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RESUMO

A dermatite atopica (DA) ¢ uma doenca cronica e multifatorial caracterizada pela
presenca de infiltrado inflamatério, hiperplasia epidérmica e disfung¢ao na barreira epitelial. A
susceptibilidade da barreira epitelial permite a entrada de alérgenos que ativam células do
perfil Th2 e aumentam os niveis de IgE na fase aguda. O objetivo deste estudo foi induzir
lesdes tipo DA na orelha de camundongos BALB/c por calcipotriol (CPT) e tratar com e-
caderina recombinante de camundongo (rmE-cad). As lesdes tipo DA foram induzidas pela
aplicagdo topica (orelha) de CPT em um volume de 20 ul durante 28 dias e foram realizadas
com quatro grupos diferentes, com quatro animais cada para padroniza¢do: Grupo 1: 1 pmol
de calcipotriol, Grupo 2: 4 pmoles de CPT, Grupo 3: 1 pmol de CPT + Ovalbumina (OVA) e
Grupo 4: 4 pmoles de calcipotriol + OVA. A concentraciao 6tima de CPT para indugdo da DA
neste estudo foi de 4 pmoles (Grupo 2), mostrando lesdes semelhantes a DA aguda com
aumento significativo nos niveis séricos de IgE total, IgE total e IL-5 no homogenato de
orelha em comparagdo com outros grupos (Grupos 1 e 3). Dessa forma, foi escolhido o Grupo
2 para ser tratado com 0,5 pug/ml, 1 pg/ml ou 2 pg/ml de rmE-cad. A aplicacdo topica de 2
pg/ml de e-caderina demonstrou evidente melhora clinica bem como diminui¢do significativa
nos niveis séricos de IgE total e IgE, IL-5 e de TSLP no homogenato de orelha com aumento
nos niveis de citocina IL-10 tecidual em comparacdo com outros grupos tratados. Em
conclusdo, este estudo demonstrou que a concentragdo de CPT a 4 pmoles/20ul induziu a DA
experimental em murinos e a dose 6tima de e-caderina para o tratamento foi de 2 pg/ml,
melhorando os pardmetros clinicos e imunologicos, diminuindo a inflamacdo local e

contribuindo no aumento da citocina reguladora IL-10.

Palavras-chave: Dermatite atopica, calcipotriol, e-caderina, IgE, IL-5, TSLP.



ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic and multifactorial disease characterized by the presence
of inflammatory infiltrates, epidermal hyperplasia and dysfunction in the epithelial barrier.
The susceptibility of the epithelial barrier allows the entry of allergens that activate Th2
profile cells and increase the levels of IgE in the acute phase. This study aimed to induce AD-
like lesions at the ear of BALB/c mice by calcipotriol (CPT) and treat them recombinant
mouse e-cadherin (rmE-cad). AD-like lesions were induced by topical (ear) application of
CPT in a volume of 20 pl during 28 days and it was performed by using four different groups,
with four animals each, for standardization: Group 1: 1 pmol of CPT, Group 2: 4 pmols of
CPT, Group 3:1 pmol of CPT + Ovalbumin (OVA), and Group 4: 4 pmols of CPT + OVA.
The optimal concentration of CPT for induction of AD in this study was 4 pmols (Group 2),
leading to acute AD-like lesions with a significant increase in the total serum IgE, total tissue
IgE and tissue IL-5 levels in comparison with other groups (Groups 1 and 3). Thus, the Group
2 was chosen for treatment with 0.5 pg/ml, 1 pg/ml or 2 pg/ml of rmE-cad. Topical
application of 2 pg/ml of e-cadherin demonstrated evident clinical improvement as well as a
significant decrease in the total serum IgE and total tissue IgE, tissue IL-5 and tissue TSLP
levels, with an increase in the levels of the tissue IL-10 cytokine in comparison with other
treated groups. In conclusion, this study demonstrated that the best concentration of CPT for
induction of experimental murine AD was 4 pmols/20pul and the optimal dosis of e-cadherin
for treatment was 2 pg/ml, improving both clinical and immunological parameters, by

decreasing tissue inflammatory factors as well as by increasing IL-10 regulatory cytokine.

Keywords: atopic dermatitis, calcipotriol, e-cadherin, IgE, IL-5, TSLP.



13

1.INTRODUCAO

1.1. Doencas Alérgicas

As doencas alérgicas sdo manifestacdes mediadas principalmente pela produgdo de
anticorpos IgE especificos causadas por diferentes alérgenos ambientais, tais como acaros da
poeira domiciliar, fungos, pélos, epitélios de caes e gatos, poléns de arvores e gramineas,
veneno de himendpteros, insetos sugadores, substancias quimicas, dentre outros (GLOBAL
ATLAS OF ALLERGY, 2014). O termo alergia ¢ dado por reagdes de hipersensibilidade e
atopia ¢ designado para doencas mediadas por anticorpos da classe IgE como rinite, asma e
dermatite atopica (KAY, 2002). Pacientes atopicos que manifestam reagdes alérgicas em
resposta a alérgenos ambientais apresentam altas titulacdes séricas de anticorpos IgE, ja a
classe de anticorpos IgG alérgenos-especificos podem ser detectados no soro de pacientes
atopicos e nao atdpicos, sendo as principais subclasses IgG1 e IgG4 (FLICKER; VALENTA,
2003; KEMENY et al., 1989). Tem-se demonstrado o aumento da prevaléncia das doencas
alérgicas por décadas principalmente em criangas e adolescentes com sintomas de rinite
alérgica, asma e dermatite atopica no Brasil em comparagdo a outros paises da América

Latina (DAHER et al., 2009).

Fatores genéticos e ambientais, em particular a exposi¢do alergénica, sdo cruciais no
desenvolvimento de doengas alérgicas mediadas por anticorpos IgE e a ocorréncia da
exacerbagcdo dos sintomas alérgicos frequentemente estdo associados a dificuldade na
execu¢do de uma profilaxia efetiva para garantir as medidas preventivas de exposi¢ao
alergénica, o que torna um grande desafio aos pesquisadores para a busca de novas estratégias
terapéuticas, e para tanto, sendo de suma importancia o conhecimento profundo da

imunopatogenia bem como da fisiopatologia destas doengas (FERNANDES et al., 2017).

Assim, durante a fase inicial da sensibiliza¢do alergénica, peptideos derivados de
alérgenos sao apresentados através das células apresentadoras de antigeno (APCs) no contexto
das moléculas MHC de classe Il e reconhecidos pelos receptores das células T CD4+ (TCR)
naive, o qual corresponde ao 1°. sinal da fase cognitiva da resposta imune. Na sequéncia,
ocorre o 2°. sinal por meio da participagcdo das moléculas coestimulatorias que se ligam entre
as APCs e cé¢lulas T formando, por analogia, uma “sinapse” imunologica e como 3°. sinal
desta fase cognitiva da resposta ha producao da citocina IL-4, que sera responsavel pela

ativacdo do STAT-6 e, subsequentemente, estimulard a expressdo do fator de transcri¢do
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GATA-3 em células T CD4+, capacitando estas células a produzirem um perfil de citocinas
constituido por IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, caracterizando esta subpopulag¢do funcional
como c¢lulas Th2. As citocinas IL-4 e IL-13 serdo responsaveis por estimularem células B
ocasionando a mudanga na sintese de classe de anticorpo para IgE, que se ligardao nos
receptores Fce presentes em células alvos como basoéfilos no sangue e mastdcitos em tecidos.
ApoOs o contato subsequente com os mesmos alérgenos, os anticorpos IgE ligam-se
cruzadamente com os epitopos de alérgenos, desencadeando a ativacdo das células alvos e
consequente liberacdo de granulos contendo mediadores vasoativos pré-formados como
histamina, cininas, fatores quimiotaticos para eosinofilos, fatores quimiotaticos para
neutrofilos, entre outros. A histamina causara vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
capilar, que serdo responsaveis pela producdo da hiperemia ¢ edema ou hipersecregao,
respectivamente, € em bronquios e bronquiolos a histamina ocasionard contra¢do da
musculatura lisa e produ¢do de muco. Em adi¢do, para agravar o processo inflamatorio
alérgico, a citocina IL-5 atrai e ativa eosinéfilos, caracteristica marcante em doengas alérgicas
classicas. A sintomatologia ira depender do(s) 6rgao(s) afetado(s), podendo ocorrer anafilaxia,
asma, conjuntivite alérgica, dermatite atopica, rinite alérgica, urticaria, etc. (KALLINICH et

al., 2007; BIEDERMANN et al., 2015; TAKETOMI et al., 2017).

1.2 Dermatite Atopica e mecanismos imunologicos

A dermatite atopica (DA) ou eczema atdpico € uma doenga inflamatoria associada com
prurido cronico, na qual uma substancia alérgica ou irritativa induz uma resposta
imunologica, afetando o maior 6rgdo do corpo humano: a pele. Os sinais e sintomas
relacionados sdo lesdes eczematosas, prurido e vermelhidao, sendo a DA considerada uma
doenca multifatorial envolvendo predisposi¢do genética, fatores ambientais, poluentes,
exposicdo alergénica, dentre outros fatores (RUZICKA et al., 2017). A incidéncia da DA ¢
observada principalmente em criancas e adolescentes, mas devido ao seu carater cronico, o
quadro clinico pode persistir na fase adulta, sendo a qualidade de vida destes individuos muito
prejudicada em varios aspectos como o social, econdomico e familiar, acarretando um
verdadeiro colapso psicologico em muitos pacientes (ABUABARA et al., 2018). Em adicdo,
os resultados terapéuticos da DA na maioria das vezes nao sdo satisfatorios, e os sintomas e as

lesdes de pele afetam enormemente a qualidade de vida destes pacientes, com isso varios
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estudos tém como objetivo amenizar um dos sintomas mais inconvenientes da doenga: o
prurido intenso, que causa exacerbacdo das lesdes, disturbios do sono e desconforto social

(SILVERBERG, 2019).

Devido a forte presenga da predisposicao genética em pacientes com DA, frequentemente
se observa a marcha atopica, onde a DA na infancia se torna o gatilho na evolugao para outras
doengas como a asma e a rinite alérgica em criancas em idade escolar e na adolescéncia, uma
vez que ha evidente tendéncia a produzir excessivamente os anticorpos IgE dirigidos
especificamente a antigenos alimentares e ambientais, principalmente aos aeroalérgenos

(AMARAL; MARCH; SANT’ANNA, 2012).

