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RESUMO

Psoriase € uma doenca inflamatéria crénica, autoimune que atinge 2-3% da populacéo
mundial. Nas fases iniciais de desencadeamento da doenca, estudos mostram que a
proteina chemerina exerce um papel fundamental. A Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) prop6e o uso tépico com fins terapéuticos do
extrato vegetal da Aloe vera barbadensis contra a psoriase por suas propriedades
imunomoduladoras e anti inflamatorias. Para investigacdo de tais efeitos, o presente
trabalho reproduziu um modelo murino In Vivo com fendétipo semelhante a psoriase via
aplicacao topica do farmaco imiquimode (IMQ), tratando os animais com creme de Aloe
vera a 70% e comparando-os aos controles. Adicionalmente, biopsias da pele dos
animais foram testadas quanto a atividade enzimética da mieloperoxidase (MPQO) como
indicativo de atividade neutrofilica. O modelo In Vitro, utilizou linhagens celulares de
gueratinécitos imortalizados para avaliagdo do potencial cicatricional do extrato
concentrado 200:1 em poé liofilizado (AVFDE) via Ensaio do Arranho. Fibroblastos
primarios dermais humanos foram usados para avaliar o potencial modulador sobre a
expressdo constitutiva da chemerina e de trés citocinas pro-inflamatérias em seus
sobrenadantes frente ao uso de AVFDE e cinco fitoconstituintes incluindo o
polissacarideo Acemannan (ACM). Para tal, empregou-se o método ELISA e a
citometria de fluxo. O fendtipo psoriasico humano em camundongos via indugdo por
IMQ foi parcialmente reproduzido. A atividade (MPO) mostrou-se menor em animais
tratados topicamente com o creme de Aloe vera a 70%. In Vitro observou-se que o
AVFDE 50ug/ml reduziu a expressédo da quimiocina MCP-1 e a 250ug/ml elevou a
expressao de IL-8. ACM 250ug/ml aumentou os niveis de expressao de IL-8 e IL-6.
Acemannan (ACM) nas duas concentracbes testadas reduziu significativamente a
expressado de chemerina. Aloeresina A na concentracdo 20uM elevou a expressao de IL-
6. Nenhum fitoesterol nas concentragBes testadas elicitou efeitos sobre os niveis de
expressao das citocinas ou da chemerina. Os resultados sugerem que 0 uso terapéutico
com objetivos imunoestimulador e anti inflamatério do extrato do Aloe vera precisa ser
melhor avaliado, mas demonstra potencial no tratamento nas fases iniciais da psoriase
desde que sejam padronizados os teores minimos de fitocompostos bioativos como o

Acemannan nas apresentacoes farmacéuticas comercializadas.

Palavras-chave: Psoriase, Aloe vera, chemerina, aloeresina e acemannan



ABSTRACT

Psoriasis is an autoimmune, chronic inflammatory disease, affecting 2-3% of the world
population. In the early stages of the disease onset, studies have shown chemerin as a
triggering protein playing a key role. Brazilian national essential medicines list
(RENAME) proposed the topic usage of Aloe vera barbadensis extract as a therapeutic
approach for psoriasis for its immunomodulatory and anti-inflammatory effects. In order
to investigate them, we adopted an In Vivo murine model with phenotype similar to
psoriasis via topical application of imiquimod (IMQ) and treating animals with 70% Aloe
vera cream for further comparison with controls. In addition, animal skin biopsies were
tested for the enzymatic activity of the myeloperoxidase (MPO) as an indicator of
neutrophil activity. As In Vitro model it was used an immortalized keratinocyte cell line to
assess the wound healing potential of the Aloe vera freeze dried extract 200:1 (AVFDE)
via Scratch Assay. Later, primary human dermal fibroblasts were used to evaluate the
potential modulation on constitutive expression of chemerin and three proinflammatory
cytokines. Culture supernatants of dermal fibroblasts were assessed against AVFDE and
five of its phytoconstituents including the polyssacharide Acemannan (ACM). For this, we
used ELISA and flow cytometry. We partially reproduced In Vivo human psoriatic
phenotype in mice via IMQ induction and the MPO activity was shown to be lower in
animals treated topically with 70% Aloe vera cream. It was observed in the In Vitro
experiments that AVFDE 50ug/ml reduced the expression of MCP-1 chemokine and the
concentration of 250ug/ml increased IL-8 expression. ACM 250ug/ml increased the
expression levels of IL-8 and IL-6. Acemannan (ACM) at the two tested concentrations
significantly reduced chemerin expression. Aloeresin A 20uM increased IL-6 expression.
Either tested phytosterol, at any concentration range elicited effects on the expression
levels of cytokines or chemerin. The results suggested that the therapeutic usage of Aloe
vera extract as an immunomodulatory and / or anti inflammatory agent must be further
evaluated. Although the extract demonstrated a potential benefit in the treatment of early
stages of psoriasis it is essential that commercial plant extracts are standardized with a
minimum content of bioactive phytocompounds as Acemannan within the marketed

pharmaceutical formulations as stated by related regulatory organisms.

Keywords: Psoriasis, Aloe vera, chemerin, aloeresin and acemannan
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1 CONTEXTUALIZACAO

1.1 Psoriase

A Psoriase € uma doenca inflamatéria crénica da pele e articulacbes, de evolugcdo
sistémica, ndo contagiosa, imunomediada por linfocitos T, de base genética, com
grande heterogeinidade de expressao clinica, podendo ocorrer em qualquer idade,
atingindo igualmente homens e mulheres, com picos de incidéncia na segunda e na
guinta décadas de vida (CONSENSO, 2009-2012).

1.1.1 Psoriase — aspectos epidemioldgicos, etioldgicos e genéticos

No Brasil existem cerca de 5 milhdes (1,3 — 2%) de individuos que apresentam
algum grau de psoriase (SANTOS et. al., 2009; PORTO FERREIRA et. al., 2007
RAPOSO et. al., 2011). No mundo, estudos descrevem 125 milhdes de pacientes
psoriasicos, na maioria caucasianos de diferentes faixas etarias, espalhados por
todos os continentes. (GELFAND et al., 2005; CIMMINO, 2007; MAZZATENTA et.
al., 2009; COLOMBO et al., 2008; PARISI et al., 2013).

Embora a psoriase raramente tenha consequéncias letais, muito frequentemente
esta associada a significativos quadros de morbidade cardiaca (hipertensao arterial
+28,2%), metabdlica (obesidade + 30% e dislipidemias +12,5%), neuro-psiquiatrica
(£30%), articular (artrite psoriasica +20%), neuroenddcrina (diabete melitus tipo 2 em
10,5% dos casos) além de ser considerada uma doenc¢a de impacto psico-emocional
e fisico-funcional tdo séria quanto as doencas cardiovasculares, canceres e doenca
de Chron. (GLADMAN et al., 2005; NEIMANN; PORTER; GELFAND, 2006; R.K.H.
MAK et al., 2009; GOOTLIEB; DANN, 2009; AUGUSTIN et al., 2010; DUARTE et al.,
2010; KUPETSKY et al., 2013; GROZDEV et al., 2014).

A causa fundamental da psoriase ainda é desconhecida, no entanto um grande
volume de hipoteses concorrentes concordam para 0s aspectos multifatoriais
desencadeadores da doenca em individuos geneticamente predispostos.
(GUDJONSSON; ELDER, 2007; FENG et al., 2009).
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Multiplas anormalidades na cinética, histomorfologia e bioquimica celular reafirmam
gue a producdo de mdultiplos mecanismos sao elicitados, incluindo: os genéticos,
imunologicos, infecciosos (WANG et al., 2006; NITSCHE-SCHMITZ et al., 2007;
MCFADDEN et al., 2009; BERTH-JONES, 2013), metabdlicos (YOSIPOVITCH et
al., 2007; TAKAHASHI et al., 2008; ARMSTRONG et al., 2012; OH YJ, et al., 2014;
JACOBI et al., 2015; COBAN et al.,, 2016), medicamentosos (TSANKOV et al.,
2000; LITT, 2006; DO; GRACE; DO; JAMES, 2010; CEOVIC et al., 2013)
endocrinos, ambientais, fisicos (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009; REN RZ et al.,
2012; WENG et al., 2012; ARIAS-SANTIAGO et al., 2013; AYALA-FONTANEZ et
al., 2016), psicogénicos (WEIGL et al., 2000; KIM et al., 2007) e epigenéticos.
(BOWCOCK et al.,, 2005; GUDJOSSON et al.,, 2012; TROWBRIDGE et al., 2014,
BOEHNCKE, 2015; O’'RIELLY, RAHMAN, 2015).

O estresse psicoldgico em particular, agrava as doencas inflamatorias da pele tais
como dermatite atbpica, psoriase e dermatite de contacto, alterando o0s
componentes celulares do sistema imunitario. Os anexos da pele funcionam como
alvo e fonte importantes do eixo periférico para liberagdo de hormonios
corticotropina e proopiomelanocortina (CRH-POMC axis) componente central do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal, responsavel pela coordenacdo das respostas de
estresse sistémico, bem como a modulacédo da resposta inflamatéria.(KIM JE et.,
2007). Estudos mostram que o CRH cuténeo e seu receptor CRH-R1 agem como
reguladores da homeostase local na pele e que expressao do CRH na psoriase esta
significativamente aumentada. (SLOMINSKI et al., 1999). Atualmente, os efeitos proé-
inflamatorios de CRH na pele ndo séo claros, mas CRH pode estimular a producao
de IL-6 ou IL-11 nos queratinécitos durante o estresse cutaneo, por conseguinte, €
possivel que CRH atue sobre os queratindcitos para agravar ainda mais psoriasis.
(AYALA-FONTANEZ et al., 2016).

Weigl (2000) em estudo longitudinal com duragcdo de até 3 anos concluiu que o
cortisol pode estar envolvido na fase de erupcdo clinica, e epinefrina na fase de

remissao.

Psoriase abriga um componente hereditario significativo que esta bem estabelecido
e uma histéria familiar onde dois pais afetados prenunciam uma probabilidade

superior a 40% de desenvolver a doenca nos descendentes. Este risco diminui para
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14%, se somente um dos pais é afetado e 6%, se um irmdo é afetado, em
comparacao com 2% quando nédo ha histérico familiar. (ANDRESSEN; HENSELER,
1982).

O componente genético envolvido na etiologia da psoriase pode ser comprovado por
estudos sobre a incidéncia familiar, incidéncia de casos na prole, grau de
concordancia entre gémeos e identidade de antigenos leucocitario humano (HLA).
Multiplos alelos HLAs tém sido associados a psoriase, especialmente: HLA-C*06,
HLA-B13, HLA-B17, HLA-B37, HLA-DR7, HLA-B46, HLA-B57, HLA-Cwl e HLA-
DQ9. Estudos mais recentes revelam loci de suscetibilidade adicionais, né&o
relacionados ao Complexo principal de histocompatibilidade (MHC), localizados nos
cromossomos 6p (TRAF3IP2), 17q (RUNX1, RAPTOR , SLC9A3R1 , NAT9, TBCD),
4q (IL-15, Loricrin, filaggrin, S100 genes, LCE) e 1q (LCE3B/3C/3D) (NESTLE et al,
2009; NESTLE, 2008). Alguns dos principais loci de suceptibilidade, né&o
relacionados ao MHC estao intrinsecamente ligados a codificacdo de proteinas com
funcdo na barreira epitelial, imunidade inata e /ou adquirida, ligadas as vias
patogénicas da psoriase. (STRANGE et al., 2010).

