto que sdo uma das fontes das citocinas IL-17 e [L-22, como
demonstrado em modelo experimental de psoriase (PANTELYUSHIN, et al 2012)
Particularmente, foi observado um aumento no numero de ILCs do grupo 3 nas
lesbes da psoriase (DYRING- ANDERSEN et al., 2014). As ILCs do grupo 2,
também presentes na pele, estdo aumentadas na dermatite atopica e sao
responsaveis pela producao de IL-4, IL-5 e IL-13 (SALIMI; OGG, 2014), citocinas de
grande importancia na migracado e ativacdo dos eosinodfilos (ZIMMERMANN et al
2003). Desta forma as ILC2 podem néo so estar envolvidas no desenvolvimento da
psoriase através da producao de IL-17 e IL-22, como também ter uma possivel
participagdo na migragéo e ativacdo dos eosindfilos para as lesdes psoriasiformes.

Estudos recentes identificaram relagdes estreitas entre a patofisiologia da
psoriase e depressao, onde as citocinas IL17 e TNF sdo compartilhadas pelas duas
patogéneses (PATEL et al.,, 2017). A psoriase esta associada ao aumento no

desenvolvimento de outras doengas crdnicas, bem como comorbidades graves,
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como sindrome metabdlica e doenca cardiovascular, provavelmente refletindo um
componente inflamatoério sistémico da doenca. Dentre as doengas comdérbidas,
incluem artrite psoriasica, ansiedade e depressao, doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica, doencga de Crohn e linfoma (BOEHNCKE; SCHON; 2015. HYE- LIN HA et
al, 2014). Uma das comorbidades relacionadas a psoriase e que acarreta grande
dano aos pacientes € a depressdo. A psoriase € uma patologia desfigurante, onde
as lesbes podem atingir grandes partes do corpo e se tornarem crdnicas, o aspecto
das placas muitas vezes leva os pacientes a terem dificuldades emocionais e
sociais. Os pacientes com psoriase tem 1,5 a mais de probabilidade de desenvolver
quadros de depressdao (KORMAN et al., 2016). Em conjunto, a producédo de
diferentes moléculas pro-inflamatoérias na psoriase contribuiria para os quadros de
lesdo tecidual e depressivo nos pacientes. Embora nossos resultados para as
dosagens de IL17 e TNF, tanto por g°PCR quanto por ELISA, foram inconclusivas e
necessitam ser repetidos, acreditamos que a participagdo ausente ou reduzida de
eosinodfilos nesse contexto também acarretaria em reducao de IL-17, TNF ou outras
citocinas, justificando a melhora de aspectos gerais dessa doenca.

Os neutrdfilos sdo as células mais abundantes nas lesbes psoriasicas e as
maiores produtoras de IL-17 nessas lesbes (LANGLEY, et al 1977). Aqui, realizamos
0 ensaio de atividade da mieloperoxidase, uma forma indireta para quantificar o
infiltrado neutrofilico, embora outros tipos celulares também possuem essa enzima,
como mondcitos e macrofagos. Vimos que em animais AdbIGATA-1 tratados com
IMQ, a atividade dessa enzima se mostrou significativamente reduzida quando
comparados aos animais selvagens. Além disso em analises histoldgicas foi possivel
verificar uma redugdo do infiltrado neutrofilico tanto em animais AdbIGATA-1 como
em animais selvagens tratados com Evasina-4. Nossos resultados apontam que a

auséncia de eosindfilos na psoriase induzida por Imiquimode é capaz de reduzir o
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infiltrado neutrofilico, desta forma os eosindfilos podem ter grande relevancia no
quadro de associacado psoriase/depressao, uma vez que a producao de IL-17 pode
estar reduzida assim como visto com os neutréfilos. Além disso na liberagao dos
granulos eosinofilicos estdo presentes citocinas como IL-2, IL-6, TNF que sé&o
citocinas ja correlacionadas a depressdo (KORMAN et al.,, 2016), tornando os
eosinofilos um possivel agravador da depressdo no quadro de associagdo da

psoriase/depresséo.

Outra patologia relacionada a psoriase € a asma, onde os pacientes
psoriasicos apresentam maior prevaléncia de asma quando comparados aos indices
de pacientes ndo asmaticos (LONNBERG et al.,, 2015). A asma é uma doenca
crbnica do sistema respiratério que apresenta quadros de recorréncia assim como
na psoriase. Um componente celular da asma e diretamente relacionado ao
agravamento da doenca sdo os eosindfilos, que estdo aumentados no lavado
broncoalveolar e sangue de pacientes asmaticos (CASCIANO et al., 2016. POSSA
et al., 2013). Estudos em pacientes com psoriase também mostraram um aumento
dos eosindfilos no sangue como nas areas de lesdes da pele (MANSUR; GOKTAY;
YAsAR, 2008). Desta forma os eosindfilos podem ser um dos componentes comuns
entre as duas comorbidades que pode favorecer na incidéncia conjunta dessas
patologias.