O fator genético também ¢ um causador intrinseco para a manifestacio da DA, pois
mutagdes no gene que codificam a proteina da filagrina (FLG), uma proteina de 37 kDa que
contribui para estrutura e fun¢do do estrato corneo e inibe a perda de agua transepidérmica
(TEWL - transepidermal water loss), causam mudangas na fun¢ao da barreira epitelial ou
composicdo lipidica. Dessa forma, as alteracdes nos genes dessa proteina permite a
penetragdo de microrganismos facilitando a captura de alérgenos pelas APCs (células
apresentadoras de antigeno) e posterior apresentacdo de alérgenos as células T CD4+ para
desenvolverem em células do perfil Th2 produtoras de citocinas IL-4 e IL-13, os quais sdo
cruciais na fase de sensibilizacdo atdpica sistémica desencadeando a ativagdo de células B
produtoras de anticorpos da classe IgE (BRUNNER; LEUNG; GUTTMAN-YASSKY, 2018;
BIAGIONTI et al., 2019).

A deficiéncia de filagrina ¢ considerada uma caracteristica de suma importancia para dar
inicio ao processo patogénico primario da DA, pois causa a perda da hidratacdo da pele,
aumento do pH epidérmico que tem como consequéncia o aumento da atividade de serina-
proteases, as quais ocasionam lesdes em células da epiderme, com isso iniciam a produgdo de
citocinas como TSLP, IL-25 e IL33, provocando reagdes inflamatorias locais. Também, a
falta desta proteina altera a flora microbiana cutinea permitindo a entrada de patogenos na
superficie da pele, dentre eles Staphylococcus aureus € a Candida albicans (TAKETOMI et
al., 2017; CEPELAK, [;DODIG, S;PAVIC, 2019).

A dermatite atopica pode ser caracterizada de acordo com o perfil de células envolvidas
no processo inflamatério como o perfil de células Th17 com pouca participacao de células
Th2/Th22 na DA asidtica, chamada de dermatite intrinseca, que afeta cerca de 20% dos

pacientes os quais expressam niveis de IgE séricos normais, e a DA extrinseca que ¢
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comumente identificada em afro-americanos apresentando evidente perfil Th2/Th22 em
relacdo as células de perfil Thl, definida pela presenca de IgE sérica alta (RENERT-YUVAL;
GUTTMAN-YASSKY, 2019; JIN; YOON, 2018).

As classificacdes da DA pode ser explicada de duas formas distintas em relagdo a
etiopatogenia da doenga, uma forma extrinseca estd associada com a sensibiliza¢do alergénica
por meio da producao de anticorpos IgE que ¢ acompanhado de um processo inflamatorio
com predominio de eosinofilos através da produgdo de IL-5 e também células T de memoria
que expressam o receptor homing denominado de CLA (Cutaneous lymphocyte antigen),
cujos receptores medeiam a localizacdo/migragdo destas células na pele, exercendo um papel
importante para ocasionar as manifestacdes cutaneas (Figura 1). O desenvolvimento
predominante de uma resposta de células Th2 ¢ a produgdo de citocinas IL-4 e IL-10, que
inibem o desenvolvimento de células Thl e mantém a ativagao de células Th2 que usualmente
¢ observada nas lesdes de DA (LEUNG, 1995). A outra forma chamada intrinseca da DA
observa-se baixa producao de citocinas IL-4 e IL-13, ndo havendo produg¢do de anticorpos IgE

clinicamente relevantes, sendo a doenca também de carater cronico (LEUNG et al., 2004).

A Dermatite Atopica € desencadeada por substancias antigénicas e irritantes que antes
se observava o predominio de células do perfil Th2 ou Thl dependendo da fase da doenca,
sendo a resposta de perfil Th2 a que contribui com o aumento e diferenciacdo clonal das
células caracterizando as lesdes agudas, e a resposta de perfil Thl que se caracteriza pela a
producdo de IFN-y, o qual induz apoptose no epitélio originando as lesdes eczematosas de
curso cronico. Atualmente, relacionam-se que os perfis representados pelas células Th2 e
Th22 estdo fortemente relacionados com a fase aguda da doenca, com o desenvolvimento
posterior de células do perfil Thl e Th17 tardiamente representando a fase cronica (RENERT-
YUVAL; GUTTMAN-YASSKY, 2019).

As células Treg antigeno-especificas sdo capazes de diminuir as respostas Thl e Th2
por meio da liberagao de citocinas imunoregulatorias IL-10 e TGF-f quando da interagdo com
alérgenos especificos. O equilibrio entre a célula Th2 e Treg ¢ essencial para suprimir as
reacgoes alérgicas exercendo a fungdo reguladora nos linfécitos B, por meio das citocinas IL-
10 e TGF- que sao responsaveis pela mudanga de isotipo, para a sintese de anticorpos 1gG4 e
IgA, respectivamente, e consequentemente, suprimindo a sintese de IgE no endotélio capilar,
tecidos e células epiteliais, diminuindo as atividades pro-inflamatorias (LARCHE; AKDIS;

VALENTA, 2006).
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A DA se inicia com uma fase aguda que ¢ marcada pela ativagdo de uma resposta de
perfil Th2, Th17 e Th22, e ha uma transicdo para a fase cronica que ¢ observada com a
ativacdo de células do perfil Thl. As interleucinas IL-4 e IL-13 estimulam os queratinocitos a
produzirem o TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), que em conjunto trabalham para regular
positivamente impulsionando a polarizagdo de células Th2, com isto os sintomas da DA
aparecem devido a inibi¢do de proteinas como filagrina, loricrina e redugdo dos acidos graxos
livres e ceramidas que sdo de extrema importancia para a integridade tecidual, que provoca a
pele seca. Figura 1 (GUTTMAN-YASSKY; KRUEGER; LEBWOHL, 2018). O
desenvolvimento das respostas inflamatérias responsaveis pela formagao das lesdes tipicas de
DA ¢ mediada pela resposta Th2, promovendo a incapacidade dos queratinocitos de sintetizar
peptideos essenciais para regulacdo de respostas imunes inatas contra microorganismos
patogénicos, potencializando assim a entrada destes patogenos externos nas lesdes (ONG et
al., 2002; NOMURA et al., 2003). Além das atividades pré-inflamatorias, na epiderme, os
queratindcitos sdo capazes também de reconhecer antigenos na presenga da citocina 1L.-33,
desencadeando respostas imunes precoces de células Th2, além da resposta Thl que ¢

observada tardiamente na doenca (CHOI et al., 2017).
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Figura 1. Mecanismo Imunolégico da Dermatite atopica

Fonte: (LEUNG, BIEBER, 2003)
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Mais recentemente, t€m-se descrito que as células linfoides inatas do tipo 2 (ILCs 2)
também estdo presentes nas lesdes cutaneas da DA e possuem a capacidade de produzir a
citocina IL-5 que ¢ responsavel pelo recrutamento de eosinéfilos e caracteristicamente esta
envolvida nas respostas contra parasitos helminticos e alergias respiratdrias, que tem como

func¢do exacerbar a inflamacao dos tecidos (ROEDIGER et al., 2013).

Além das ILC2, as Th2 secretam citocinas IL-4 e IL-13 que participam do
downregulation dos genes da diferenciacdo epidérmica, o qual influencia diretamente na
secura da pele. A IL-31 ¢ a principal citocina mediadora do prurido cutaneo; a IL-5 ativa
granulocitos, tais como eosindfilos, basofilos e mastocitos, os quais estdo envolvidos na
liberagdo de varios mediadores que desencadeiam a inflamagao, edema e acimulo de células

imunologicas na pele (EYERICH; EYERICH, 2018).

1.3 Caracteristicas clinicas e histolégicas da Dermatite Atopica

A pele ndo lesionada de um paciente com DA comparado ao um individuo normal ¢
extremamente seca (xerose) desde que uma das camadas da epiderme afetadas na DA ¢€ o
estrato corneo, essencial para manter a integridade da pele, participa da hidratagdo,
permeabilidade de substancias exogenas e também das juncdes intercelulares que sdo
responsaveis pela integridade funcional dos queratindcitos. A disfungdo destas barreiras pode
estar relacionada com as respostas imunes inflamatdrias que degradam as proteinas da camada
epitelial, favorecendo o aumento da perda de agua transepidérmica (TWEL) (DE
BENEDETTO et al., 2011a). J4 na pele lesionada observa-se o estado inflamatério agudo
com eczemas, apresentando papulas eritematosas pruriginosas com presenca de escoriacdes €
exsudato seroso (EICHENFIELD et al., 2014). Dessa forma, a ocorréncia de alteracdes na
barreira epitelial dos pacientes com DA permite a entrada de alérgenos, microrganismos,
antigenos e irritantes na derme, contribuindo tipicamente para o desenvolvimento de uma
resposta imune de perfil Th2, causando a inflamac¢do comumente observada nas lesdes iniciais
na pele (WALLACH, 2017). Além disso, a secura da pele estd relacionada com a perda de
lipidios através do estrato corneo, além dos defeitos no gene de proteinas de diferenciagdo

epidérmica, como a filagrina (FLG) descritas anteriormente.
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A expressdao de proteases e antiproteases no organismo ¢ uma causa favoravel ao
aparecimento dos sinais e sintomas, os quais tem como caracteristica a descamagdo e

escoriagoes da pele afetada (DE BENEDETTO et al., 2011b; O’REGAN et al., 2008).

Tomados em conjunto, devidos a estas alteragdes, o paciente com DA apresenta
prurido intenso, uma caracteristica de grande relevancia clinica, uma vez que ¢ a causa da
exacerbagdo das lesdoes da DA, sendo um dos sintomas mais desagradaveis provocado pelo
ato repentino de cogar a pele, muitas vezes ¢ bastante desconfortdvel em varios pacientes que
mesmo com o uso de anti-histaminicos nao hé controle satisfatorio do prurido (HASHIMOTO
et al., 2004). Em adic¢do, a IL-31 ¢ uma das citocinas responsaveis pelo desencadeamento do
prurido, produzida por células de perfil Th2 sendo altamente expressa em lesdes com DA,
esta citocina promove alongamento das fibras nervosas sensoriais da epiderme. As citocinas
IL-4 e IL-13 participam no processo de amplificar o sinal nas lesdes e induzir a produgdo de
IL-31 associada com a histamina liberada de mastocitos ativados, causando assim o prurido
cronico constantemente observado na doenca (FURUE, M; ULZII, D; VU, Y, H;TSUJI, G;
KIDO-NAKAHARA, M; NAKAHARA, 2019).