Na espécie humana, apesar da diversidade dos possiveis loci de suscetibilidade
para psoriase (PSORS 1-10), o PSORS1 associado ao sistema HLA, referente ao
alelo HLA-C*0602 é de grande destaque e forte associa¢cdo a doenca em diferentes
grupos étnicos, chegando a 70% nos pacientes com psoriase iniciada antes dos 40
anos (ELDER et al., 2001; GUDJOSSON et al., 2003; NESTLE et al., 2009; ROMITI
et al., 2009). Ainda assim, somente 10% destes individuos portadores dos alelos
HLA-C*06 irdo efetivamente manifestar sinais caracteristicos da doenca.
(TREMBATH RICHARD et al., 1997).

1.1.2 Psoriase — fenotipos clinicos, sinais histopatoldgicos diferenciais e grau

de severidade

Um paciente pode ser fenotipicamente classificado de acordo com a sua condigdo
soroldgica, ou seja, em relagdo ao seu sistema HLA que divide a doenca em Tipo |
(HLA-C*0602 positivo, + 65% dos casos, com faixa etaria < 30 anos) e Tipo Il (HLA-
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C*0602 negativo, £ 35% dos casos, com faixa etaria > 40anos, sem historico
familiar). No entanto, a classificacdo mais comum é feita de acordo com a aparéncia
clinica, espessura, formato e distribuicdo das placas. (PERERA, 2012). Segundo
Zangeneh e Shooshtary (2013), a psoriase pode manifestar-se clinicamente das

seguintes formas:
e Psoriasis vulgaris (tipo mais comum em placas eritromatosas);
e Psoriase guttata (pintas pequenas tipo gota);

e Psoriase invertida (ocorre nas dobras dérmicas ou areas

intertriginosas);

e Psoriase pustulosa (pequenas bolhas pustulentas) ou palmoplantar

guando ha acometimento das palmas e das solas dos pés.

No presente estudo serdo abordados aspectos mais relacionados a psoriase vulgar
(PV) na sua forma de manifestacdo branda e moderada que concentra 65% dos
casos. Ja a psoriase moderada e severa equivalem a 25% e 8% dos casos
respectivamente. (VORHEES, 2009).

A Psoriasis vulgar — psoriase cronica estaciondria ou psoriase em placas — é o tipo
mais comum da doenca que responde por aprox. 90% dos casos. Quando
comparado histologicamente com uma pele normal, a pele psoriasica apresenta
diferencas visiveis. S@o elas: a hiperqueratose (aumento da espessura da camada
cérnea), paraqueratose (queratinizacdo anormal e incompleta do epitélio escamoso
com persisténcia dos nucleos celulares nas células superficiais), acantose (aumento
da espessura da camada espinhosa), papilomatose (alongamento regular dos
cones epiteliais, com afinamento na por¢éo suprapapilar), hipogranulose (perda da
camada granular), espongiose (vesicula intra epidérmica devido a nfiltrado
edematoso entre queratindcitos) os sinais de Auspitz (pequenos pontos de
sangramento quando a escamacédo é removida) e um elevado infiltrado de células

inflamatorias na derme papilar. (Figura 1).
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Figura 1: Comparacdo histolégica entre uma pele humana normal e uma psoriasica
apresentando alguns dos “hallmarks” histolégicos descritos no texto.
Fonte: Wagner et al. 2010

Tradicionalmente, a severidade da psoriase € mensurada usando varios indices
para os sintomas. Os métodos usados podem ser do tipo PASI (Psoriasis Area and
Severity Index — mais usado) e os indices sintoméaticos; BSA (Body surface Area);
PGA (Physician’s Global Assessment) ou QOL (health-related quality of life)
(CONSENSO, 2012).

O indice de area e severidade da psoriase (PASI) é um dos mais utilizados para
avaliar a gravidade da doenca. Este pode variar de 0 a 72 sendo que acima de 18
significa doenca grave. Ja a referéncia PASI 75, comumente vista nos artigos,
significa uma reducao em 75% do indice pré-tratamento e é utilizada para avaliar o
sucesso terapéutico. Considera-se recidivacdo da doenca quando existe aumento de
50% nesse indice apés um periodo de melhora (PASI 50). Entretanto, o PASI nao
considera o impacto da doenca sobre a qualidade de vida (QV) do paciente o que na
pratica clinica diaria € importante ao se escolher o tratamento mais eficaz evitando
assim expectativas frustradas por parte de médicos e pacientes. (ARRUDA et al.,
2004; VAN DE KERKHOF et al., 2015).

1.1.3 Psoriase —imunopatogénese

Compreender profundamente a imunopatogénese da psoriase traz consigo a

possibilidade de uma conduta terapéutica mais adequada ao estagio imunoldgico,
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celular e molecular, e ao perfil genético individual do paciente a ser tratado.
(WARREN; GRIFFITHS, 2009; BLUMENBERG, 2013, VILLANOVA et al.,, 2013;
RYAN et al., 2014).

Grupos independentes de pesquisadores discorrem sobre a psoriase dividindo-a em
3 a 4 diferentes estagios evolutivos e correlacionando-os aos seus tipos celulares
preponderantes. Estas etapas ocorrem de forma dindmica nos tecidos, podendo ser
dividas, para fins didaticos, em: sensibilizacdo, progressdo, manutencado, e
remissao da psoriase (SABAT et al., 2007; CHRISTOPHER GRIFFITHS; BARKER;
JONATHAN, 2007; NESTLE et al., 2009; PERERA et al., 2012; CHRISTOPHERS;
METZLER e ROCKEN, 2014):

a) sensibilizac&o ou inicializagéo

Nesta etapa, 0os queratindcitos, como sentinelas de papel central para manutencéo
da homeostase da pele, reconhecem através de receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), para agentes tOxicos, perigosos para 0 organismo tais como 0s
padrdes moleculares associada a patégenos (PAMPs) e os padrées associados ao
perigo ou alarminas (DAMPs). (NESTLE; DI MEGLIO et al.,, 2009; KONING et al.,
2010). De acordo com o tipo de sinal antigénico primario desencadeado pelo agente
toxico, receptores especializados nestes padrbes moleculares irdo rapidamente
“‘perceber’” e ativar respostas imunes especificas determinadas por receptores
extracelulares ligados a membrana (tipo Toll ou TLRs; e Lectina tipo C ou CLRs) e/
ou receptores intracelulares citoplasmaticos ou ligados a organelas subcelulares
(NLR; ALR; RLR; TLRs 3,7,8,9). (PALM; MEDZHITOV, 2009; JI-QING CHEN et al.,
2016; YOUNG KEUN et al, 2016) A ativacdo das vias desencadeadoras da
resposta imune inata da-se pelos inflamassomas ativadores das enzimas da familia
das caspases inflamatérias (classicamente -1 e -5) que clivam os precussores
inativos da familia IL-1 (pré IL-1B e pr6 IL-18) transformando-os em suas formas
maduras (IL-1a, IL-1B, IL-18, IL-33) desencadeando o0s passos iniciais da
inflamacg&o.(MARTINON et al., 2009).

Em individuos geneticamente suscetiveis, os PAMPs e DAMPS “percebidos” pelos
receptores queratinociticos extra e intracelulares suscitam respostas inflamatoérios
iniciais que conduzem a psoriase (DOSTERT et al., 2008; JESUS et al., 2015).
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A ativacdo dos inflamassomas inicia o recrutamento de células do sistema
fagocitario epidérmico (mondcitos, macrofagos, células dendriticas dermais e células
de Langerhans) mediado por citocinas tipicas da resposta imune do tipo Th-1 e a
producdo de interferons (IFNs). Tais citocinas, induzirdo células imunocompetentes
residentes da pele a recrutar outros imunécitos que conduzirdo outras células a
diferenciacdo (mDCs, pDCs, células T naive), perpetuando assim a inflamacéo.
(NICKOLOFF; NESTLE, 2004; MERAD et al., 2008; SANCHEZ, 2010; BOEHNCKE;
SCHON, 2015);

b) progressédo ou amplificacao

A amplificacdo da-se quando, apdés a ativagdo das TCs naive, via sinapse
imunologica com as APCs, ocorre a diferenciagdo das células de Langerhans (CLSs)
em células dendriticas miel6ides (mDCs) da derme, passando a ser chamadas de
células dendriticas dermais (DDCs). Estas exibem a capacidade de secretar I1L-12
(p35/p40) e IL-23 que sao citocinas potentes na inducdo a diferenciacdo das TCs
linfociticas respectivamente em Thl (IL-6, TNF-a, IL-1B8, IL-12) via fator de
transcricdo STAT4 / Tbet e em Thl7 (IL-23, IL-22, IL-17) via fator de transcricéo
STAT3 / ROR yt. (NESTLE; DI MEGLIO et al.,, 2009). A partir deste “pool” de
citocinas produzidas pela sinapse imunologica, a amplificacdo do processo
psoriasico ir4 se consolidar através da diferenciagcdo dos linfécitos em células Thi,

Thl7, Th22 e T reguladoras conforme mostra a figura 2.
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Figura 2: Ativacdo de células T CD4 + naive por células apresentadoras de antigenos
(APCs).Desenvolvimento de diferentes linhagens de células T CD4 + com propriedades distintas. O
primeiro e 0 segundo sinal emitido pela APC ao TCcs é responsavel pela geracdo de células T
efectoras / memoria. A linhagem de células T é dependente do meio de citoquinas presentes durante a
ativacao de células-T.

Fonte: Adaptado de Sabat et al. (2007) e Perera et al. (2012)

Em especial as subpopula¢cdes de células Thl7 posuem um papel fundamental na
patogenicidade de diversas doencas autoimunes incluindo a psoriase. (LINDTE et al,
2014). Através da secrecado de suas citocinas do tipo IL-17A, IL-17F, IL-21 , IL-22 e
TNF-a., ativam e mantém o eixo IL-23 / IL-17 A , fundamental a diferenciacéo
terminal , migracéo e proliferagéo dos queratinécitos; induzem a sintese de multiplos
mediadores pro-inflamatoérios (CCL20, CXCL1,CXCL2 e CXCLS8/IL-8) responséaveis
pelo recrutamento e infiltracdo de neutrdéfilos na pele e; inibem pelo menos 6 genes
envolvidos na diferenciacdo dos queratinécitos (filagrinas , citoqueratinas, loricrina,
involucrinas, calmodulinas da pele e desmocolinas).(PERERA et al., 2012; LYNDE et
al., 2014; RABEONY, 2014).

Outros eventos amplificadores da resposta psoriasica que ocorrem paralela e
simultaneamente sdo a disfuncédo e reducdo da expressao das Tregs (SUGIYAMA
et al. 2005; SOLER et al., 2016); a manutencdo dos altos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias tipo Th1(SABAT et al., 2007; PERERA et al., 2012); e a promoc¢éo da
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angiogénese, hiperexpressdao de petideos antimicrobianos e hiperplasia
gueratinocitica via citocinas Th22 (IL-22, IL-26 e IL-13) (HEIDENREICH et al., 2009;
BALATO et al., 2012; GUERARD et al., 2012; ZHANG et al., 2012; MICHALAK-
STOMA etal., 2013);

C) manutencao

Os queratindcitos, atores centrais da resposta imune inata e criticos na patogénese
da psoriase , quando em homeostase, apresentam um controle fino entre a sua
proliferacdo e diferenciacdo, mantendo a histoarquitetura e funcdo normal da
epiderme. Durante a psoriase o estado de equilibrio € quebrado e uma taxa de
renovacdo e proliferacdo dos queratinocitos da pele sadia passa de 28 dias para
apenas 3-4 dias. (BOWCOCK et al., 2004).