Eosindfilos ativados podem liberar mediadores lipidicos (LT: leucotrienos; PG:
prostaglandinas) que estdo envolvidos na vasodilatacdo (WELLER et al 1994) e
VEGF (factor de crescimento endothelial Vascular) (HORIUCHI et al, 1997), b-FGF
(Fator de crescimento fibroblastico basico) (HOSHINO et al., 2001), TNF (WONG et
al., 1990), GM-CSF (KITA et al., 1991), NGF (Fator de crescimento nervoso)
(SOLOMON et al., 1998), IL-8 (YOUSEFI et al., 1995) e CCL11 (NAKAJMA et al.,

1998) que sao mediadores pro-angiogénicos. Entre estes mediadores pro-
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angiogéncos, o VEGF € o mais importante e selectivo, causando proliferagdo e
migracdo de células endoteliais (PUXEDDU et al., 2005). A dilatacdo dos vasos
sanguineo e angiogénese dérmica também sado caracteristica marcantes nas lesdes
da psoriase (BOEHNCKE; SCHON; 2015). Avaliamos através da técnica de doppler
o fluxo sanguineo no dorso dos animais e o grupo de animais selvagens e
AdbIGATA-1 tratados com IMQ apresentaram maior fluxo sanguineo quando
comparados aos seus respectivos grupos controle, porém n&o ocorreu diferenca
significativa entre os animais selvagens e AdbIGATA-1 tratados com IMQ. Apenas os
dados do doppler ndo nos possibilita avaliar se o aumento visto no fluxo ocorre por
angiogénese ou hiperemia, mas a analise conjunta do doppler e histologia indicam
gue o aumento visto no fluxo se da pela dilatacao dos vasos uma vez que ela € mais
significativa que a angiogénese. Entédo, os eosindfilos ndo parecem ser os principais
responsaveis pelas alteragdes vasculares que ocorrem nesse modelo de inflamacéo.

E crescente o conhecimento acerca da participacdo dos eosindfilos na
exacerbacao de prurido em muitas afeccdes da pele. A proeminéncia de eosindfilos
na pele infectada com o ectoparasita, Sarcoptesscabiei, € um exemplo de relacao
entre eosindfilos e prurido. Observagdes mostraram que as proteinas dos granulos
de eosindfilos, mesmo na auséncia de eosinofilos intactos, foram extensivamente
depositadas em pacientes com afec¢des cutdaneas edematosas e pruriginosas, como
urticaria, dermatite atopica e prurigo nodular (LEIFERMAN, 2015). Assim como nas
afecgdes citadas, o quadro de prurido € bem marcante nas lesdes da psoriase
(GREB et al., 2016). Houve uma tentativa inicial de se avaliar o comportamento de
coceira nos animais apos a aplicacéo topica de Imiquimode. As primeiras analises
sugerem que os animais AdbIGATA-1 ou o tratamento com Evasina-4 tendiam a ter
esse comportamento reduzido, porém nossos resultados foram inconclusivos e a

técnica para avaliagdo do prurido deve ser aprimorada. Mas os eosinéfilos poderiam
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estar associado exacerbacdo no quadro de prurido nas lesdes da psoriase.

Além dos padrdées morfologicos e clinicos da psoriase, também é interessante
demonstrar se a auséncia dos eosinofilos sdo capazes de reduzir importantes
marcadores inflamatérios, como a producao de IL-23, IL-17, IL-22, IL-36, TNF, e IFN,
que sao importantes no desenvolvimento da psoriase. Em nosso modelo avaliamos
nao sé a producao dessas citocinas como também a producado de CCL11 e CXCL1,
porém nossos resultado ndo foram conclusivos e requerem mais repeticbes. Ainda
sim, os resultados aqui apresentados corroboram com os achados LUNDIN (1989) e
MANSUR (2008) demonstrando que os eosindfilos estdo presentes nas lesbes
psoriasiforme e acrescenta um novo dado, em que essas células sdo importantes no

desenvolvimento das lesbes psoriasiformes.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel evidenciar que ocorre a participacéo dos eosinoéfilos
no desenvolvimento da psoriase e de forma interessante a auséncia ou bloqueio da
migracédo dessa célula foi capaz de reduzir os parametros inflamatérios e danos de
tecidos vistos nas lesbes da psoriase. Apesar de ainda ndo ter sido testado em
humanos, é interessante pensar nos eosindfilos e suas moléculas liberadas como
potenciais alvos terapéuticos para reducao das recorréncias das lesdes psoriasicas

da pele.
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