Na histopatologia da fase aguda da DA, observa-se a derme lesionada apresentando
infiltrado celular com a expressdao das moléculas de adesdo localizadas no endotélio vascular,
ativando no local o inicio dos processos de ligacdo, ativacdo e adesdo das células
inflamatérias que invadem o tecido com respostas quimiotaticas em dire¢cdo a lesdo ou
infec¢do, permitindo o inicio da inflamagdo local e recrutamento de células de perfil Th2

(LEUNG et al., 2004).

Os mecanismos da DA se assemelham muito com a psoriase, incluindo disturbios
clinicos com infiltracdo de células na derme, expressdo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias e alteragdes nas barreiras da epiderme. Porém no paciente com psoriase a
epiderme ¢ bastante espessa, capilares sanguineos se estendem até a superficie da pele com o
acumulo de granuldcitos neutrofilicos formando microabcessos, que aparecem principalmente
em articulacdes de joelhos e cotovelos causando incomodo para os individuos (SABAT et al.,

2019).

As lesdes presentes na DA sdo em sua maioria desencadeadas por agentes externos
que atravessam a barreira epidérmica causada por alteracdes genéticas principalmente em
proteinas que compdem a barreira epitelial (GUTTMAN-YASSKY; KRUEGER;
LEBWOHL, 2018).
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Ha vérias citocinas que atuam em conjunto com estas c¢lulas epiteliais, como o
aumento da expressao de IL-16 na superficie de células T CD4 que ¢ observada nas lesdes
cutaneas precoces (LABERGE et al., 2005). J& nas lesdes cronicas nota-se predominancia da
expressdao da citocina GM-CSF e IL-5 na epiderme que permite a sobrevivéncia de

eosinodfilos, macrofagos e LCs (células de Langerhans) (ONO et al., 2003).

1.4 Modelo Experimental de Dermatite Atépica

A indugdo da dermatite atopica em modelos experimentais tem sido utilizada em
pesquisas para tratamento da DA, com a finalidade de buscar tratamentos especificos
baseados na etiologia da doenga, como os fatores genéticos e disfuncdo na barreira
epidérmica. Uns dos tratamentos mais atuais utilizados e pesquisados sdo as imunoterapias

que amenizam os sintomas de prurido, xerose ¢ rachaduras na pele (LI et al., 2006).

A ovalbumina (OVA) tem sido utilizada para sensibilizacdo tdpica alérgica em
camundongos participando do rompimento da barreira epidérmica no inicio da inflamagdo
local. Em estudos anteriores, a sensibilizagdo epicutanea e cutdnea com OV A apos a ruptura
da barreira epitelial com alcool 70%, induz IgE especifica e respostas imediatas (HAN;
ROAN; ZIEGLER, 2017; SALOCA et al., 1994). A OVA também foi utilizada em conjunto
com o calcipotriol e enterotoxina B (estafilococica) para criagdo de um modelo experimental
rapido de DA, cujos resultados mostraram que realmente essa triade causou lesdes

inflamatoérias e aumentou citocinas de perfil Th2 em camundongos (TAN et al., 2017).

Soumelis et al (2002) demonstraram que o TSLP produzido por queratindcitos
epidérmicos de pacientes com DA, ¢ similar a citocina que afeta os queratinocitos em
camundongos, provocando a doenga. Isto explica que o TSLP consegue atuar como uma
citocina iniciadora de eventos imunoldgicos fenotipicos que se assemelham a DA, mas outros
mecanismos podem estar envolvidos na patogénese da doenca como as sinalizacGes de

vitamina D3 e acido retinoico.

A vitamina D ¢ obtida através da conversdo cutdnea de 7-desidrocholestrol em pré-
vitamina D3, sendo absorvida pela exposi¢do a radiacao ultravioleta na pele ou da ingestao de
alimentos e/ou suplementos pelo intestino. Sua fun¢do ¢ atuar como um hormoénio para o
metabolismo de calcio, e participar da formagdo de uma camada cornificada e sintese de uma

barreira lipidica (BIKLE, 2011). Alguns estudos relatam que a suplementacdo de vitamina D
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em excesso durante a infancia e gestacdo pode desencadear a dermatite atopica e asma
tardiamente na adolescéncia (MESQUITA; IGREJA; COSTA, 2013). O calcipotriol pode ser
utilizado como uma terapia para tratamento da DA, mas ha estudos relatando que sua
aplicagdo como monoterapia utilizando 50ug duas vezes por dia pode causar irritagdo

perilesional na pele (SEGAERT et al., 2017).

Aplicagdo topica de calcipotriol em camundongos oferece um modelo semelhante a
DA em humanos, induzindo altos niveis de TSLP e infiltragdo de células ILCs do grupo 2

com citocinas IL-5 e IL-13 envolvidas nas lesdoes (MARTEL et al., 2017).

1.5 Tratamento topico para Dermatite Atopica

1.5.1 Corticoesteroides, inibidores de calcineurina e anticorpos monoclonais

O uso continuo de corticoesteroides topicos estd associado a riscos para o paciente,
pois causa atrofia da epiderme, irritagdo e lesdes exacerbadas na pele, aumentando a perda de
agua transepidérmica, afinamento da pele e disfungdo da barreira epitelial (SEGAERT et al.,
2017). Dependendo da area corpodrea aplicada, o organismo absorve estes medicamentos e
podem provocar alteragdes hormonais aumentando niveis de glicose no sangue, pressao

arterial e densidade Ossea, estes efeitos adversos afetam criangas com DA (WON et al., 2004).

Os inibidores topicos de calcineurina como tacrolimus e pimecrolimus podem inibir a
ativacdo de células T que dependem da calcineurina que ¢ uma proteina localizada no
citoplasma de varias células dendriticas e depois de ativada, reduz interleucinas inflamatorias
como IL-5, IL-10 e IL-13. Essa ativacdo ¢ dependente de calcio e inclui ainda as proteinas
calmodulina e imunofilinas (LIMA, 2007; SIMON et al., 2005). Sao considerados agentes
imunossupressores topicos € na maioria das vezes a indicacao € para pacientes com DA grave

(CURY MARTINS et al., 2015).

Os anticorpos monoclonais direcionados contra determinadas citocinas-chave
envolvidas na DA tém proporcionado alivio dos sintomas da DA moderada a grave. Neste
contexto, Dupilumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra o receptor
alfa da IL-4, sendo capaz de bloquear a ac¢do das citocinas IL-4 e IL-13, uma vez que estas
duas citocinas utilizam este mesmo receptor (HAJAR; GONTIJO; HANIFIN, 2018). O

bloqueio destas citocinas melhoram a inflamacdo local, restaura a barreira epidérmica
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aumentando as proteinas do epitélio, mas os efeitos adversos sdo existentes em alguns
pacientes apresentando reagdes no local da inje¢do, nasofaringite, conjuntivite e infec¢ao
respiratorias (SIMPSON et al.,, 2016). O nemolizumab ¢ outro imunobioldgico que ¢
responsavel por bloquear o receptor da IL-31, amenizando sintomas de prurido excessivo e

disturbios do sono ocasionados pela DA (HAJAR; GONTLJO; HANIFIN, 2018).

A maioria dos pacientes utilizam os tratamentos anteriores concomitante a emolientes
e hidratantes locais, pois estes amenizam as lesdes visiveis na pele e auxiliam a manter a

hidratacdo da barreira epidérmica (JOHNSON et al., 2019).

1.5.2 Moléculas de adesdo como estratégia terapéutica

As interagdes entre moléculas de adesdo sdo primordiais na manutengdo da barreira
epidérmica permitindo comunicacdes com a membrana plasmatica. Os componentes
participantes destas interacdes sdo as juncdes intercelulares com proteinas de membranas
integrais: ocludinas, claudinas e desmossomos que permite a adesdo célula a célula através

das caderinas (NAKAI et al., 2012; FERNANDES et al., 2017).

Existem varias moléculas na familia das caderinas que participam do processo de
adesdo das células epiteliais, sendo uma delas a e-caderina epitelial, que sdo glicoproteinas
localizadas nas juncdes de adesdo intercelular, permitindo adesdo célula-célula e rapido
crescimento tecidual (FERNANDES et al., 2017; TUNGGAL et al., 2005; TINKLE et al.,
2008). A e-caderina de camundongo, também conhecida como uvomurulina, compartilha
cerca de 92% da identidade de aminodcidos com o rato e 81% com a e-caderina humana
(BUSSEMAKERS et al., 1993). Ha importantes proteinas responsaveis por reconstituir e
manter os componentes lipidicos naturais na pele, como a filagrina, em que a sua deficiéncia

em alguns individuos leva a redu¢do da molécula de adesdo e-caderina (NAKALI et al., 2012).

A e-caderina ¢ considerada uma proteina transmembranica que confere adesao através
de interagdes dependentes de Ca’™" e estd associada com movimentos celulares, alteragdes
fisioldgicas e processos patologicos epiteliais ou cancerigenos. Além disso, possui mecanismo
proteolitico que ¢ importante para a regulacdo e expressdo da superficie celular. Observa-se
que pacientes com dermatite atopica possuem deficiéncias em relagdo a produgdo de proteinas

de adesao celular, levando a um quadro eczematoso (MARETZKY et al., 2008).

Proteina e-caderina participa da interacao de células adjacentes da camada basal do

epitélio sendo um componente importante da zonula aderente, pois regula o fendtipo epitelial
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e ¢ também considerada o centro da sinalizagdo intracelular por regular o crescimento e

migracao das células epiteliais (KOURTIDIS et al., 2017).

Visto que e-caderina participa destes processos de adesdao das jungdes celulares e
desmossomos, observa-se defeitos em sua funcdo que afeta queratindcitos epidérmicos na
doenga autoimune do pénfigo vulgar (PV) em que os pacientes apresentam xeroftalmia (olho
seco) que prejudica as glandulas meibomianas responsaveis por realizar a manutengao da
saude ocular. Neste contexto as e-caderinas sdo fundamentais para coesdao e producdo de
lipidios permitindo a diferenciacdo e proliferacdo dos meibdcitos, permitindo a hidratagado
ocular. A disfungao fisiologica dessa molécula no pénfigo afeta as células epidérmicas através
de autoanticorpos que se tornam patogénicos modulando a via de sinalizacdo e alterando os
processos morfologicos das células (ROTZER V, MELEGA F, GARREIS F, PAULSEN F,
2019).