A ativacdo dos queratinécitos e sua consequente hiperproliferacdo aberrante é
resultado de um conjunto de citocinas secretadas principalmente pelos linfocitos
Thl, Th1l7 e Th22. A formagdo dos Thl, Thl7, mondcitos / células dendriticas e
posterior recrutamento de macréfagos, neutrofilos, mastocitos e outros, contribui
para os niveis elevados e constantes de TNFa , responsaveis pela manutencao da
hiperatividade queratinocitica. (SABAT et al., 2007). Assim como o TNF-q, a IL-22 é
uma outra citocina que exerce um papel fundamental para o fenétipo hiperplasico
dos queratindcitos, ativando-os e tornando-os capazes de secretar citocinas e
quimiocinas que atuardo de forma autécrina / paracrina na manutencdo do estado

ativado / inflamado dos queratinécitos. (LOWES et al., 2014);

d) remisséo

Segundo Boyman et al. (2007), uma vez que um individuo tenha desencadeado uma
primeira lesdo psoriasica, presume-se que a pele de aparéncia normal,
assintomatica, possua um baixo limiar de ativacdo gracas a posicao estratégica dos
PDCs, DDcs e das células T. Portanto, um “gatilho” celular normalmente in6cuo
pode ativar as ceélulas imunes residentes da pele (elicitagdo da memoria

imunoldgica) levando a uma lesao inflamatéria, sem que requeira a recirculacdo ou
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recrutamento de outras células.(MAK et al.,, 2009; NESTLE, 2008). Esse estado
‘inflamado” pode resolver-se espontaneamente ou através de intervencao

terapéutica (resolucéo).

1.1.4 Tipos de tratamentos

Novas evidéncias sobre a patogénese da psoriase indicam que os fenotipos distintos
da doenca tém diferentes perfis imunogenéticos, o que provavelmente ira influenciar
nas escolhas de tratamento. (MAHIL et al., 2016).

A conduta clinica preconiza que o tratamento da psoriase deve ser individualizado,
dependente da forma clinica da doenca, da gravidade e extensédo, da idade, sexo,
escolaridade e das condi¢cdes do paciente em relacdo a saude geral e sua situacdo
socioecondmica. Também deve ser levado em conta o grau de comprometimento da
gualidade de vida individual. (KRUEGER et al., 2000; KRUEGER; ELLIS , 2005;
PATHIRANA et al., 2009):

1.1.4.1 Tratamentos topicos

Nas formas leves de psoriase (65%), a terapéutica topica, seja em monoterapia, ou
combinada, costuma ser suficiente para o controle das lesdes. O tratamento tépico
minimiza os possiveis efeitos colaterais do tratamento em outros 6rgdos e na pele
ndo lesada. Nas formas moderadas (25%) a graves (10%), o tratamento local,
guando associado a fototerapia e/ou a terapia sistémica, propicia mais conforto ao
paciente e acelera a melhora. Em geral os produtos tépicos ceratoliticos, emolientes
ou umectantes deverdo ser sempre incluidos em qualquer programa terapéutico,
guer como coadjuvante, quer em alternancia, com os produtos ativos e nas fases

assintomaticas. (NPF- https://www.psoriasis.org/about-psoriasis).

No Brasil € preconizado como 12 linha de tratamento ativo para a psoriase o uso de
agentes topicos tais como: (CONSENSO, 2012; UVA et al., 2012):


https://www.psoriasis.org/about-psoriasis
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a) corticosteroides

Geralmente sdo utilizados os corticosterdides classificados como sendo de alta
poténcia como a betametasona dipropionato 0,05% e o furoato de mometasona
0,1% e/ou os de muito alta poténcia como o propionato de clobetasol 0,05%,
combinados ou ndo, com eficacia comprovada. (VAKIRLIS et al., 2008; FLEMING et
al., 2010; MASON et al., 2013; REICH; DAUDEN, 2014; HOUGEIR et al., 2015). Os
cuidados no uso e os efeitos adversos mais comuns sédo abordados por Hengge et
al. (2005) e Sanjay et al. (2012);

b) analogos da Vitamina D3 (Vit.D3)

O calcipotriol € um exemplo de metabdlito biologicamente ativo, andlogo da Vit.D3
com atividade antipsoriasica comparavel a corticosteroide tépico grau Il (furoato de
mometasona 0,1% e halcinonida 0,1%) ou comparavel a antralina, com a vantagem
de n&o ser atrofogénico, nem de induzir taquifilaxia.(CONSENSO, 2012; REICH,;
DAUDEN, 2014) . Os efeitos ndo classicos mais importantes que norteiam o0s
benéficos dos analogos da Vit.D3 na terapia para psoriase leve a moderada foram

revisados por Holick (2008) e Mostafa e colaboradores (2015);

c) derivados do antraceno

A antralina (cignolina ou ditranol) 0,1 a 1% de uso diério é utilizada no tratamento da
psoriase exercendo a sua acdo através de alteracBes na hiperproliferacéo,
gueratinizacdo e inflamacédo. Ela induz uma cascata de radicais livres na pele,
resultando em efeitos antiproliferativos e moduladores da inflamacé&o na psoriase. O
interrompimento do ATP via dano mitocondrial pode ser também um efeito adicional
antiproliferativo do ditranol. (VAN DE KERKHOF et al., 2008).

d) derivados macrolideos imunossupressores
O pimecrolimo (creme 1%) e o tacrolimo (pomada 0,03% e 0,1%) sé&o

imunossupressores macrolideos , inibidores da calcineurina fosfatase, que impedem

a ativacao de células T via inibicdo da desfosforilacdo de NFAT celular (fator nuclear
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de células T ativadas). (VAN DE KERKHOF et al., 2008). Estes farmacos possuem
efeitos discretos na psoriase, sendo indicados para formas localizadas na face, nas
dobras e semimucosas, por provocarem menos efeitos colaterais do que os

corticoides e analogos da Vit.D3.):

— Alcatrdo

Existem trés tipos importantes de alcatrées em uso dermatologico: o coaltar, o ictiol
e 0 6leo de cade. Usado isoladamente, o coaltar tem eficacia moderada na psoriase
em placa, todavia, quando associado aos raios UVB, potencializa a acdo destes, de
tal modo que podem ser utilizados na metade da dose eritematosa minima.
(CONSENSO, 2009-2012).

De odor desagradavel, o coaltar é um produto resultado da destilacdo de carvao,
contendo mais de 10 000 compostos ativos. E usado como opcéo alternativa na
psoriase em concentracdes variaveis de 1 a 5%, sob diferentes formas
farmacéuticas com destaque para os xampus que utilizam coaltar sob a forma de

liguor carbonis detergens ou LCD.

Segundo Devaux et al. (2012) em estudo de reviséo, a eficacia da terapia topica é
variavel com uma taxa de sucesso de tratamento entre 4% e 40,7% para a 0 uso de
analogos de vitamina D e entre 27,2% e 55,3% para a associacdo entre analogos de

vitamina D e esterdides topicos.

1.1.4.1.1 Novas abordagens terapéuticas de uso tépico

Com os avancos tecnolégicos de novos agentes antipsoriaticos topicos, o
desenvolvimento de formulagées com veiculos inovadores ou nanoparticulados e a
identificacdo de novos alvos terapéuticos, surge uma nova classe terapéutica, com
espectro de acdo diferente dos agentes tradicionais. (CHIRICOZZI et al., 2014).
Algumas destas tecnologias emergentes pertencem as seguintes classes
farmacoldgicas: (MENTER; GRIFFITHS, 2015).
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- Inibidores da Janus Kinase (JAK); inibidores da fosfodiesterase (PDE-4); inibidores
da cisteina protease; inibidores da migracdo linfocitica; antagonistas do “High

mobility group Box -1” (HMGB 1); e novos analogos da Vit.D3 e combinagdes.

As propostas de novos farmacos baseam-se ndo somente em inovagdo, mas
também em atributos cosméticos que contribuam na reversdo de um obstaculo
comum na psoriase que s&o os indices de ndo aderéncia aos tratamentos topicos.
(DEVAUX et al.,, 2012). Nos tratamentos sistémicos a ndo aderéncia alcangca uma

taxa de 40% entre os pacientes com psoriase severa. (ZSCHOCKEI et al., 2014).

1.1.4.2 Tratamentos sistémicos

Cerca de 25 a 35% dos individuos com psoriase tém formas moderadas ou graves,
nao controlaveis de modo satisfatorio por tratamentos topicos sozinhos, que
requerem a terapéutica sistémica através do uso de farmacos como os retinéides ou
derivados da vitamina A (acitretina e isotretinoina) , o Metotrexate (MTX) e as
Ciclosporinas (CaS) (CONSENSO, 2012):

a) derivados do acido retindico (RA)

A classe dos retindides ou derivados da vitamina A (retinol) no tratamento da
psoriase é representada pela isotretinoina (12 geracdo) e a acitretina (22 geracao).
(GOLLNICK; DUMMLER, 1997; WERNER, 2006). A acitretina € um retindide de 12
escolha aprovado como monoterapia para o tratamento (v.o0 25-50 mg/dia), eficaz da
psoriase pustulosa ou psoriase eritrodérmica, e com menos eficacia para os tipos de

psoriase em placas e gutata.

O uso da acitretina pode ser combinado com, calcipotrieno tépico, metotrexato oral
ou ciclosporina sendo que os resultados sdo melhores e os efeitos adversos séo
reduzidos gracas a possibilidade de uso de baixas doses da acitretina. Quando
combinado com fototerapia (UVB ou PUVA) os resultados sdo ainda melhores.
(TOSTI et al., 2009; BAILEY et al., 2012).
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Véarios papéis importantes na regulacdo do crescimento, na diferenciacdo e
apoptose de muitos tipos celulares sao atribuidos aos retindides embora com
mecanismos ainda nao totalmente conhecidos conforme pode ser lido em revisbes
bibliograficas.(MUCIDA et al., 2007; ELIAS; KM et al., 2008; NOLTING et al., 2009;
JEAN et al., 2011);

b) metotrexate (MT X)

as propriedades antiinflamatérias e imunomoduladoras do MTX ocorrem através dos
seus efeitos imunosupressores e antioxidantes; apoptoéticos; e redutores dos niveis
metabdlicos da proteina PPAR-Bd envolvido na patogénese da psoriase (MIHELLER
et al.,, 2013; DOGRA; MAHAJAN, 2013.) MTX é um farmaco de primeira linha, de
uso sistémico utilizado no tratamento de adultos com psoriase moderada a grave
acompanhada ou néo de lesdes articulares com atencao especial para os fatores de
risco do paciente que podem conduzir a graves efeitos adversos (nefro e
hepatoxicidade) e grande nimero de interacdes medicamentosas. (CARRASCOSA
et al., 2016);

c) ciclosporinas ou ciclosporina A (CsA)

oligopeptideo ciclico imunossupressor isolado dos esporos do fungo Tolypocladium
inflatum Gams que se liga a proteina ciclofilina do citoplasma linfocitico formando um
complexo inibidor da calcineurina que € importante na ativacdo de fatores de
transcricdo nuclear para a producdo de IL-2 e TNF-a; fundamentais na resposta
inflamatoria do tipo 1 (Th1 cytokines). (PATHIRANA et al., 2009; AMOR et al., 2010).

A vantagem principal frente aos outros imunossupressores citotoxicos € a nao
inducdo a mielossupresséo, algo importante nas doses utilizadas em dermatologia
(méaximo 5 mg/kg/dia). Sua indicacdo € para pacientes com formas mais resistentes
de psoriase, especialmente com o tipo em placas. O regime de tratamento e 0s
efeitos colaterais tipicos do farmaco (nefrotoxicidade e hipertensdo) sao revistos
com detalhes nos Guidelines de dermatologia (KELLY, 2000; RYAN et al., 2010;
CONSENSO, 2012).
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1.1.4.3 Fototerapia

A fototerapia € normalmente utilizada como tratamento para a psoriase moderada a
grave, sendo um recurso terapéutico muito eficaz quando usado sozinho ou

combinado com as terapias topicas e sistémicas.

A fototerapia consiste da incidéncia da radiacdo UVB (290-320nm) e a
fotoquimioterapia é associacdo do psoraleno (fotossensibilizante oral ou topico de

efeito antimitético) mais a radiacdo UVA (320-400nm).