As caderinas desmossomais na membrana se ligam as e-caderinas, 3-cateninas e outras
moléculas das jungdes aderentes para formacdo de clusters de desmossomos. No pénfigo

vulgar, os autoanticorpos clivam e desfazem esses clusters, provocando a formacdo de bolhas

na epiderme do paciente (SPINDLER; WASCHKE, 2018).

Em outro contexto, a e-caderina pode sofrer mutagdes, principalmente em relacdo a
uma molécula chamada CIP (inibig¢@o da proliferagdo por contato) que emite sinais inibitdrios
para as células epiteliais atingirem sua confluéncia e possuir um limite de proliferacdao. A
auséncia dessa molécula, devido a mutacdes, aumenta a proliferacao das células epiteliais de
forma desordenada, podendo acarretar metastases de tumores epiteliais. A baixa expressdo da
e-caderina também pode afetar a adesdo entre as células, desestabilizando-as e ocasionando
um fenotipo mesenquimal, permitindo a invasdo e aumento de células tumorais

(MENDONSA; NA; GUMBINER, 2018).

Neste cendrio carcinogénico, a re-expressao da e-caderina em grande quantidade pode
acarretar a metastase das células tumorais em varios orgaos e tecidos, pois este processo
depende inteiramente da adesao das células tumorais com células saudaveis para estabilizagao
do agregado tumoral (MENDONSA; NA; GUMBINER, 2018). E importante notar que estes
efeitos adversos da e-caderina estdo relacionados com céanceres ja pré-estabelecidos, uma vez

que em nenhum estudo foi descrito estes efeitos em células saudaveis.

De acordo com os estudos in vitro realizados com a e-caderina, foram observados os

beneficios da mesma em relacdo a adesdo das células epiteliais e a conexdao com moléculas
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das jungdes aderentes, além de proporcionar estabilizagdo dos queratindcitos epidérmicos que
permitem a manutencdo da barreira epitelial. Em pacientes com DA observa-se desarranjo das
células epiteliais e a perda da expressdao de e-caderina na epiderme (CHAO; SHEPARD;
WELLS, 2010).

Como a e-caderina ¢ uma proteina importante que participa nos processos de juncao
intercelular, interpretou-se que poderia ser um alvo terapéutico para ser utilizado numa
estratégia de tratamento imunobiologico para ser demonstrada a sua eficdcia clinica no
tratamento da DA. Assim, a e-caderina em aplicacdo topica foi utilizada neste presente
trabalho, com o intuito de verificar os efeitos benéficos anti-inflamatorios importantes na
recuperagdo das lesdes tipo DA induzida por calcipotriol em camundongos por meio da
observagdo clinica, histopatoldgica e dos pardmetros imunologicos, que possam justificar a
diminui¢do da atividade inflamatéria alérgica local, corroborando no futuro em breve no

alcance da melhoria da qualidade de vida dos pacientes portadores de DA.
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2. HIPOTESES

Em relacdo a analise clinica, histopatoldgica e respostas inflamatorias celulares das
lesdes induzidas por calcipotriol com ou sem ovalbumina e tratadas com e-caderina

recombinante de camundongo, podemos observar as seguintes hipdteses:

HO: O calcipotriol induzira lesdes compativeis com a Dermatite Atopica em camundongos e o
uso concomitante de ovalbumina tera efeito sinérgico. Apos a aplicagdo topica de e-caderina
ndo havera melhora clinica das lesdes ¢ nem interferéncia na produgdo de IgE sérica bem

como nos niveis de citocinas inflamatdrias in situ (teciduais).

H1: O calcipotriol induzira lesdes compativeis com a Dermatite Atopica em camundongos e
o uso concomitante de ovalbumina terd efeito sinérgico. Apos a aplicacdo tdpica de e-
caderina havera melhora clinica das lesdes, diminui¢do dos niveis de IgE sérica e dos niveis

de citocinas inflamatorias teciduais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Geral

Realizar analise histopatologica e da resposta inflamatéria in vivo e in vitro das lesdes
com dermatite atopica em camundongos induzidas por calcipotriol com ou sem ovalbumina e

tratadas com e-caderina recombinante murina.

3.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer protocolo de um modelo experimental de dermatite atopica induzida por
calcipotriol com ou sem ovalbumina;

e Observar a inducdo clinica da DA e suas respectivas andlises histopatoldgicas do modelo
experimental com aplicagdo topica do calcipotriol com ou sem ovalbumina;

e Observar o nivel sérico de IgE total e tecidual de imunoglubulina E (IgE) e IL-5 nas lesdes
induzidas por calcipotriol com ou sem ovalbumina, em camundongos tratados ou ndo com e-
caderina;

e Analisar os parametros clinicos, imunologicos e histopatologicos das lesdes tipo DA

induzidas por calcipotriol em camundongos com ou sem tratamento com e-caderina.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local dos experimentos e ética

O estudo foi realizado na Rede de Biotérios de roedores (REBIR) e no
Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica da Universidade Federal de Uberlandia
(LALIC/UFU), obedecendo as normas para manuseio de animais do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Ambiental (COBEA). O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU sob o protocolo no. 013/17.

4.2 Modelo Experimental

Foram utilizados um total de 45 camundongos BALB/c, fémeas, com peso de 20g
e idade aproximada de 8-10 semanas, adquiridos na Rede de Biotérios e roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Os camundongos foram alimentados
com dieta padrdo do biotério e dgua filtrada autoclavada sobre livre demanda (ad libitum) e
colocados em caixas esterilizadas nas estantes com sistema de inje¢do e exaustdo de ar, com

12 horas de ciclo dia e noite.

4.3 Inducao de Dermatite Atopica em camundongos

O composto utilizado para a inducdo da dermatite atopica foi o calcipotriol (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, E.U.A) com ou sem ovalbumina (Sigma, St
Louis, MO, E.U.A.) para sensibilizacdo alergénica. O protocolo do desenho experimental é
mostrado na figura 2A e 2B.

Foi utilizado para a indugdo um total de 20 camundongos BALB/c, aleatoriamente
divididos em cinco grupos com 4 animais em cada caixa: 1 pmol de calcipotriol, 4 pmoles
de calcipotriol, 1 pmol de calcipotriol e 20 pyg de ovalbumina, 4 pmoles de calcipotriol e 20
pug de OVA e o grupo normal sem indugdo por calcipotriol ou sensibilizagdo alergénica por
OVA.

Foi aplicado com uma micropipeta de volume 5-20 ul, um volume total de 20 pl de
calcipotriol diluido em etanol P.A. nas orelhas direitas dos camundongos contendo uma

massa por sitio de aplicagdo de 1 pmol no Grupo 1 e 4 pmoles no Grupo 2, também foi
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aplicado o mesmo volume do veiculo (etanol P.A) na orelha esquerda de cada animal. Esse
protocolo teve a duragdo de 28 dias consecutivos, sendo as aplicagdes realizadas durante o
mesmo horario pela manha, intervalo de 24 horas entre cada aplicagdo. Nos grupos com
ovalbumina (OVA), foi realizada uma sensibiliza¢ao alergénica no primeiro dia através de
injecdo intraperitoneal de 100 pug de OVA dissolvida em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) esterilizada, em seguida foi feita a sensibilizagdo cutdnea com 20 pg de OVA
nos dias 7, 14, 21 e 28 na direita orelha, nos demais dias foram aplicados 20 pl de
calcipotriol uma vez ao dia, contendo na massa por sitio de aplicagao 1 pmol para o grupo 3
ou 4 pmoles para o grupo 4. Nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 a espessura da orelha (mm) foi
medida usando um paquimetro digital (Mitutoyo, Kawasaki, Japao). Este protocolo de

sensibilizacao também teve a duracdo de 28 dias consecutivos.
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Figura 2. Desenho experimental do protocolo de indugdo de dermatite atopica em camundongos.

4.4 Tratamento topico em lesoes de dermatite atopica

No protocolo para tratamento da DA, foram utilizadas trés concentracdes diferentes de

e-caderina recombinante de camundongo (RD Systems). Primeiramente para obtencdo da
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solugdo mae da e-caderina, a mesma foi reconstituida em 250 pg/ml de agua de injegdo, de
acordo com as instrugdes do fabricante e em sequéncia foram feitas aliquotas de 100 pl da
solucdo. Cada aliquota contendo a concentracdo da e-caderina foram utilizadas para
formulacdo da pomada, com base oleosa contendo conservante e antioxidante de butil-
hidroxitolueno (BHT), um emoliente que consiste em lanolina soluvel em 4gua e vaselina

solida que ¢ um emoliente umectante.

Foi utilizado para o protocolo de tratamento um total de 25 camundongos que foram
divididos aleatoriamente em cinco grupos: o grupo negativo (controle) sem lesdo de DA, o
grupo positivo induzido com a concentragdo estabelecida de 4 pmoles de calcipotriol, grupo
tratado com 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ou 2 pg/ml de e-caderina recombinante de camundongo. As
concentracoes de e-caderina foram definidas de acordo estudos realizados in vitro com a
medi¢do de sua atividade em uma cultura de células de cancer de mama humano (MCF-7)
para observacao da capacidade de imobilizagdo da proteina de suportar a adesdo entre estas

células, estabelecendo a dose efetiva de 0,25-1 pg/ml (CHAO; SHEPARD; WELLS, 2010)

Os grupos tratados foram induzidos na orelha direita com o protocolo de 4 pmoles de
calcipotriol e a partir do 21° dia iniciou-se uma vez ao dia, a tarde, o tratamento com uma
pincelada da pomada nas diferentes concentragdes de e-caderina, uma vez ao dia durante 14
dias consecutivos, de acordo com o protocolo de tratamento de um estudo que utilizou
tacrolimus (CURY MARTINS et al., 2015). O calcipotriol foi aplicado continuamente todas
as manhas até o dia 35. Foi aplicado a base da pomada utilizada como veiculo, no grupo
controle positivo que havia lesdes de DA induzidas com 4 pmoles de calcipotriol, com a
finalidade de se certificar que a base da pomada ndo contendo e-caderina, contribuiria ou ndo

no tratamento das lesdes (Figura 3).
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Tratamento com 0,5 pg/ml, 1 pg/ml or 2 pg/ml de e-caderina
recombinante de camundongo ou controle (base da pomada)
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Aplicagio topica de calcipotriol a 4 pmoles (orelha direita) e aplicagio etanol
(orelha esquerda)

Figura 3. Desenho experimental do protocolo de tratamento topico com e-caderina recombinante de

camundongo.

4.5 Coleta das amostras

Todos os camundongos do grupo com lesdes semelhantes & AD induzidas por
calcipotriol foram eutanasiados no dia 30 e os grupos tratados com e-caderina no dia 36. Em
sequéncia, foi realizada a coleta das amostras de sangue e orelhas para andlises
histopatologicas. As amostras de sangue foram coletadas do plexo orbital através de uma
canula com heparina, e depois foram colocadas em tubos eppendorf submetidos a uma
centrifugacao a 1700 x g a 23 °C para obteng¢ao dos soros que logo foram armazenados a —80
°C até a analise posterior. As orelhas direita e esquerda foram coletadas e divididas de forma
transversal (&pice até a base da orelha) em duas partes iguais: a primeira parte das orelhas foi
processada em homogeneizador rotativo para homogeneizagao dos tecidos, que logo foram
submetidas a uma centrifugacdo a 17000 x g a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado e
imediatamente armazenado a -80 °C para posterior andlise. A segunda parte das orelhas foi

fixada em formaldeido a 4% por 24 horas para o processamento histologico.

4.6 Exame histopatologico

Para a retirada da orelha dos camundongos, o corpo do animal foi estirado uma
bancada exclusiva da sala cirargica do biotério, apds antissepsia com alcool 70%. Os cortes
foram realizados com tesoura apropriada e pin¢a anatomica para manusear os tecidos, e logo
em seguida, foram fixados em parafina para confec¢do de blocos histologicos, os quais foram

cortados no microtomo (Leica) em finas camadas com 5 um de espessura. Estes cortes foram
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“pescados” com lamina de microscopia identificada com os nomes dos grupos e depois

colocadas em uma estufa a 37 °C para secagem durante 24 horas.

Etapas do processamento para analise histopatologica dos tecidos

(MONTANARI, 2016):

e Fixacdo com formalina 10% em tecidos previamente cortados, com a finalidade de se
manter a integridade dos tecidos apos a morte sem alteragdes em sua estrutura.

e Desidratacdo do tecido através de alcool etilico 70% para a retirada total de dgua das
células e permitir a infiltragdo da parafina no tecido.

e C(larificagdo por xilol, ajuda na completa eliminag¢do da agua, alcool e gorduras contidas
ou retidas no tecido.

e Impregnacdo por meio da parafina, onde ha eliminagdo do xilol e penetragdo da parafina.

e Inclusdo dos blocos de parafina

e Microtomia para obtencdo dos cortes histologicos de aproximadamente 5 pm
transparentes € visiveis no microscopio optico.

e Os cortes foram corados com Hematoxilina (Harris) e Eosina-Phloxine (H & E) ou azul de
toluidina.

e Leitura histopatologica em microscopio Optico de luz (Leica, Solms, Alemanha). As

imagens foram gravadas para analise posterior.

4.7 Dosagem dos niveis de IgE total no homogenato de tecido e soro

Os niveis de IgE total no soro € no homogenato de tecido de orelha foram
quantificados utilizando o kit ELISA para detec¢do de IgE total de camundongo (Bethyl
Laboratories, EUA). A placa de 96 pogos foi sensibilizada com anticorpo de afinidade anti-
IgE de camundongo purificado (1: 100) diluido em tampao de carbonato- bicarbonato pH 9,6
a incubacdo foi de 1 hora a temperatura ambiente (RT). Para o bloqueio de ligacdes
inespecificas o tampao utilizado foi com 50 mM Tris, 0,14 M NaCl e 1% de BSA pH 8,0. Foi
adicionado em cada pogo 100 pl da solu¢do de bloqueio durante 30 minutos a temperatura
ambiente, a placa foi lavada 5 vezes. Em seguida foram colocadas as amostras puras de soro,
sobrenadante do homogenato da orelha ou a curva padrao diluida, ambas no volume de 50 pl/

poco com o diluente 50 mM Tris, 0,14 M NaCl e 1% de BSA e PBS Tween20 0,05%, a placa
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foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Logo apds a lavagem da placa com as
amostras, foi adicionado na mesma o anticorpo de detecc¢ao anti-IgE de camundongo marcado
com HRP (1: 75.000) diluido em tampao Tris 50 mM, NaCl 0,14 M, 1 % BSA ¢ 0,05% de
Tween 20 durante 1 hora a temperatura ambiente. A reagao foi revelada pela adicdo de TMB
(TetraMetilBenzidina) e a absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro a 450 nm. Entre os

intervalos de incubagdo a placa foi lavada 5 vezes com PBS Tween 0,05%.

A andlise dos resultados das amostras de soro e homogenato de orelha dos
camundongos foi expressa de acordo com a curva padrdo controle feita em duplicata obtida

com a IgE total. O limite de detec¢ao deste ensaio foi de 3,9 ng/ml.

4.8 Dosagem dos niveis de IL-5, IL-10 e linfopoetina estromal timica (TSLP) no

homogenato de tecido

Os niveis de citocina IL-5 e IL-10 no sobrenadante de homogenato do tecido da orelha
foram medidos usando, respectivamente, kit IL-5 ELISA de camundongo (BD OptEIA ™) e
kit IL-10 de camundongo (BD OptEIA ™), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
placa de 96 pocos de alta afinidade foi sensibilizada com anticorpo de captura de anti-IL-5 ou
anti-IL-10 , ambos de camundongo com diluicdo de 1: 250 e incubada overnight a 4 °C. O
bloqueio foi realizado com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS 1X) e soro bovino
fetal (FBS) a 10%, pH 7, e 100 pl foi adicionado aos pocos da placa por 30 min a temperatura
ambiente. Entre os intervalos de incubagdo anteriores, a placa foi lavada 3 vezes com PBS
tween 0,05%. As amostras do sobrenadante de orelha foi adicionada (50 ul/pogo) puras
juntamente com a curva padrao diluida com PBS e 10% de FBS, ambos foram incubados em
temperatura ambiente por 2 horas. Apods a lavagem da placa (5 vezes com PBS tween 0,05%),
o anticorpo de deteccdo utilizado anti-IL-5 biotinilado de camundongo ou anti-IL-10
biotinilado de camundongo, diluidos a 1:250, foram adicionados 50 pl/poco, respectivamente
para IL-5 ou IL-10, durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, ambas placas foram
incubadas com o conjugado estreptavidina-peroxidase (diluicdo 1:250; 50ul/pogo) por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos a lavagens das placas por 7 vezes, os ensaios foram
desenvolvidos adicionando TMB e logo a leitura da reagdo foi realizada a 450 nm e apds 30

minutos a 570 nm para correlagao.
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Os niveis de TSLP nos sobrenadantes de homogenato de tecido da orelha foram
medidos utilizando o kit TSLP ELISA de camundongo (Invitrogen-Thermo Fischer
Scientific), de acordo com os protocolos do fabricante. Primeiramente, a placa com 96 pogos
foi sensibilizada com anticorpo de captura anti-TSLP de camundongo (diluigao 1:250; 100 pl
por poc¢o) e incubada overnight a 4 °C. Apos esta etapa, a placa foi lavada 3 vezes com PBS
Tween 0,05%. Na fase de bloqueio foi utilizado o diluente ELISA SPOT (1x) por 1 hora a
temperatura ambiente (100 ul/poco). Apos a lavagem da placa (5 vezes), as amostras do
homogenato de orelha foram adicionadas puras (50 pl/pogo) em conjunto com as amostras da
curva padrdo que foi diluida em ELISA SPOT (1x) e em seguida incubadas por 2 horas a 4
°C. Apos este periodo, a placa foi lavada 5 vezes e o anticorpo de detec¢dao anti-TSLP
biotinilado de camundongo foi adicionado em uma diluicdo de 1:250 (50ul/pogo) durante 1
hora a temperatura ambiente. Apds novas lavagens (5 vezes), os pocos foram incubados com
avidina—HRP por 30 minutos em uma diluicdo de 1:250, e logo o ensaio foi revelado pela
adi¢ao de TMB por 15 minutos a temperatura ambiente e ap6s a adicao da solucdo de parada
(HsPO4 - 1M), a leitura da reagdo foi feita em espectrofotdometro a 450 nm e apds 30 minutos a

570 nm para correlagao.

A andlise dos resultados das citocinas IL-5, IL-10 e TSLP presentes nas amostras
do sobrenadante de homogenato da orelha foi expressa de acordo com a curva padrdo feita em
duplicata obtida, respectivamente com a IL-5, IL-10 e TSLP. O limite de deteccao para estas

trés citocinas foi 16,6 pg/ml.

4.9 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Solftware, Inc., San Diego, EUA). Os seguintes testes foram utilizados: Two way
ANOVA seguido de pos-teste de Dunnett; One way ANOVA com pos-teste de Tukey e
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Todos os resultados foram considerados significativos
a um nivel de significancia de p <0,05. Os valores de p encontrados foram: ** p < 0,01, *** p

<0,001 e **** p <0,0001.
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5. RESULTADOS

5.1 Inducio de lesdes semelhantes 2 DA por calcipotriol

Ap0s o periodo de indugao com aplicagdo topica local de 20 pl contendo 4 pmoles de
calcipotriol (Grupo 2) durante 28 dias consecutivos, observou-se que essa concentragdo foi
capaz de induzir lesdes na orelha dos camundongos compativeis com lesdes semelhantes a
DA, apresentando sinais como hiperemia, pele escamosa e edematosa (Fig. 4A). Como
mostrado na figura 4B, a espessura da orelha direita no 28° dia do Grupo 2 (0,32 mm) foi
significativamente maior que a orelha esquerda deste mesmo grupo (0,16 mm) que recebeu
apenas o veiculo (etanol), também em relacdo a orelha normal sem qualquer aplicagdo (0,16
mm), a orelha direita do grupo com 1 pmol de calcipotriol (0,24 mm) e a orelha direita do
grupo com 1 pmol de calcipotriol + OVA (0,23 mm) (p <0,0001). A espessura da orelha
direita do grupo com 1 pmol de calcipotriol (0,32 mm) ndo foi significativamente diferente

em relacdo ao grupo com 4 pmoles de calcipotriol + OVA (0,30 mm; n.s).
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Figura 4. Analise clinica da DA em orelha induzida com 4 pmoles de calcipotriol. Lesdo em orelha direita (A);
espessura da orelha medida nos dias 0, 7, 14, 21 ¢ 28 em diferentes grupos (B). A analise estatistica se refere a
espessura da orelha direita do grupo com 4 pmoles de calcipotriol no dia 28 em comparagéo aos demais grupos e
a diferenga entre os dias 0, 7, 14, 21 em comparagdo ao dia 28. As diferengas inter-grupos e intragrupos foram
analisadas por meio do teste ANOVA two-way com o pos-teste de Dunnett. Os valores de p foram considerados
significativos quando p <0,05 (** p <0,01, *** p <0,001 **** p <0,0001).