O uso da luz UVA sozinha é pouco eficaz por isso a associacdo com psoralenos
(PUVA) antes da exposicdo a luz UVA. (BERTH-JONES, 2013).

A luz UV promove alteracdes imediatas como o dano na membrana e DNA celular, a
inducdo de fatores de transcricdo citoplasmética e a isomerizacdo do acido
urocanico. Este ultimo é considerado o “filtro solar” endégeno da pele e encontrado
predominantemente na camada cornea. Acredita-se que seja majoritariamente
derivado do catabolismo da filagrina que é rica em proteina rica em histidina.
Experimentos In Vivo e In Vitro mostam que quando incidido pela radiacdo UVB o
acido trans urocéanico é convertido em &cido cis- urocéanico que é um tipico ativador
de células Treg. (SCHWARZ, 2005; CARNEIRO; SUELI, 2007).

A luz UVB é também usada para a psoriase leve a moderada, utilizando-se banda
larga (270-350nm) ou uma banda estreita (311nm). A eficacia de ambos os tipos de
bandas oscila entre 50-70% dos pacientes, sendo equivalentes a uma melhora
aproximadamente igual a PASI 75 apés 4-6 semanas.

Embora a luz UVA traga resulados mais rapidos e por um tempo mais prolongado do
gue a UVB para o tratamento de psoriase, ela € mais cancerigena e causa mais
fotoenvelhecimento. (AYALA-FONTANEZ et al., 2016). O risco de desenvolvimento
de um céancer de pele para pacientes em tratamento com radiacdao UVB foi
mensurado em 2,5 a 7,5% maior do que a populacdo em geral sendo 0 mesmo risco

5x maior para pacientes submetidos a radicdo UVA. (DUARTE et al., 2006).
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1.1.4.4 Agentes biologicos

Nos ultimos trinta anos, as investigacfes tém sido focadas em agentes sistémicos
para o tratamento de psoriase moderada a severa, em particular, com a introducéo
de agentes bioldgicos ou “pequenas moléculas proteicas (CHIRICOZZI et al., 2014).
Tais agentes sao geralmente moléculas de natureza proteica, de tamanho molecular
relativamente grande (~150 Kda), semelhantes a proteinas animais ou humanas,
suscetiveis a digestdo, e por isso administradas por via parenteral (subcutanea,

intramuscular ou intravenosa) e nao oral.(ARRUDA, 2004).

No Brasil, apenas o adalimumabe, o infliximabe e o etanercepte (anti fator de
necrose tumoral) tém o uso aprovado para o tratamento da psoriase em placa e da
artrite psoriasica. O ustequinumabe (inibidor de interleucina IL-12/IL-23) esta
aprovado, até 0 momento, somente para o tratamento da psoriase em placa. Para
obter a aprovacdo da FDA no tratamento da psoriase, um agente biolégico deve
diminuir o PASI em 75% em ensaios clinicos, no entanto muitos pacientes na pratica
podem ganhar o beneficio clinicamente significativo do tratamento biolégico, sem
alcancar este grau de melhora PASI. (CONSENSO, 2012).

Os agentes biologicos utilizados no tratamento da psoriase foram desenhados para

agir segundo quatro diferentes estratégias:

- Estratégia I: Deplegao das células T e seus subtipos decorrentes da diferenciacéo;
- Estratégia Il: Bloquear a ativacao das células T e/ou sua migracao até o tecido;
- Estratégia lll: Desvio imune das células T e modificagc&o do equilibrio Th1/Th2;

- Estratégia IV: Bloqueio das citocinas inflamatdrias, entre elas o TNFa e a IL12/23.

J4 as proteinas de fusdo atuam tanto no bloqueio da ativacdo linfocitaria

(alefacepte), quanto no bloqueio de citocinas como o TNF-a soluvel (etanercepte).

Os anticorpos monoclonais podem ligar-se tanto a citocinas (infliximabe,
adalimumabe, ustequinumabe) quanto a receptores da superficie de células
(efalizumabe). Este ultimo foi retirado do mercado por ter sido associado a um
potencial risco de desenvolvimento de leucoencefalopatia multifocal progressiva.
(DIAMANTINO; FERREIRA, 2011).
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Os agentes biologicos em geral apresentam como principais desvantagens, o alto
custo, a imunossupressdo (trombocitopenia, anemia (aplastica), leucopenia
(neutropenia, e pancitopenia) e a necessidade de serem infundidos via subcutanea
(reacBes no local da injecéo). (BERTH-JONES, 2013).

As contra-indicagdes absolutas comuns ao infliximabe ,etanercept e adalimumab séo
as infeccdes ativas (tipo tuberculose), hepatite crénica ativa B, a insuficiéncia
cardiaca congestiva (NYHA classe Il ou V). Como recomendacdo geral antes na
administracdo de qualquer um destes farmacos bioldgicos, deve—-se fazer os
controles laboratorias padrdo, além de alguns exames adicionais especificos para
cada tratamento abordados em revisdo por Parthirana (2009).

Informacdes adicionais sobre os principais agentes bioldgicos usados no tratamento
da psoriase no Brasil foram resumidamente colocadas no anexo VI deste trabalho.
A tabela 1 mostra um ranking de eficahcia comparativa entre monoterapias

antipsoriasicas publicadas recentemente por Boehncke e Schon (2015).

Apesar dos agentes biologicos serem muito eficazes na maioria dos doentes, néo o
sdo universalmente, existindo uma percentagem de casos de perda ou auséncia de
resposta. Assim, a necessidade de terapéuticas ainda mais eficazes e seguras,
preferencialmente associadas a um esquema posolégico conveniente e de
monitorizacdo simples, representam a forca motriz que conduz a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. (DIAMANTINO; FERREIRA, 2011).

1.1.5 Alternativas terapéuticas em medicina complementar

Estudos demonstram que por conta do curso cronico e recalcitrante da doencga,
pacientes psoriasicos, frequentemente, buscam medidas alternativas ou
complementares ao tratamento médico instituido, chegando até 69% o numero de
pacientes que utilizam medidas terapéuticas tais como dietas, suplementos

alimentares e o uso de ervas medicinais.(CONSENSO, 2012).

Existe um amplo espectro de op¢cdes de tratamentos chamados alternativos e /ou
complementares para a psoriase, que inclui o uso da vitamina D padrdo, 6leo de

peixe, inositol, zinco, selénio, Aloe vera, extratos da planta medicinal neem
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(Azadirachta indica, ou lilas indiano), vitamina B12, Mahonia aquifolium (Uva do
Oregon), Oleum horwathiensis (Psoricur®), acupuntura, oxigénio terapia, banhos
termais, medicina chinesa, entre outros tratamentos. (LASSUS; FORSSTROM,
1991; ZHANG,; GU, 2007; BUTLER et al., 2009; SMITH et al., 2009; MORELLI et al.,
2010; KOPEL et al., 2013; RAHMAN et al, 2013; LANDIS et al., 2014;
KESEROGLU; GONUL M, 2014).

Guidelines nacionais e internacionais (CONSENSO, 2012; NICE, 2014,
respectivamente) concordam que ha uma escassez de estudos controlados e
randomizados que demonstrem evidéncias cientificas definitivas que respaldem as

condutas terapéuticas ditas complementares ou alternativas.

Tabela 1: Comparacéo de eficacia entre terapias anti psoriasicas segundo Boehncke WH e Schén
MP (2015).
Fonte: Boehnck e Schén, (2015)

Terapia adotada | *Eficacia | Nivel de Comentario
evidéncia
Acitretina 15% 2 Evite em mulheres jovens; ndo é recomendado
como monoterapia de baixa dosagem
**|nibidores de 30% 2/3 Reservados para locais tais como areas de rosto e
calcineurina intertriginosas
Apremilast 30% 1 Farmaco oral inovador, eficaz também na artrite
psoriatica
Ciclosporina 45% 1 Muitas vezes usado s6 por alguns meses devido a
nefrotoxicidade
**Analogos da 45% 1 Tratamento tépico de longo prazo com maior perfil
Vitamina D3 de seguranca
Esteres do acido 50% 2 Forma oral disponivel apenas na Alemanha
fumarico
Metotrexate 50% 2 Eficaz também na artrite psoriatica
Etanercepte 50% 1 Considerado adequado também para uso
intermitente
**Glicocorticides 60% 1 Causa atrofia da pele se usado a longo prazo
Exposi¢do a luz UV.B 70% 2 Tratamento mais demorado; dose cumulativa pode
causar efeitos adversos
Adalimumabe 70% 1 Agente biolégico mais usado para esta indicagcdo
Ustequinumabe 70% 1 Apenas quatro inje¢cdes/ano durante o tratamento de
longo prazo
Infliximabe 80% 1 Inicio de acdo muito rapido; recomendada para a
psoriase pustulosa generalizada (“off-label”)
Secuquinumabe 80% 1 Pacientes alcangam muitas vezes a eliminagéo
completa das lesbes de pele
Psoraleno + 90% 2 Tratamento demorado; dose cumulativa pode causar
exposicao a luz UV A efeitos adversos (incluindo neoplasias)

* Proporgédo estimada de pacientes que alcangcaram pelo menos uma reducdo de 75% na
sua pontuagéo na escala PASI da linha de base ao fim da terapia de curto prazo.
** Terapia tOpica que, como monoterapia, mostra-se eficaz p/ tratar apenas a psoriase leve.
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1.2 Aloe vera

1.2.1 Aloe vera no Sistema Unico de Satde (SUS): Fitoterapia como medicina

complementar

Em 1978, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu oficialmente o uso
de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de
diagnostico e recomendou a difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para o
seu uso. De acordo com a Orgao a percentagem da populacdo que usou alguma vez
na vida a medicina alternativa ou complementar (TM ou CAM) equivale a 48% na
Australia, 70% no Canada, 42% nos EUA, 38% na Bélgica, 75% na Franca e 90% na
Alemanha. Na Africa até 80% da populago utiliza a medicina tradicional (TM) para
ajudar a atender suas necessidades de salde. Na Asia e na América Latina, as
populagdes continuam a usar TM como resultado de circunstancias historicas e
crencas culturais. Na China, a TM é responsavel por cerca de 40% de todos os
cuidados de saude prestado ou tratamento de doencas fisicas e mentais. (OMS
2002-2005).

Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de novos processos
biotecnoldgicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados séo
originarios de plantas, obtidos a partir de cerca de 90 espécies vegetais. (CALIXTO,
2000). Ao analisar o indice de novas entidades quimicas (NCE) em estudo para uso
farmacéutico constata-se que o0s produtos naturais ainda contribuem ou estao
envolvidos de alguma forma em aproximadamente 50% de todas as novas
moléculas testadas para o cancer entre os anos 1981-2014. (DIAS, 2012;
NEWMAN; CRAGG, 2016).

No Brasil, somente 20% da populacdo € responsavel por 63% do consumo dos
medicamentos disponiveis; os 80% restantes da populacdo encontra nos produtos
de origem natural, especialmente as plantas medicinais, a Unica fonte de recurso
terapéutico de acesso mais facil. Essa alternativa é utilizada tanto dentro de um
contexto cultural, na medicina popular, quanto na forma de fitoterapicos.
(HOSTETTMANN et al., 2003).

A partir da Portaria 971 de 3 de Maio de 2006 foi aprovada no Brasil, a Politica

Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
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Saude (SUS), ja como reflexo da estratégia de incentivo a fitoterapia pela OMS. No
mesmo ano, foi decretada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
gue veio incorporar principios ativos vegetais com evidéncias cientificas ao arsenal
terapéutico da Relagcdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) do SUS.
(BRASIL, 2006a-c; BRASIL, 2012; BRASIL, 2015).

Em estudo realizado na Rede Publica de Saude (SUS) do Estado de Sdo Paulo em
2003, a Aloe vera (Aloe vera L. ou “babosa”) foi identificada como uma, dentre as
trés plantas mais utilizadas pela populacéo, seguida pelo guaco (Mikania glomerata
Sprengel) e caléndula (Calendula officinalis L.). Sua indicacdo de uso principal

refere-se ao efeito cicatrizante de feridas. (OLIVEIRA et al., 2006).

Outros levantamentos realizados sobre o uso de plantas medicinais ao longo dos
anos em diferentes estados do Brasil, também identificaram, no d&mbito do SUS, a
babosa na lista das plantas mais utilizadas na area dermatolégica pela populacao.
(PEREIRA et al., 2005; ALVES et al., 2011; CHAVES; DOUGLAS, 2012; LOPES et
al., 2015).

1.2.2 Etnobotanica e descricao geral da Aloe vera

Aloe vera barbadensis L (sinbnimo Aloe barbadensis Miller ou Aloe de Curacao;
familia: Liliaceae) é um arbusto perene, xerdfila, heliéfita, originaria de regides secas
da Africa, Asia e Europa do Sul, especialmente nas regides mediterraneas. (LOPEZ
et al.,, 2013; PAL et al., 2013). Possui folhas verdes suculentas unidas pelo tronco
em um padrao de roseta, reunidas em até 20 unidades. Seu uso terapéutico milenar
e tradicional em vérias culturas no mundo, remonta o ano de 1.500 a.C. no papiro
egipcio de Ebers onde sao detalhados mais de 12 medicamentos com base na Aloe
vera. (COASTS; AHOLA, 2010; PAL et al.,, 2013). Embora existam mais de 300
espécies do género Aloe no mundo, somente quatro (andongensis, arborescens,
barbadensis e ferox) apresentam propriedades medicinais e / ou algum outro
interesse econdmico sendo a Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) a espécie de maior
interesse comercial na area cosmética, medicinal e nutricional. (COSMETIC
INGREDIENT REVIEW, 2007; CHINCHILLA et al., 2013).

A anatomia da folha mostra duas fragGes principais da folha da Aloe barbadensis

Miller:: o parénquima clorofiliano (20-30% peso seco), caracterizado pela presenca
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do latex de cor amarela, composto sobretudo por antraquinonas; e 0 parénquima
de reserva (65-80% peso seco), constituido pelo gel transparente mucilaginoso
derivado do parénquima foliar, composto sobretudo por agua e
polissacarideos.(FEMENIA et al., 1999; GONCALVES; VANESSA, 2008).

Tecnicamente, o termo “polpa” ou “parénquima tissular’ refere-se a parte interna
carnosa, intacta da folha incluindo as paredes celulares e organelas enquanto o “gel’
ou “mucilagem” refere-se ao liquido viscoso transparente que apos extruséo
equivale a 70% (p/p) do parénquima tissular. Logo, ha trés componentes estruturais
na polpa de Aloe vera: (a) parede celular; (b) organelas degeneradas; (c) liquido
viscoso contido dentro das células. (figura 3) Demonstrou-se que cada um desses
componentes internos da folha s&o distintos uns dos outros em termos morfolégicos
e em relagdo a composi¢cédo de agucares, principalmente manose e glicose.(Ni Y et
al, 2004). A polpa crua da Aloe vera (chamado “filete”) contém aproximadamente
98,5% de agua enquanto a mucilagem ou gel consiste de 99,5% de agua com pH
préximo de 4,5. O percentual de 0,5 — 1,0 % restante € composto por matéria solida
incluindo uma variedade de compostos hidrossoluveis, vitaminas lipossolluveis,
minerais, enzimas, polissacarideos, compostos fendlicos e acidos organicos.
(HAMMAN, 2008; SHARRIF MOGHADDASI et al., 2011).
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Figura 3:. Componentes estruturais na polpa de Aloe vera (a) Representacdo esquematica da
estrutura da polpa da Aloe vera, os trés diferentes componentes e respectivos acucares.(b) Analise
microscopica do corte de uma secc¢do transversal de folha da Aloe barbadensis Miller em
microscépio Olympus em objetiva de 20X, evidenciando a cuticula e epiderme, parénquima
clorofiliano, tubulos periciclicos e parénquima de reserva.
Fonte: (a) Hamman, 2008 ; (b) Goncalves; Vanessa, 2008;
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1.2.3 Fitoquimica: principais constituintes da espécie Aloe vera

Muitos compostos com estruturas diferentes tém sido isoladas tanto a partir do
parénquima tissular central das folhas da Aloe vera como do exsudado resultante
das células adjacentes aos feixes vasculares. O exsudado amarelo amargo contém
derivados dihidroxiantraquinbnicos e seus glicosideos, que sao usados
principalmente por seus efeitos catarticos. Ja o parénquima tissular central ou polpa
contém, em maior concentracdo, diferentes carboidratos (polissacarideos) e menor
concentracéo estdo presentes as enzimas (carboxipeptidases, glutationa peroxidase,
superdxido dismutase), amino acidos (arginina, asparagina, acido glutamico, acido
aspartico e serina), vitaminas A, C, E, do complexo B, saponinas, ligninas, acido
salicilico ,esteroides precursores de prostaglandinas (acido gama linolénico ou GLA),
fitoesterdis e oligoelementos tipo calcio,fésforo, manganés,potassio, magneésio,
zinco. Os compostos ativos majoritarios presentes no parénquima de reserva sao 0s
polissacarideos: glucomannan e acemannan. (HAMMAN; JH, 2008; SHARRIF
MOGHADDASI et al., 2011).

A proporcao presente entre manose e glicose € de 1:1,3 sendo que glicose existe
mais na forma livre (Glucomannan) e manose na forma polimerizada. (Acemanana

ou Acemannan ou Carrysina®).(AHP, 2012).

No gel do parénquima de reserva ou filete encontra-se a manose (83,7% — 92,1%)
como principal componente de um polissacarideo de armazenamento conhecido
como Acemannan (ACM) com 80 — 130 KDa. Este, além de ser o mais importante
constituinte bioativo do Aloe vera, representa a maior fracdo da porc¢ao carboidrato
do gel extraido do parénquima de reserva. O acemannan apresenta duas
caracteristicas: 1%) S&o, na sua maioria, compostos por um “esqueleto” estrutural de
residuos polimerizados de manose com um pequeno percentual de glicose
conectado por ligacdes glicosidicas do tipo B-(1,4); 2%) Sé&o residuos polimerizados
de manose acetilados na segunda (O-2), terceira (O-3) ou sexta (O-6) posicdo dos
atomos de oxigénio, com uma taxa média de acetilacdo de + 0,78 por residuo de

manose. (Figura 4).
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Figura 4. Parénquima de reserva e acemannan. (a).Imagem das células do parénquima tissular do gel
de Aloe vera. Os pequenos granulos anexados a superficie interna das paredes celulares podem conter
polissacarideos bioativos de Acemannan. (b) estrutra proposta do polisacarideo acetilado (acemannan).
Fonte: Femenia et al 1999.: AHF. 2012

Em menores concentragcfes, encontram-se ainda os polissacarideos derivados da
glicose (Glucomanana) em teor equivalente a 3,2% - 3,9% , da galactose
(Galactomanana) igual a 3,8% - 3,9% e da arabinose (Arabinana) com valores de

0,9% a 3,6% (AHP, 2012).

s

Outra importante classe de polissacarideos € composta pelos maloyl glicans
(carboidratos acetilados do acido malico) denominados veracilglucans A (296 Da), B
(458 Da, pH 3,8) e C (1570 Da, pH 4,7) que tem sido investigados em relacdo a suas
propriedades imunomoduladoras. (ESUA et al., 2006; KUSTER et al., 2015). Ainda
guanto as atividades imunomoduladoras, a aloerida (PM 4000 — 7000 KDa) é outro
polissacarideo encontrado em pequenas por¢cdes (0,015% p/p) no extrato
mucilaginoso de Aloe vera. Aloerida possui fragdes glicosidicas contendo glicose
(37,2%), galactose (23,9%), manose (19,5%) e arabinose (10,3%). O composto
induziu a expressdo de mRNA codificador de IL-18 € TNF—a a niveis semelhantes
aos observados em células maximamente ativadas por LPS; além disso, demonstrou
em ensaios In Vitro a inducdo de modo marcante de células monociticas humanas
do tipo THP-1. (QIU et al., 2000; PUGH et al., 2001).

O parénquima clorofiliano, também chamado de revestimento foliar (“leaf lining”) é
composto pela seiva, resina ou latex que tem como principais constituintes quimicos
os glicosideos de antraquinonas (aloina, aloe-emodina), antronas (barbaloina é uma
mistura de aloina A e B, responsavel por 10-25% p/p do exudato) e cromonas

(Aloeresina A e B ou Aloesina). A retirada pré-comercializacdo dos compostos
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fendlicos do extrato mucilaginoso via filtragao (“decolorization”) € compulséria para
certificacdo de qualidade. (AHP, 2012; SEHGAL et al., 2013).

De acordo com as revisbes bibliograficas consultadas, existem cerca de 75
fitocompostos como representantes principais dos componentes bioativos ja
identificados na planta Aloe vera barbadensis. (SHARRIF et al., 2011; AHP, 2012;
CHINCHILLA et al., 2013; PAL et al., 2013).

1.2.4 Bioatividade e aplicacfes clinicas na psoriase

H& inimeros fitocompostos na Aloe vera com potencial terapéutico indicado para
varias condicdes de saude. Os polissacarideos, principalmente o acemannan,
destacam-se por possuirem mais relatos em literatura do que os demais
constituientes. (COSMETIC INGREDIENT REVIEW, 2007; REUTER et al., 2008;
ATIBA et al., 2011; CHINCHILLA et al., 2013; GULLON et al., 2015; RADHA et al.,
2015). A tabela 2 apresenta uma série de atividades biologicas e seus respectivos
potenciais mecanismos de acdo resumidos, ja observados em estudos com o0s
extratos de Aloe vera In Vitro e In Vivo. (adaptado de COW SERT, 2010).

Tabela 2:. Principais efeitos bioldgicos dos componentes ativos constituintes dos extratos mucilaginosos
e foliares da espécie aloe. Os estudos selecionados séo principalmente focados nos efeitos da fracédo
polissacaridica. Os estudos realizados com fragBes antraquinonicas (aloe emodina e emodina) estdo
marcados com dois asteriscos (**).. Legenda: (m) murino; (c) coelho; (h) human; (Ivt) In Vitro; (CTI)
Clinical Trial Phase I; (CTII) Clinical Trial Phase IlI; (RCT) Randomized Clinical Trial Fonte: elaborada
pelo autor.

ATIVIDADE MECANISMO DE REFERENCIAS
BIOLOGICA ACAO PROPOSTO

Tizard et al, 1994 (m); Zhang L. et al,1996
Estimula o fibroblasto e a (m); Davis RH et al, 1994(a) (m);
formacéo do tecido conectivo Somboonwong J et al, 2000 (m); Choi S et
al., 2001 (m/lvt); Moghbel A et al, 2007
(h); Jia Y. et al, 2008 (m/r) ;
) Jettanacheawchankit S. et al, 2009 (m/Ivt);
Estlm_ula O processo Jittapiromsak N. et al, 2010 (m/Ivt) ;Atiba A
reparatorio € o crescimento o al, 2011 (m); Shahzad MN, Ahmed N
celular epitelial ,2013 (h); Boonyagul S. et al, 2014 (m/Ivt);
Oryan A. et al, 2014(m); Xing W. et al,

2015 (m/lvt)

CICATRIZACAO
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INFLAMACAO

Blogueia a producédo de
bradicinina e histamina

Inibe a dor aguda por vias
periféricas

Inibe a formacéao de
eicosanoides;
Inibe a producéo de citocinas
IL-8, TNF, IL-6 and IL-1[3.