Além disso, o grupo com 4 pmoles de calcipotriol também apresentou niveis sé€ricos
de IgE total (32,3 ng/ml), IgE total no sobrenadante do homogenato de orelha (13,6 ng/ml) e a

citocina inflamatéria IL-5 (48,3 pg/ml) significativamente maiores do que o grupo com 1
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pmol de calcipotriol que apresentou niveis séricos de IgE total de 26 ng/ml (p <0,05), IgE
total de 4 ng/ml no homogenato de orelha (p <0,01), 32,4 pg/ml de IL -5 (p <0,001). Como
esperado, os resultados do grupo com 4 pmoles em relagdo a estes parametros apresentaram
maior significancia quando comparados com o grupo normal sem induc¢ao de DA (p <
0,0001). Estes resultados do grupo com 4 pmoles de calcipotriol em relagdo ao grupo com 1
pmol de calcipotriol + OVA e grupo de 4 pmol de calcipotriol + OVA ndo apresentaram

diferencas significativas (Figura 5A, 5B, 5C).
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Figura 5. Niveis séricos e teciduais de anticorpo IgE total e citocina IL-5 tecidual em camundongos com lesdes
semelhantes a dermatite atopica (DA) induzida por calcipotriol em duas concentragdes diferentes com ou sem
OVA e em controles. Niveis de IgE sérica total (A); IgE total (B) ¢ IL-5 (C) em sobrenadante de homogenato de
tecido de orelha obtidos nos grupos del pmol de calcipotriol, 4 pmol de calcipotriol, 1 pmol + OVA, 4 pmol +
OVA, normal (ndo induzido) e etanol (somente veiculo) sdo mostrados. As diferengas entre os grupos foram
analisadas por meio do teste One-way ANOVA com pos-teste de Tukey e Kruskal-Wallis com o pds-teste de
Dunn. Os valores de p foram considerados significativos quando p <0,05 (**p <0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001).

5.2 Analise histopatoldgica das lesdes semelhantes a DA induzidas por calcipotriol

Para confirmar esses dados, os cortes histopatologicos das orelhas direitas do grupo
com 4 pmoles de calcipotriol corados com azul de toluidina apresentaram infiltracdo de
mastdcitos (setas pretas) em lesdes de pele semelhantes a DA (Fig. 6A, painel lado esquerdo)
e os cortes histopatoldgicos corados com Hematoxilina & Eosina mostraram uma hiperplasia
epidérmica exacerbada e um grande infiltrado de células inflamatdrias em comparagdo com

outros grupos (Fig. 6A, painel lado direito). Além disso, notou-se um espessamento da
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camada epidérmica (setas amarelas delimitando a camada) na se¢do histologica das lesdes
semelhantes a DA no grupo 4 pmoles de calcipotriol (Fig. 6A, painel lado direito 3° quadro)
quando comparado a outros grupos, que evidencia uma camada estreita da epiderme. Como
mostrado na figura 6B, houve uma maior diferenca significativa no nimero de mastocitos por
0,025 mm? no de 4 pmoles (19-24 células) em relagdo aos outros grupos: 1 pmol (10-13
células), 1 pmol + OVA (8-12 células), 4 pmoles + OVA (15-17 células) e normal apenas com
veiculo etanol (9-12 células) (p <0,0001).
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Numero de Mastoécitos ( células/ 0,025 mm?)

Figura 6. Andlise histopatologica da orelha direita com lesdes semelhantes & DA induzidas por diferentes
concentragdes de calcipotriol com ou sem OVA (ovalbumina) e orelha esquerda como grupo controle aplicado
apenas etanol. (A) os mastocitos corados com azul de toluidina sdo indicados por setas pretas e a espessura da
epiderme corada com H & E ¢é mostrada por setas amarelas em cortes histologicos (ambos os painéis com
amplificagdo de 100x) de lesdes cutaneas de orelha tipo AD dos diferentes grupos. Os eosindfilos sdo mostrados
apenas no grupo com 4 pmoles de calcipotriol com aumento de 400x. (B) Numero de mastdcitos nos diferentes
grupos estudados. As diferengas entre os grupos foram analisadas por meio do teste ANOVA com pos-teste de
Dunnett. Os valores de p foram considerados significativos quando p<0,05 (¥*** p <0,0001).

5.3 Efeito do tratamento topico com a e-caderina recombinante

Na figura 7 ¢ ilustrada lesdao tipo DA induzida pela aplicagdo tépica de 4 pmoles/dia
de calcipotriol no 36°. dia, cujas lesdes foram tratadas somente com o veiculo da pomada sem
o componente ativo (Fig. 7A) ou tratadas com e-caderina recombinante de camundongo na
concentragao de 0,5 pg/ml (Fig. 7B), 1 ug/ml (Fig. 7C) ou 2 pg/ml (Fig. 7D). Como controles
negativos, sao ilustradas as orelhas que receberam apenas etanol (Fig. 7E) e a orelha normal
(Fig. 7 F). Pode-se observar que as lesdes da orelha tratada com e-caderina a 2 pg/ml (Fig.
7D) tiveram uma importante redu¢do da inflamacao local, hidratagdo visivel e diminuicao do

edema das lesdes em relagdo ao grupo tratado apenas com o veiculo da pomada (Fig. 7A) ou
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que receberam tratamentos com e-caderina em menores concentragdes (Fig. 7B; Fig. 7C),

assemelhando-se com a orelha que recebeu apenas o veiculo (Fig. 7E).

Calcipotriol (DA) 0,5 pg/ml E-caderina 1 pg/mL E-caderina 2 ug/ml E-caderina Etanol (veiculo) Normal

Figura 7. Imagens de orelhas com lesdes tipo DA induzidas por calcipotriol no 36°. dia. Lesdes tratadas com
apenas o veiculo da pomada (A) ou tratadas com e-caderina recombinante de camundongo na concentracao de
0,5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C) ou 2 pg/ml (D). Em (E) e (F) séo ilustradas orelhas como controles negativos, orelha
que recebeu apenas etanol (Fig. 7E) e orelha normal (Fig. 7F), respectivamente.

A espessura da orelha (mm) foi medida ao longo do estudo, uma vez por semana, nos
grupos tratados com e-caderina (a partir do 21°. dia) e nos grupos controles, conforme
ilustrada na Figura 8A. Podemos verificar que houve uma diminui¢do significativa na
espessura da orelha no 36°. dia no grupo com lesdes semelhantes a DA tratadas com 2 pg/ml
de e-caderina (0,18 mm) em comparagdo com outros grupos que usaram 0,5 pg/ml (0,23 mm;
p <0,05), 1 pg/ml (0,24 mm; p <0,05) de e-caderina ou ao grupo controle positivo que recebeu
apenas a base do veiculo (0,36 mm; p <0,0001). A espessura (um) da epiderme das orelhas
foram medidas no 36°. dia nos grupos tratados com diferentes concentragdes de e-caderina e
em controles, como mostrado na Fig. 8B. Verificamos que a espessura da epiderme no grupo
tratado com 2 pg/ ml de e-caderina (19 pm) foi significativamente menor em comparagao
com o grupo que recebeu 0,5 pg/ml (39 um; p <0,05) de e-caderina, e principalmente em
relacdo ao grupo controle positivo tratado sem o componente ativo (80,8 um; p <0,0001), mas
sem diferenca estatistica em relagdo ao grupo que recebeu 1 pg/ml de e-caderina (24,8 um,;

ns).
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Figura 8. Espessura da orelha medida em milimetros com paquimetro digital nos dias 1, 7, 14, 21, 35 e 36 em
diferentes grupos (A) e espessura da epiderme em micrometros medida pelo programa Image J no 36°. dia nos
grupos tratados com diferentes concentragdes de e-caderina e controles (B) As diferengas entre os grupos foram
analisadas por meio do teste ANOVA com pos-teste de Dunnett. Os valores de p foram considerados

significativos quando <0,05 (**** p <0,0001).

5.4 Parametros imunologicos das lesdes semelhantes a DA tratadas com e-caderina

recombinante topica

Os niveis de IgE total no soro (sIgE) e IgE total (tIgE), TSLP (tTSLP) e IL-10 (tIL-10)
no sobrenadante de homogenato de tecido de orelha sdo mostrados na Figura 9. Os niveis de

sIgE (Fig. 9A) e tIgE (Fig. 9B) foram significativamente menores no grupo que recebeu 2
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png/ml de e-caderina (sIgE: 11 ng/ml; tIgE: 8,8 ng / ml) em compara¢do com o grupo controle
com lesdes de DA que ndo receberam tratamento (sIgE: 16,6 ng/ml, p <0,001; tIgE: 12,8
ng/ml, p <0,001), mas sem diferenca estatistica em relagdo ao grupo que recebeu 0,5 pg/ml,
exceto sIgE (14,5 ng/ml, p <0,05). Nao houveram diferencas significativas nos niveis de sIgE

e tIgE entre os grupos que foram tratados com 1 pg/ml ou 2 pg/ml de e-caderina.