Inibe a filtracdo de leucécitos
PMN

**Potente inibidor da ativacao
de NF-kappa B e expresséao
de moléculas de adesao

Diminui os niveis de
expressao de mRNA de
iINOS, nNOS e MMP-9

Yagi A et al, 1982 (c); **Kumar A et
al,1998 Davis RH et al, 1994(b) (m);
Vazquez B et al, 1996 (m); Davis RH et al,
1989 (m); 1998 (Ivt); Lindsey K.L. et al,
2002 (Ivt);

Langmead L et al, 2004 (Ivt); Duansak D.et
al, 2003 (m); Bautista-Pérez R et al 2004
(Ivt); Prabjone R. et al, 2006 (m); Reuter
J.et al, 2008 (h); Park, C.et al , 2011 (m);
Egesie UG et al, 2011 (m); Devaraj A. and
Karpagam T, 2011 (m); Vijayalakshmi D. et
al, 2012 (Ivt); Rathor N. et al, 2012 (m);
Budai M.M et al, 2013 (Ivt); Tabandeh
M.R. et al, 2014 (m);

ANTIBACTERIANO

Inibicdo do crescimento de
patégenos de varias espécies

Revisado por Pal S. et al , (2013)

DIABETES

Interfere na sintese e
liberacao de insulina, reduz
0s niveis plasmaticos de
glicose (jejum e nao jejum) e
contribui para reversao do pé
diabético; proteje as células
beta do pancreas

Yongchaiyudha S. et al, 1996 (h) CTI;
Bunyapraphatsara N et al, 1996 (h) CTII;
Okyar A et al, 2001 (m); Yagi A. Et al.,
2009 (h); Kim K, Kim H et al., 2009 (m);
Devaraj S. et al., 2013 (h); Choi HC. et al.,
2013 (h) RCT; Daburkar M. et al, 2014
(m); Choudhary M et al., 2014 (h);
**Alshatwi A.A. et al., 2016 (Ivt)

IMUNOMODULADOR

Ativa a via alternativa do
sistema complemento;
Estimula o No.e a atividade
dos macréfagos;
Estimula os macréfagos a
produzirem NO e citocinas;
Reduzem a ativacao e
proliferacdo de células T.

Qiu Z. et al, 2000 (m/Ivt); Pugh N.et al,

2001 (Ivt); Lee JK et al, 2001 (Ivt); Im SA
et al, 2005 (Ivt); Liu C. et al, 2006 (m/Ivt);
Yu ZH et al, 2009 (m); Toliopoulos | et al.,
2012 (h/lvt); Ahluwalia B.et al, 2016 (Ivt);

CANCER

Atividade antiproliferativa,
anti migratéria , anti
angiogénica ou indutora de
apoptose, frente a diferentes
linhagens celulares do
cancer humano de célon
(WiDr, SW620, HCT15),
estbmago (MGC-803, SGC-
7901, MKN-45), bexiga (T24),
lingua (SCC-4), préstata
(LRP-1), faringe (FaDu),
figado (Hep3B), pulméo
(A549), ossos (MG-63) ,
mama (MCF-7 , MDA-MB-
453), cérebro (IMR-32, TGW,
CHP-126 e NBL-S) e pele
(A375, M14 and SK-MEL110)

** Lin J.G. et al, 2006 (Ivt); **Guo et al.,
2008 (Ivt); **Lin S.Y. et al, 2009 (Ivt);

**Lin M.L. et al, 2011 (lvt); **Suboj P. et al,
2012 (lvt); **Pan Q. et al., 2013 (lvt);
**Huang P.H. et al, 2013 (Ivt), **Masaldan
S, lyer VV, 2014 (Ivt); Yonehara A. et al,
2015 (Ivt); ** Tabolacci C. et al, 2015 (Ivt);
** Chihara T. et al, 2015 (Ivt); **Chen Q.et
al, 2016 (Ivt);

Singab AN.B.et al, 2015 (Revis&o)
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Existem outras funcdes biologicas dos extratos de Aloe vera e / ou seus

componentes que sao foco de pesquisas antigas e atuais tais como:

e Potencializagédo na biodisponibilidade e absorcdo de drogas, vitaminas e
produtos trandérmicos ou sistémicos com fins terapéuticos e / ou
nutricionais, etc. (HAMMAN, 2008; BENEKE et al., 2012; XAVIER et al.,
2013; RANADE et al., 2014; SILVA et al., 2014);

e Agente terapéutico para o Mal de Alzheimer; (PARIHAR et al.,2004;
LEWIS etal., 2013; CLEMENTI M et al., 2015);

e Efeitos biologicos dos extratos de Aloe aplicados combinados e / ou
monoterapia no tratamento das infec¢des por HIV (OLATUNYA O.S. et al
2012), epilepsia (RATHOR et al., 2014), hiperlipidemias (DHINGRA et al.,
2014) e hepatoprotecdo (KUMAR et al., 2013).

Em relacdo a miriade de sintomas elicitados na psoriase, Boca et al. (2014) em
recente revisdo, elaboraram uma lista de compostos ativos da Aloe vera cujo

beneficio terapéutico relaciona-se a alguma melhoria do quadro clinico da doenca.

Na area de estudos clinicos, Pal et al. (2013) e Singab et al. (2015) em revisdo de
literatura relatam inGmeras investigacfes utilizando produtos de uso tépico e
sistémico, a base de extratos ou derivados de Aloe, aplicados a diferentes estados

patolégicos, incluindo a psoriase.
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1.3 Sistema chemerina e seus receptores

1.3.1 Nomenclatura, conceito e distribuicao

Estudos realizados por Nagpal e cols quanto a base molecular da acdo dos
retindides em doencas da pele tais como a psoriase e o cancer culminaram com a
descoberta da proteina chemerina que foi inicialmente chamada de gene 2 induzido
por tazaroteno (TIG-2) ou &cido retindico respondedor do receptor 2 (RARRES-2),
um gene de codificacdo da proteina localizada no locus cromossomial 7936.1.
(NAGPAL et al., 1997;

TIG-2 foi encontrado mais tarde como sendo uma proteina envolvida na manutencao
da fisiologia normal da pele e / ou em processos inflamatérios além do seu papel no
metabolismo 0sseo, adipogénico e na diferenciagcdo de adipocitos. (MEDER et al.,
2003; WITTAMER et al., 2003; GORALSKI et al., 2007;. BOZAOGLU et al., 2007).

Wittamer et al (2003), criou 0 nome chemerina depois de determinar o seu valor
como ligando para um receptor 6rfdo transmembranar humano de sete passagens
acoplado a proteina G expresso em macréfagos e células dendriticas (DC) imaturas
chamado ChemR23 ou receptor 1 tipo quimiocina (CMKLR1; DEZ para o rato).
Desde entdo CMKLR1 tem demonstrado ser o Unico receptor totalmente functional
para chemerina.(ZHOU et al., 2014).

Estruturalmente, a chemerina € distinta das quimiocinas com motivos CXC e CC
com base em suas sequéncias primarias de aminoacidos. Por outro lado, a
chemerina funciona como uma quimiocina e induz a migracdo de leucocitos e a
mobilizagdo de célcio intracelular. Em termos de mecanismo de regulagcdo da sua
atividade biolégica, a chemerina € semelhante a certo nimero de quimiocinas
(p.ex.:.CXCL-9,-10,-11) que sofrem processamento proteolitico, resultando tanto em
uma perda ou ganho de capacidade de ligacdo aos seus receptores, em

comparagao com aos seus precursores. (DU; LEUNG, 2009).

Chemerina é considerada uma proteina multifuncional de ampla distribuicdo que,
guando secretada, participa de modo autocrino, paracrino ou endocrino, na
guimiotaxia e na migracdo de células imunitarias; na defesa antimicrobiana

constitutiva da pele; na adipogénese; reproducao; osteoblastogénese; angiogénese;
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miogénese; e na homeostase glicémica. (KULIG et al.,, 2011; BANAS et al., 2013;
LEI LI et al., 2014; ZABEL et al.,, 2014). A mensagem originada da secrecao de
chemerina é regulada por agonistas de receptores nucleares (RAR B/y, RAR B, VDR,
DEX, FXR, PPARy, SREBP2), proteinas (e.g.,insulina, leptina, adiponectina) e
intermediarios sinalizadores do metabolismo (e.g.,acidos graxos livres, glicose,
lactato, succinato e acetil CoA) além das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, I1L-1p,
IFNYy). Ap6s sua traducdo, a chemerina é secretada como uma pro-proteina inativa

(prochemerina’®®®

) e a sua secrecdo pode ser regulada conforme o tipo de célula e o
microambiente tecidual no qual ela esta inserida. (SYEDA et al., 2014; ZABEL et al.,

2014; HAAS et al., 2016).

7

No tecido epitelial, por exemplo a chemerina é abundante e estrategicamente
localizada na porcdo epidérmica humana saudavel, pois prové uma protecdo de

barreira antimicrobiana ao hospedeiro. (BANAS et al., 2013).

A tabela 3 mostra a distribuicdo geral da chemerina em diferentes tecidos, suas
concentracfes aproximadas esperadas (linhagens humanas sadias e cancerigenas)

e 0s respectivos métodos analiticos.

Tabela 3: Distribuicdo da chemerina em diferentes tecidos e suas concentracdes aproximadas
segundos os estudos referenciados. Legenda: Métodos analiticos (a) g-RTPCR (b) WB; (c) NB; (d)
IHC; (e) hibridizacao In situ; (f) ELISA; (g) Diversos; (h) Dot blot RNA array. (*) A secrecdo de
chemerina por queratindcitos foi bem sucedida quando estas células foram cultivadas com
fibroblastos formando uma estrutura 3D como observado em secdes de pele.(Nagpal et al.,1997).
(**) Tecido adipose branco, omental e localizacdo sub cutanea ; (***) tecido adiposo marrom.
Fonte: elaborada pelo autor

Tecido Pro/ Referéncias Bibliograficas
Chemerina
Glandula pituitaria +4++ Wittamer, V.et al, 2003 (a); Zabel, B.A et al, 2005a(h)
Epidermis Saudavel +++ Nagpal, S. et al,1997 (e); Albanesi C.et al, 2009 (d); Nakajima H.et al,2010 (d); Gonzalvo-
Pele Psoriatica + Feo S.et al, 2014 (a,f)
Dermis Saudavel + Nagpal, S. et al,1997 (e); Albanesi C.et al, 2009 (d); Gonzalvo-Feo S.et al, 2014 (a,f)
Psoriatica +++
Timo + Zabel, B.A etal, 2005a (a)
Pulmao ++ Wittamer, V.et al, 2003 (a); Zhao Shen et al,2011 (d), Pachynski et al ,2012 (a)
Figado +++ Nagpal, S. et al,1997 (c); Wittamer, V.et al, 2003 (a), Lin W.et al,2011 (a,d), van Poppel
M.N.M.et al,2014 (a), Chamberland J.P.et al,2013 (a)
Baco + Nagpal, S. et al,1997 (c), van Poppel M.N.M.et al,2014 (a)
Pancreas ++ Nagpal, S. et al,1997(c), Chamberland J.P.et al,2013(a); Zabel, B.A et al, 2005a (h)
Intestino delgado + Nagpal, S. et al,1997(c), Maheshwari A.et al,2009 (a,d)
Cdlon + Nagpal, S. et al,1997(c), Lin Y.et al,2014 (a), Pachynski et al ,2012 (a), Zabel, B.A et al,
2005a (h)
WAT (**) +++ Wittamer, V.et al, 2003 (a); Goralski, K.B.et al,2007 (a) Barker G.et al,2012 (a,f); Banas
M.et al, 2015 (a,f)
BAT (***) ++ Wittamer, V.et al, 2003(a);

Rins +++ De Palma G.et al,2011 (a,d), van Poppel M.N.M.et al,2014 (a)
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Continuacao tabela 3...

Testiculos + Wittamer, V.et al, 2003 (a), Chamberland J.P.et al,2013(a)

Proéstata + Nagpal, S. et al,1997(c), Williams K .,2014 (g), Pachynski et al ,2012(a)

Ovirio +++ Nagpal, S. et al,1997(c), Wittamer, V.et al, 2003(a) , Wang Q.et al, 2012 (g) , Chamberland
J.P.et al,2013 (a), Yamawaki H.et al,2012 (a,f,g)

Placenta +4++ Carlino C.et al,2012 (a,f), van Poppel M.N.M.et al,2014 (a), Barker G.et al,2012 (a,f)

As entidades celulares capazes de secretar a chemerina constitutivamente ou via
inducao por estimulos externos tipo IL-1B; calcitriol, &cido all trans retindico (ATRA),
LPS, dentre outros s&@o os queratindcitos, fibroblastos, adipocitos, condrocitos,
mastdcitos, as células endoteliais e as plaquetas. (NAGPAL et al., 1997 ; VERMI et
al., 2005; KULIG et al., 2007; GORALSKI et al., 2007; KRALISCH et al., 2009;
ALBANESI et al., 2009; BERG et al., 2010; CONDE et al., 2011; GONZALVO-FEO
et al., 2014; BANAS et al., 2015).

A compreensdo do mecanismo funcional das chemerinas € considerada complexa
por causa de suas varias isoformas, sua expressao e ativacao especifica nos tecidos
através de varias cisteina proteases e serina proteases provenientes da inflamacao,
coagulacdo e da cascata fibrinolitica que, em Ultima andlise, sdo responsaveis pelo
equilibrio entre as formas ativas e inativas de chemerina. (SYEDA; FATIMA et al.,
2014; BONDUE et al., 2011).

1.3.2 Isoformas

A pré prochemerina humana, uma proteina inativa 163 aminoacidos com uma
sequéncia de sinal N-terminal de 20 aminoAcidos é precusora da prochemerina 2*
1635 'uma proteina de atividade bioldgica baixa, ou quase nula, (EC50> 400 nM para
ChemR23), de 143 aminoacidos (16KDa), com distribuicdo plasmatica ubiqua e
encontrada em concentracdo de 6-12 nM em condi¢des basais em muitos tecidos
humanos. Esta proteina representa 80% da chemerina total em um homem sadio.
Suspeita-se que o figado e o tecido adiposo branco sejam os principais produtores
da prochemerina. (BONDUE et al., 2011; ZHAO et al., 2011). A partir de estimulos
locais, a prochemerina?®*%%® ¢ submetida a uma sequéncia de cortes enzimaticos no
dominio C-terminal envolvendo serina proteases extracelulares relacionadas a
coagulacao (trombina, os fatores XII-A e VII-A), fibrindlise (plasmina, a uPA, tPA), e

inflamacéo (a elastase, catepsina G , triptase) ou cisteina proteases relacionadas ao
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recrutamento de células apresentadoras de antigenos (catepsina K e L).
(WITTAMER et al., 2005; KULIG et al., 2011). Apoés os cortes, os fragmentos da
chemerina e / ou suas isoformas com baixo peso molecular e diferentes perfis de
bioatividade ficam imediatamente disponiveis para lancar sua a¢cdo quimioatratora
no microambiente celular. (ZABEL, 2006) Aparentemente as chemerinas existem em
guantidades inativas escassas em condi¢cOes basais (3 - 4,4 nM), embora tenha sido
também relatado que a proteina pode ser armazenada em granulos de plaquetas de
uma forma parcialmente ativada (SYEDA et.al., 2014; ZABEL, 2006; DU et al.,
2009).

Originalmente é atribuido a chemerina um efeito quimioatrativo potente que levou
muitos estudos a classificar chemerina®™’ e a chemerina®® como as isoformas de
atividade mais elevadas, enquanto chemerina®®, chemerina®™®, chemerina™* e

chemerina®®?

(este ultimo fragmento com fungdes desconhecidas) como isoformas
de baixa ou nenhuma atividade (WITTAMER et AL., 2004; ZABEL et al., 2005;
KULIG et al.,, 2007; DU; LEUNG, 2009; YAMAGUCHI et al., 2011; ZHAO et AL.,

2011).

Estes achados reforcaram e corroboraram com outros estudos onde a bioatividade
das isoformas ndo esta estritamente interligada com o peso molecular do residuo,
mas principalmente relacionadas com o microambiente fisiolégico das clivagens
celulares como foi 0 caso da chemerina® (CASH JL. et al, 2008; CASH JL. et al,
2013) e o nonapeptideo da chemerina® (***YFPGQFAFS'®") com bioatividades
comparéaveis as isoformas chemerina® e chemerina®™® respectivamente.
(WITTAMER et AL., 2004; SHIMAMURA et AL., 2009; YAMAGUCHI et al., 2011,
ZHOU et al., 2014).

Serl57 Argl25

Os fragmentos Chemerin e Chemerin com suas sequéncias finais
exercem efeitos antimicrobianos de amplo espectro. Os fragmentos foram
investigados quanto ao seu potencial inibidor do crescimento contra Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae. Embora ambos tenham demonstrado ser menos potentes
em comparacao ao classico peptideo antibacteriano LL-37, as chemerinas sucitaram
propriedades bactericidas em concentracdes muito mais baixas (ZAIOU et al., 2003;

KULIG et al., 2011; BANAS et al., 2013; BANAS et al., 2015).
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A figura 5 mostra as principais isoformas de chemerina originadas ap6s a clivagem
por proteases de serina tipica e principalmente secretadas por neutrdéfilos (elastase,
triptase e proteinase 3) e também por macrofagos e mastécitos (catepsina G e

guimase) recrutados ao ambiente pro-inflamatorio.
1.3.3 Receptores

Chemerina é um ligante constitutivo, de acdo quimiotaxil , ndo pertencente as
guimiocinas, que pode interagir e ativar trés tipos de receptores celulares ao se fixar
aos seus dominios transmembranares acoplados as proteinas: o receptor
transmembranar de sete dominios acoplado a proteina G ou receptor 1 tipo
guimiocina (CMKLR1) ou ChemR23; o receptor 2 tipo quimioquina (motivo C-C)
(CCRL2) e oreceptor 1 acoplado a proteina G (GPR1) (LEI LI et al., 2014;. BONDUE

et al., 2011).
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Figura 5: Processamento proteolitico da chemerina. Chemerina é produzida como uma pré-pro-proteina,
pré-prochemerin (1-163), que requer a clivagem N-terminal de um peptideo de sinal de secrecao, antes de ser
. Os nimeros referem-se a posiciéo do

segregada como uma proteina precursora inativa, prochemerin (20-163
aminoacido terminal da proteina processada.Ex: R*“’AGEDPHSFYF"®

)

PGQ F154A155

S®KEALPRS™®, as

setas solidas representam vias de ativacdo; setas quebradas representam vias de inativagao.

Fonte: Ernst; Sinal, (2010)
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Uma vez que estes trés receptores de superficie para chemerina tém sido
extensivamente descritos na literatura, a tabela 4 resume as suas principais
caracteristicas até entdo descritas. Relevante ressaltar que o receptor multifuncional
ChemR23 transduz efeitos anti-inflamatérios e pré-resolutivos dos peptideos C-
terminais da chemerina, através de dois outros ligandos: a C15 chemerina e o
lipideo Resolvin E1 (RvEl). Embora os estudos sobre RVE1l ainda sejam
controversos, muitas pesquisas em andamento tém mostrado evidéncias da acao

pré-resolutiva de RvEL.



Tabela 4: Aspectos gerais dos receptores de chemerina

46

Aspectos gerais dos receptores ChemR23%%*7 AL 5051525355 CCRL27*> GPR1¥™0%¢ Referéncias
Recrutamento de leucdcitos a inflamagao; Concentra chemerina na superficie da  Receptores chamariz ou “decoy” CMKLR1
BIOATIVIDADES guimiotaxia ; adipogénese; angiogénese célula via dominio N-terminal e da (reconhecem certos fatores de 8-Du XY, Leung, 2009;

metabolismo carboidratos- lipideo

suporte a sua apresentagdo via
dominio C-terminal ao receptor
ChemR23 da célula vizinha
principalmente para a ativagdo de
células NK

crescimento com 1 afinidade e
especificidade, mas sdo
estruturalmente  incapazes de
sinalizar ou apresentar o agonista a
sinalizagdo de complexos receptores

LOCUS CROMOSSOMIAL

Regido 12qg.24.1

Regidao 3p.21-23

Regido 2g.33.3

Elevada afinidade agonista para
Chemerina

+++ EC5o= 4.9 nM for Chem™™(8)

+++ *ECy=0.2 nM (53)

44+ EC55~ 5.3 nM for Chem™(8)

tipo de célula imunitaria,
expressao do receptor versus
tecidos humanos

e.g.iDCs,pDCsSl, macrofagos residentes 41, NK
células, plaquetas, ECs,Neutrc’)fiIos11 , fibroblastos,
adipdcitos, placenta, foliculos ovarianos, cél.
microglia,osteoclastos, condrdcitos, drgdos linfoides
secunddrios ®

e.g.mastdcitos, macrofagos ativos,
células Dendriticas, Neutrofilos, células
T naive, cél. TCD34+, cél. NK,
ECsSZ,tecidos linféides, cél. de
glioblastoma

Epidermis / Dermis, WAT, figado,
musculo esquelético, cél.tipo
fibroblasticas derivadas do cérebro
e tecido hipocampal

EVENTOS
EXTRACELULAREs  Receptores relacionados **%* C3aR, C5aR,DP2, fMLPR1-3,GPR32-33 CCR1, CCR2, CCR3, CCRS C3aR, C5aR, fMLPR1-3
Lipid RvEL®™: { citocina, | producdo de quimiocina
Ligandos constitutivos e | fagocitose através de PI3K/Akt — mTOR/rS6
. . 155561,
secundarios C15 chemerin™: J citocina, produgdo de quimiocina, n.d n.d
J fagocitose através Syk/ PI3K/Akt - mTOR/rS6
Afeta as interagOes subsequentes com B2-integrin-
ICAM-1"°. NTGF-B, Promove reparo tecidual™®
Pés ligagdo desencadeia a assoc. SIM NAO YES
com B-arrestina 2
Pés ligagdo Receptor / Ligando SIM NAO YES
leva a internalizagdo
Pé6s ligagdo libera a secregdo de +++ NAO + 36 35
Incerto
EVENTOS Ca*" Intracelular /
INTRACELULARES  “"p 5 ligagdo inibe a acumulagdo SIM n.d. n.d
de cAMP
fosforilagdo MAPK ERK1/2 “Upregulation” ou regulagdes iniciadoras da via n.d. Fraca ativagdo ERK1/2 %
fosforilagdo P13-k/Akt “Upregulation” ou regulagdes iniciadoras da via n.d. n.d.
Sinalizagdo p38 and NFxB Downreg48: terminais da via / Upreg“: iniciais da via n.d. n.d.