O nivel de tTSLP (linfopoietina estromal timica tecidual) no sobrenadante de
homogenato de tecido de orelha com DA (Fig. 9C) reduziu significativamente no grupo
tratado com 2 pg/ml de e-caderina (59,5 pg/ml) quando comparado com o grupo que recebeu
1 pg/ml (137,3 pg/ml; p <0,01) de e-caderina, ou grupo com as lesdes de DA tratadas sem o
componente ativo (183,6 pg / ml; p <0,0001.). Surpreendentemente, esses niveis de tTSLP
ndo foram significativamente diferentes entre o grupo com DA que recebeu 2 pg/ml de e-
caderina e o grupo com DA que recebeu 0,5 pg /ml de e-caderina (109,6 pg/ml; n.s.). Por
outro lado, os niveis de tIL-10 (Fig. 9D) no grupo tratado com 2 pg/ml de e-caderina (124,5
pg/ml) ndo foram significativamente diferentes quando comparados com o grupo controle
positivo (127,6 pg/ml; ns) ou o grupo tratado com 1 pg/ml de e-caderina (102,8 pg/ml; ns),
mas houve um aumento significativo em comparagdo ao grupo tratado com 0,5 pg/ml de e-

caderina (77,9 pg/ml, p <0,01) ou grupo normal sem lesdo de DA (44,4 pg/ml, p <0,001).
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Figura 9. Niveis de IgE sérica total; IgE total, TSLP e IL-10 tecidual em camundongos com lesdes semelhantes
a DA em orelhas induzidas por calcipotriol no 36°. dia e tratadas com diferentes concentragdes de e-caderina e
em grupos controles. Sdo mostrados em (A) niveis séricos totais de IgE; (B) niveis de IgE total tecidual (tIgE);
(C) niveis teciduais de TSLP; (D) niveis teciduais de IL-10. As diferengas entre os grupos foram analisadas por
meio do teste ANOVA com pos-teste de Dunnett. Os valores de p foram considerados significativos quando p
<0,05 (** p < 0,01 *** p< 0,001 **** p <(,0001). ns = ndo significante.

5.5 Analise histopatolégica das lesoes tipo DA apos tratamento topico com e-caderina
recombinante

Os cortes histopatologicos de orelhas com DA ou controle negativo tratadas ou nao
com diferentes concentragdes de e-caderina foram corados com Hematoxilina & Eosina
(Figuras. 10A, painel direito) ou azul de toluidina (Figuras. 10A, painel esquerdo aumento de

400x). O grupo tratado com 2 pg/ml mostrou reducdo na espessura da epiderme (Fig. 10A,
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painel direito da linha 4 delimitada por setas amarelas) e no numero de células inflamatorias
locais, especialmente no niimero de mastocitos (Fig. 10A, no painel esquerdo da linha 4 com
setas pretas) em comparagdo com 0s grupos que receberam os tratamentos de 0,5 pg/ml (Fig.
10A nos painéis da linha 2) ou 1 pg/ml (Fig. 10A, nos painéis da 3? linha) de e-caderina, e
principalmente em relagdo ao grupo com lesdes de DA sem tratamento ativo (Fig. 10A, nos
painéis da linha 1). Cortes histoldgicos da orelha do grupo normal (somente veiculo, sem DA)
sem tratamento com e-caderina sdo mostrados na Figura 10A, nos painéis da linha 5. Além
disso, na Fig. 10B ¢ mostrado o numero de mastdcitos por area de 0,025 mm? em lesdes
semelhantes a DA no dia 36 apds receber tratamento com 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml de e-
caderina ou sem tratamento ativo no grupo com lesdes de DA e controle negativo (somente
veiculo) sem DA. O nimero de mastdcitos/0,025 mm? no grupo tratado com 2 pg/ml de e-
caderina foi significativamente menor que o grupo com lesdes de DA sem tratamento ativo (p
<0,01), tratado com 0,5 pg/ml (p <0,05) ou 1 pg/ml (p <0,05) de e-caderina. Por outro lado, o

2

nimero de mastdcitos/0,025 mm*~ no grupo tratado com 2 pg/ml nao foi significativamente

diferente em comparacao com a orelha normal (somente veiculo) sem inducdo da DA.

O niimero de mastécitos/0,025 mm? no grupo tratado com 2 pg/ml de e-caderina foi
significativamente menor que o grupo com lesdes de DA sem tratamento ativo (p <0,01),
tratado com 0,5 pg/ml (p <0,05) ou 1 pg/ml (p <0,05) de e-caderina. Por outro lado, o nimero
de mastdcitos/0,025 mm? no grupo tratado com 2 pg/ml nio foi significativamente diferente

em comparagdo com a orelha normal (somente veiculo) sem indugdo da DA.
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Figura 10. Analise histopatologica das lesdes semelhantes & DA em orelhas tratadas ou ndo com e-caderina
recombinante de camundongo em diferentes concentracdes. (A) Espessura da epiderme ¢ mostrada por setas
amarelas nos painéis da direita coradas com Hematoxilina e Eosina com aumento de 40x, e mastdcitos sdo
indicados por setas pretas nos dois painéis a esquerda com aumento de 400x e 40x, corados com azul de
toluidina; (B) Numero de mastécitos em lesdes de DA induzidas por calcipotriol e controle negativo (somente
veiculo, sem DA) e tratadas ou ndo com e-caderina na concentragdo de 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ou 2 pug/ml. As
diferencas entre os grupos foram analisadas por meio do teste ANOV A com poés-teste de Dunnett e os valores de
p foram considerados significativos quando p <0,05 (* p <0,05 *** p <0,001).
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6 DISCUSSAO

A dermatite atopica (DA) ¢ uma doenca cutanea inflamatoria de carater cronico ndo
infecciosa com a presenca de prurido intenso e grave, podendo ocorrer na infancia desde o
periodo de 1 a 6 meses de idade, prejudicando a qualidade de vida e particularmente levando a
um grau variavel de distirbio psicologico em criangas mais velhas e adolescentes com DA
grave (TSAKOK et al., 2019; LEUNG, 1995). Por essa razao, os modelos de camundongos
para induzir lesdes cutdneas semelhantes a DA ja sdo bastante utilizados e importantes para
melhor compreensdo de sua imunopatogénese e também para avaliar a eficidcia de novos

agentes terapéuticos potenciais em estudos pré-clinicos.

O calcipotriol, um analogo da vitamina D, em alguns estudos ¢ muito utilizado para
inducdo de lesdes semelhantes a DA em camundongos, causando lesdes cutaneas
inflamatorias e aumento de IgE local e sistémica. Estes estudos sugerem que a inducdo da DA
com calcipotriol ha fundamento, pois em humanos a suplementacdo dessa vitamina na

infancia pode levar ao desenvolvimento de atopia na fase adulta (HYPPONEN et al., 2004).

Neste trabalho foi investigado se a OVA e o calcipotriol utilizados em associagdo
poderiam potencializar (a¢do sinérgica) o efeito da indugdo de DA em camundongos em
comparagdo com a indugdo provocada apenas com o uso de calcipotriol, mas foi observado
que o0 seu uso concomitante ndo conseguiu aumentar as caracteristicas clinicas,
histopatologicas ou imunoldgicas nas lesdes semelhantes & DA. Também, a OVA
intraperitoneal e topica nao contribuiu para aumentar as respostas inflamatérias alérgicas,
incluindo a producao de IgE total sérica ou tissular bem como as citocinas teciduais nas lesdes
tipo DA induzidas em orelhas de camundongos. Neste sentido, segundo Tordesillas et al
(2014) a OV A nao possui atividade intrinseca de protease, por isso ndo € capaz de induzir por

si sO uma lesdo semelhante a DA.

Dessa forma, foi estabelecido que apenas a aplicacdo topica de calcipotriol seria
suficiente para induzir lesdes semelhantes & DA, e que a concentracdo otima foi a de 4
pmoles. Em estudo anterior foi descrito um protocolo de inducao de DA em camundongos a
longo prazo com aplicacao topica de calcipotriol na concentragcdo de 2 nmoles e 4 nmoles (LI
et al., 2006), porém essas doses em nossos experimentos foram consideradas muito altas, pois

causaram efeitos toxicos gravissimos, levando a hipercalcemia, perda excessiva de peso e
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atrofia muscular grave (caquexia) em camundongos, comprometendo profundamente a satde
sistémica e provocando a morte em todos os animais em 5-7 dias. Além disso, nds testamos
para padronizacao de indugdo outras doses de 40 pmoles, 4 pmoles ¢ 1 pmoles por 20 pl,
sendo que a partir de 40 pmoles causou efeitos colaterais toxicos e sist€émicos graves ou

inaceitaveis.

Neste trabalho, a concentracao de 4 pmoles de calcipotriol induziu a DA na orelha em
camundongos, apresentando lesdes com grande infiltrado inflamatorio e aumento da
concentragdo de IgE e TSLP no tecido da orelha, sem afetar a satde sistémica dos animais.
Em concordancia com os nossos resultados, em trabalhos anteriores, a inducdo de lesdes
cutineas com calcipotriol aumentou a expressdo de TSLP em queratin6citos epidérmicos e foi

encontrado grande infiltrado inflamatorio nas lesdes (LI et al., 2006).

Alguns antigenos causam rompimento das juncdes aderentes interepiteliais e ativam
c€lulas de langerhans e dentriticas (YOSHIDA et al., 2014), isto ¢ observado na expressdo de
genes relacionados com a atividade dos queratindcitos e a infiltragdo de célula T,
principalmente relacionadas a células Th2 que produzem as citocinas IL-4, IL-10 e IL-13
(KIM et al., 2016). A producao destas citocinas também regulam negativamente a expressao
de genes essenciais da barreira epitelial: filagrina, involucrina e loricrina aumentando a
permeabilidade da pele a alérgenos, haptenos e produtos quimicos (MOOSBRUGGER-
MARTINZ; SCHMUTH; DUBRAC, 2017).

A principal patogénese da doenga ¢ uma resposta predominante de perfil Th2, levando
a produgdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, as quais sdo participantes da desregulacao

do sistema imune (MOY et al., 2015).

Em experimentos realizados com camundongos para modelo semelhante as lesoes de
DA tém demonstrado que o calcipotriol € um bom indutor da doenca. Todos esses modelos
experimentais exibiram hiperplasia epidérmica com associagdo aumentada de infiltrado
inflamatorio e aumento de eosinoéfilos, além de apresentar niveis exacerbados de TSLP, 1L-4,
IL-5, IL-31, IL-10, IL-8, IFN-y e TNF-Bf (MOOSBRUGGER-MARTINZ; SCHMUTH;
DUBRAC, 2017).

Neste contexto, o0 modelo apresentado no presente estudo também exibiu as mesmas
condigdes em relagdo as andlises histopatologicas com infiltrado inflamatorio, niveis
aumentados de TSLP, IL-5 e IL-10, confirmando que realmente o modelo induzido com

calcipotriol foi eficaz nas mesmas condi¢des dos demais, porém diferindo na dose aplicada.



47

A produgdo de citocinas IL-4 e IL-13 e o aumento da expressdo de TSLP nas lesdes também
estdo relacionadas na ativacao dos mastocitos (HORSMANHETMO et al., 1994; RUKWIED
et al., 2000; NAGARKAR et al., 2012). Os dados deste presente trabalho confirmam o
aumento de TSLP nas lesdes induzidas com 4 pmoles de calcipotriol € um grande nimero de

mastocitos, o que € visto nas lesdes de pacientes no estado cronico.

A ligacdo do alérgeno ao anticorpo IgE induz a degranulacdo de mastocitos
acompanhado da liberagio de mediadores como histamina, heparina, serotonina,
prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas aumentando a vasodilatagdo e
permeabilidade capilar local causando assim o processo inflamatério alérgico (KIM et al.,
2016; MEKORI; METCALFE, 2005). O aumento de IgE total no soro e nas lesdes induzidas
com calcipotriol em camundongos também ¢ observado em pacientes com DA. Porém, alguns
pacientes com doenca em fase cronica apresentam producdo de autoalérgenos que sao
proteinas intracelulares expressas pelos queratindcitos, as quais sdo liberadas através do ato de
cogar causando arranhdes e dano tecidual. Com isso, anticorpos IgE ¢ dirigida
especificamente contra os queratindcitos. caracterizando a ocorréncia de autorreatividade
contra as proteinas epiteliais, aumentando assim a exposicao alergé€nica e piorando o quadro

clinico da doenca (NAVARRETE-DECHENT et al., 2016).

Alguns estudos relataram o aumento de IgE sérica em modelos de DA em
camundongos induzidos pelo calcipotriol (ELENTNER et al., 2009). Estes dados foram
similares ao encontrado neste presente estudo utilizando 4 pmoles de calcipotriol,
confirmando mais uma vez a importancia deste composto para indugdo de lesdes semelhantes

a DA que ocorre em humanos.

A epiderme € a primeira barreira da pele em contato com o ambiente externo que
possui varias camadas de epitélio estratificado, que tem como fun¢do a protecdo contra
microrganismos externos ou substancias toxicas, evitando a perda de dgua do organismo e
expressando um conjunto de marcadores de diferenciagdo e jungao celular (WATT, 2001).
Entretanto, a pele com a DA tem disfungdo na barreira epidérmica acompanhada de
inflamacao, perda de dgua transepidérmica (TWEL) e ativagdo de alarminas como IL-1f3, IL-
25, IL-33 e TSLP (TSAKOK et al., 2019) como ja visto anteriormente, que em conjunto
induzem a inflamacdo e consequentemente reduzem a expressdo de proteinas como a e-
caderina que participa do processo de estratificagdo e jungdes interepiteliais nas camadas da

epiderme (JENSEN et al., 1997).
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A fim de amenizar os parametros clinicos e imunohistopatologicos das lesdes
semelhantes a DA induzidas por calcipotriol, apresentando disfuncdo da integridade
epidérmica e desequilibrio da resposta imune desviada para um perfil Th2, foi utilizado como
tratamento neste estudo a e-caderina recombinante de camundongo. A e-caderina ¢ expressa
em todas as camadas celulares da epiderme e a sua fungdo ¢ crucial na manutencdo da
morfogénese e arquitetura tecidual ao participar da regulacdo das jungdes interepiteliais
(TINKLE et al., 2008; JENSEN et al., 1997). Esta molécula tem sido essencial para a
recuperagao da resisténcia epidérmica, possuindo uma capacidade de retengdo da barreira
hidrica da epiderme funcional, evitando a perda desnecessaria de agua (TUNGGAL et al.,

2005).

Neste estudo, a aplicacdo topica de 2 pg/ml da e-caderina recombinante de
camundongo durante 14 dias, foi eficaz na redugdo dos sinais clinicos da DA em modelo
experimental como eritema, edema local, reduzindo a espessura da orelha e diminuindo os
niveis elevados de IgE total sérica e tecidual. A importancia da e-caderina tem sido visto por
meio de estudos em camundongos neonatos, observando que a perda precoce da e-caderina
endogena na epiderme causa morte dos neonatos através da perda de agua transepidérmica
(TWEL) (TUNGGAL et al., 2005; DE BENEDETTO et al., 2011a). Assim, além dos seus
efeitos anti-inflamatérios, a e-caderina recombinante em forma de pomada pode contribuir
visivelmente na hidratacio da pele de camundongos com DA. Alguns estudos tém
demonstrado que o uso de hidratantes nas lesdes DA reduz também a expressdo de TSLP
(SANO et al., 2013), contudo neste estudo nao foi observado a reducao de TSLP tecidual em

lesdes tratadas somente com o veiculo da pomada.

Em um contexto imunologico, a ativagdao das alarminas através da disfungdo da
barreira epitelial recruta células dentriticas da epiderme para ativagdo de resposta Th2 que
promove a producdo de anticorpos IgE através do switch de classe de anticorpo em células B
(KLONOWSKA et al., 2018). Com isso, a disfuncdo da barreira causada pela indugdo da DA
reduz a expressao da proteina de adesdo e-caderina e fazem os queratindcitos e as ILC2
(células linfoides inatas do tipo 2) induzirem a produgdo de TSLP, que por sua vez estimula o
desenvolvimento de células Th2 produtoras de IL-5 e IL-13. Estudos tém demonstrado que a
presenca da e-caderina suprime a ativagdo das ILCs2 através da ligagdo ao receptor de lectina
tipo 1, amenizando a inflamagdo causada pelas lesdes de DA (KIM, 2015; SAVINKO et al.,
2012). A diminuicao dos niveis de TSLP tecidual foi observado nas lesdes tipo DA de

camundongos tratados com 2 pg/ml de e-caderina, confirmando o efeito anti-inflamatorio
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nitido e importante desta molécula como monoterapia nas lesdes com DA.

O tratamento com a e-caderina topica aumentou os niveis de IL-10, o qual é uma
citocina imunorregulatoria responsavel por equilibrar as respostas Thl/Th2, inibir a
sobrevivéncia de eosinofilos e a sintese de IgE na DA (CHUNG, 2001). Em adi¢do, a IL-10
pode atuar melhorando a viabilidade e proliferacdo das células B e a expressdo de moléculas
MHC de classe II, além de induzir o switch para a produgdo e secrecao de anticorpos IgG
bloqueadores (JEANNIN et al., 1998; LEE et al., 2012). Estes anticorpos IgG, em particular
as da subclasse IgG4, serdo importantes para impedirem que os anticorpos reaginicos IgE se
liguem cruzadamente aos componentes alergénicos na superficie das células alvos,
diminuindo dessa forma, a ativacdo mastocitaria e, consequentemente, O Processo

inflamatorio IgE-mediada (TAKETOMI et al., 2017).

O aumento de IL-10 também foi observado no grupo positivo para DA, sendo que em
alguns estudos as lesdes de DA apresentaram niveis de expressdo aumentada do RNAm de
IL-10, isso ocorre através do mecanismo de tolerancia que previne a inflamagdo excessiva
local (NOH; LEE, 1998; LEE et al., 2012). Além das células Treg ¢ Th2, a IL-10 também
pode ser produzida pelas células natural killer tipo 2 (NK2) e células B (células Breg), que
suprimem a proliferagdo celular de linfécitos T CD4+ estimulados por alérgenos, promovendo

a tolerancia periférica (DENIZ; VAN DE VEEN; AKDIS, 2013).

A e-caderina empregada neste estudo foi de carater exdgeno, que demonstrou um
efeito topico eficaz no tratamento das lesdes de DA experimental, por ser uma molécula de
adesdo e de sinalizagdo celular, promove a regulacdo de respostas imunes inatas e adaptativas
na epiderme, permite o transporte de citocinas e quimiocinas através do epitélio e pode ser
amplamente expressa por ocorréncia de antigenos apresentados pelas APCs. Por outro lado,
alguns autores tém relatado que a e-caderina endogena estd envolvida no contexto
carcinogénico, pois em um ambiente com um tumor ja pré-estabelecido, as proprias células
tumorais irdo induzir a expressao exacerbada desta molécula, sendo uma condi¢dao necessaria
para as células tumorais conseguirem formar metastase a distancia e invadir 6rgaos e tecidos
do organismo, permitindo a adesio com as células saudaveis (MENDONSA; NA;

GUMBINER, 2018; RODRIGUEZ; LEWIS-TUFFIN; ANASTASIADIS, 2012)

Os efeitos adversos da e-caderina endogena sdao observados em pacientes com
predisposicdo genética para o cancer ou que ja possuem O cancer em Sseu organismo

(KOURTIDIS et al., 2017), mas ainda ndo foi relatado nenhum estudo comprovando este
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efeito em individuos saudaveis, isto €, até o presente momento, desconhece-se qualquer relato
na literatura que a e-caderina exdgena possa ter acdo carcinogénica por si so. Este estudo foi
pioneiro na utilizagdo exdgena da e-caderina recombinante de camundongo, na forma de
pomada topica, no tratamento de dermatite atopica experimental. Para confirmar o beneficio
da utilizacdo da e-caderina no tratamento da DA, sugere-se incluir estudos adicionais
envolvendo lesdes de DA espontanea em caes e ensaios clinicos em seres humanos, mas por
precaugdo, a sua utilizagdo deve ser restrita a pacientes apresentando somente dermatite
atopica, sem tragos genéticos de cancer ou pacientes que apresentam concomitantemente DA

€ cancer.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, podemos concluir que o tratamento de lesdes semelhantes a DA
provocado pela aplicagcdo topica continua de calcipotriol com e-caderina recombinante de
camundongo mostrou um importante efeito anti-inflamatorio, melhorando os parametros
clinicos e laboratoriais. Este ¢ o primeiro estudo pré-clinico utilizando a e-caderina de forma
exogena no tratamento da dermatite atopica, podendo ser uma estratégia terapéutica prioritaria
no futuro para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DA por ser um componente
biologico natural. Com isto, objetiva-se reduzir o uso de corticosteroides e/ou inibidores de
calcineurina topicos e, possivelmente, a e-caderina possa ser um agente poupador da

administragao de corticosteroides e/ou Imunossupressores sistémico.
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