11-Cash JL et al,2013;
15-Banas M.et al, 2013
;36-Du XY.et al,2009;
37-Kulig P.et al, 2007 ;
38-Berg V.etal,2010;
41- Wittamer V.et al,
2004; 48-Becker, M.et
al 2010;49- Mattern A.
et al,2014;50- Zabel B.
A.et al,2005; 51-Mon
nier J.et al,2012; 52-
Zabel BA et al,2008 ;
54- Yoshimura T.et al,
2011;55- Huang J.et al,
2010;60- OhiraT.etal,
2010;61- Arita M.et al,
2005

CCRL2
15-Banas M.et al,2013
;36-Du XY.et al,2009;
50-Zabel B.A.et al,
2005; 52-Zabel BA et
al ,2008;53-Del Prete
A.et al,2013; 54-
Yoshimura T.et al,2011
;55- Huang J.et al, 2010
;61-Arita M.et al,2005

GPR1
8-Du XY, Leung, 2009 ;
15- Banas M.et al,2013
;35- Bondue B.et al,
2011;36- Du XY.etal,
2009;50- Zabel B.A.et
al,2005;56- Tonjes A.
et al,2014;61- Arita M.
et al, 2005
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1.3.4 Aspectos pleiotropicos na salude e nadoenca

Ao longo de mais de 25 anos de pesquisa sobre eixo chemerina / ChemR23, muitas
evidéncias foram acumuladas para poder afirmar a sua participagdo em uma miriade
de processos fisiopatologicos ligados a inflamacdo multifocal (promotor e/ou
inibidor), presente na obesidade, no diabetes tipo 2, na asma alérgica, varios tipos
de céanceres, doencas auto-imunes (doenca de Crohn, lupus, psoriase, artrite),
aterosclerose, sindrome do ovario policistico (PCOS), no desenvolvimento
gestacional, no Mal de Alzheimer (processamento e “clearance” de proteinas [-
amiléides do tipo AB42) , colite ulcerativa e doenca de Crohn e outros eventos
bioldgicos de acordo com o seu local do corpo. (VERMI et al., 2005; BOZAOGLU et
al., 2007; LUANGSAY et al., 2009; ALBANESI et al., 2009; VERMI et al., 2009;
KAUR et al.,, 2010; WEIGERT et al., 2010; GAO et al., 2011; ZHAO et al., 2011;
EISINGER et al., 2012; RUTKOWSKI et al., 2012; YAN et al., 2012; ROURKE et al.,
2013; SYEDA et al.,, 2014, REVERCHON et al, 2014; WALUGA et al.,, 2014,
MARIANI; RONCUCCI, 2015; BANAS et al., 2015; PENG et al., 2015).

As propriedades quiméricas da chemerina podem ser observadas a partir do seu

desempenho e participacdo na defesa do hospedeiro das seguintes formas:

a) acdao antiinflamatéria

Estudos observaram que a proteina em sua isoforma chemerin***** de 15 amino
acidos (chemerinl5: AGEDPHGYFLPGQFA), originada da clivagem por proteases
de cisteina, exerce efeitos antiinflamatorios em concentracdes picomolares, inibindo
o recrutamento de macrofagos e neutrdéfilos, reduzindo a expressao de mediadores
pré-inflamatorios e trazendo melhora em modelo de inflamagéo peritoneal; (CASH et
al., 2008; CASH et al., 2013);

b) acao pro-inflamatéria

157S 163S

A isoforma chemerin™">, ap0s clivagem da prochemerina por proteases de

serina, exerce a funcao de atrator leucocitario para macroéfagos, células dendriticas
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(principalmente pDCs) e células NK. (“Natural killer’). Niveis significativos da

chemerina ativa (chemerin®>’®

) na concentracdo variando entre 33-358 ng/ml, foram
encontrados por Wittamer V. et al.(2003) em diversos fluidos asciticos de tecidos
inflamados (ovério, figado e liquidos sinoviais) comprovando a sua correlagdo com

processos inflamatérios.

No contexto do tecido adiposo In Vivo, € muito provavel que a secrecao da
chemerina por adipécitos maduros exerca um efeito pré adipogénico em células
precursoras contribuindo assim para a expansdo da massa de tecido adiposo e as
alteracdes metabdlicas sistémicas indesejaveis, comuns da obesidade. (ROMACHO
et al., 2014).

1.3.4.1 Chemerina e a psoriase

Nestle et al. (2005) demonstrou, com uso de modelo xenégrafo de psoriase
humana, que as pDCs, células naturalmente produtoras de IFN-a (tipo I), infiltravam-

se na pele psoriasica e secretavam esta citocina durante as fases iniciais da doenca.

Diversas contribuicbes académicas de diferentes grupos (WITTAMER et al., 2003;
VERMI et al.,, 2005; PAROLINI et al., 2007), levaram Albanesi et al. (2009) a
descoberta sobre a forte expressdo da chemerina em queratinécitos e fibroblastos
psoriasicos humanos como fontes responséaveis pela atracdo e migracdo das pDCs
ChemR+, oriundas dos orgaos linféides secundarios, para a regido dérmica e
epidérmica. Nestes locais, as pDCs desencadeiam a cascata imunolégica das fases
iniciais da psoriase através da secrecdo de citocinas IL-17 e IL-23, amplificadoras da
doenca. Queratindcitos, células endoteliais e fibroblastos dermais em pele inflamada
secretam chemerina significativamente enquanto pDCs infiltrantes da pele

expressam marcadamente o receptor ChemR23. (ALBANESI et al.,2009).

Neste contexto, é fundamental considerar a liberacdo de enzimas proteoliticas, tais
como a catepsina G, elastase e triptase por neutrofilos ativados e quimase por
mastocitos para conversdo de prochemerina inativa (18KDa) em chemerina
funcional (16KDa). (ERNST; SINAI, 2010).
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Na epiderme humana sadia, chemerina € abundante e na derme é escassa. Ja na
psoriase este perfil é invertido reforcando o papel recrutador para pDCs ao se
concentrar mais na derme psoriasica. (NESTLE et al., 2005; ALBANESI, 2009;
GIRONDI et al.,, 2013; LORA et al.,, 2013 ) Banas et al. (2015) demonstrou esta
forma regionalizada de producéo de chemerina por parte dos queratinécitos normais
e psoriasicos incluindo a expressdo dos seus trés receptores nas barreiras epiteliais,
sugerindo que este tecido pode ser tanto uma origem como um destino para efeitos

mediados pela chemerina.

Guzel et al. (2015), correlacionou positivamente o0s niveis séricos de chemerina e
calprotectina (S100A 8 e 9) com a severidade da doenca em estudo envolvendo 80
pacientes.(30 controles e 50 individuos com psoriase). Ao final, os pesquisadores
demonstraram que o0s niveis de chemerina e calprotectina no grupo de pacientes
psoriasicos foram significativamente maiores do que no grupo controle (p <0,01 e p
<0,001, respectivamente) e que 0s niveis chemerina e calprotectina nos grupos

graves e moderados foram significativamente maiores do que no grupo neutro.

Considerando a importancia epidemioldgica mundial da psoriase assim como 0 uso
clinico da fitoterapia como método terapéutico complementar alternativo no
tratamento da doenca, chancelado por instituices de alcance mundial como a ONU,
0 presente estudo propde uma avaliacdo da bioatividade do extrato da Aloe vera
barbadensis quanto ao seu potencial cicatricional e sobre a expresséo das proteinas
pré inflamatérias (chemerina e citocinas) em modelos experimentais In Vitro e In

Vivo .
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2 OBJETIVOS

2.1 0bj

Avaliar
barbad

etivos gerais

comparativamente a bioatividade dos fitocompostos da Aloe vera

ensis em modelo experimental murinico In Vivo mimético a psoriase humana

e In Vitro com linhagens celulares humanas integrantes da pele.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Modelo In Vivo murino Imiquimode —induzido mimético a psoriase

humana

o Reproduzir no modelo animal murino aspectos fenotipicos tipicos da
psoriase humana observando as modificagdes macroscopicas da pele no

dorso do animal apés a aplicacao tépica do imunossupressor imiquimode;

o Avaliar a atividade bioenzimatica de imundcitos pro-inflamatorios
potencialmente presentes em biopsias de pele do dorso do animal apos o
tratamento topico com creme a 70% de extrato seco liofilizado, concentrado a
200:1 de Aloe vera.(AVFDE).

2.2.2 Modelo In Vitro de linhagens celulares humanas de queratindcito

imortalizado (HaCat) e de fibroblastos dermais priméarios com e sem

tratam

ento do extrato concentrado e dos fitoconstituintes de Aloe vera

o Avaliar a capacidade cicatricional de diferentes concentracfes do
extrato concentrado de Aloe vera (AVFDE) em modelo de cicatrizagcdo

(Ensaio do Arranh&o);

o Avaliar a viabilidade celular frente ao tratamento com giberelina em

cultura de fibroblastos priméarios dermais humanos (hDF);
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o Avaliar quantitiativamente o poder de expressdo das citocinas
proinflamatoérias 1L-6, IL-8, MCP-1 em sobrenadante celular de culturas
primarias de hDF, frente ao tratamento com diferentes concentracdes do

extrato concentrado (AVFDE) e dos cinco fitoconstituintes do Aloe vera;

o Avaliar quantitiativamente os niveis de expressdo de chemerina em
sobrenadante celular de culturas primarias de hDF, frente ao tratamento com
diferentes concentracdes do extrato concentrado (AVFDE) e dos cinco

fitoconstituintes do Aloe vera;

o Avaliar a expresséao da citocina pré inflamatéria IL-8 em sobrenadante
de cultura celular primaria de hDF 24 hr apos tratamento com Calcitriol
(Vit.D3) 1uM e com &cido all trans-retindico (ATRA)5 uM;

o Avaliar a expressao da proteina chemerina em sobrenadante de cultura
celular primaria de hDF 24 hr apods tratamento com Calcitriol (Vit.D3) 1uM e

com 4&cido all trans-retinéico (ATRA)S5 uM;

o Avaliar a expresséo da proteina chemerina em sobrenadante de cultura
celular primaria de hDF apo6s tratamento com Calcitriol (Vit.D3) 1uM por

diferentes tempos de incubacgéo (48 e 72 hr).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Manejo de animais

Foram disponibilizados camundongos macho BALB/c (Mus musculus domesticus)
com 30-34 dias de vida, pesando em média 28,93g, mantidos pelo biotério central do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais
tinham livre acesso a racdo e a éagua filtrada ad libitum. Os animais foram
aclimatados em ambiente com ciclo de iluminacdo de 12 h (luzes acesas as 6:00 h)

e temperatura controlada (20-25°C).

O manuseio, cuidado e experimentos foram realizados quando os animais atingiram
a maturidade sexual, ou seja, 6-8 semanas de idade. O manejo dos animais
transcorreu de acordo com o0s principios éticos da pesquisa com animais
estabelecidos pelo The Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 2011) and the “EC Directive 86/609/EEC”. Todos o0s
protocolos  experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES- CEUA 061/2012).

3.1.2 Reagentes e substratos

Ensaio de MPO: Brometo de hexadecil trimetii aménio (HTAB),; 3,3-5,5-
tetrametilbenzidina (Ultra TMB® - Thermo),; acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), dihidrocloreto de O-Dianisidina (O-dianisidine - Sigma), Fosfato monobésico
de potassio 50mM (6,89 /L KH,PO,) e Fosfato dibasico de potassio 50mM (8,79 /L
KoHPO,4). Nos experimentos In Vivo foram usados os seguintes farmacos nos
animais: xilazina (Rompun ® 2% sol injetavel - Bayer), ketamina (Ketamina Agener
10% sol.injetavel — Unido Quimica), Lidocaina 25 mg/g + Prilocaina 25 mg/g em
creme (Emla® - Astra Zeneca), Imiquimode (Ixium® - Farmoquimica), creme a 70%

de Aloe vera freeze dried extract 1:200 p6 (produto manipulado), e betametasona
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dipropionato 0,05% creme topico (Laboratério EMS) e vaselina pastosa grau
farmacéutico (LIFAR®).

Nos experimentos In Vitro com linhagens celulares foi feita uma revisdo de
literatura de onde foram selecionados 5 produtos quimicos de maior significado
farmacoldgico relacionados a categorias de fitofarmacos componentes da planta
Aloe vera barbadensis Miller. O acido retinoico ou acido all trans retindico (ATRA) e
o calciferol (VTD3) foram utilizados, apos consulta bibliografica, como estimulantes

da producédo e ou secrecao da proteina chemerina, alvo deste estudo.

Todos os compostos quimicos estao especificados na tabela 5 e suas concentragdes

equivalem a dose final por po¢co em placa de 6 pogos:



Tabela 5: Descricdo dos compostos quimicos usados nos experimentos In Vitro para expressao da chemerina
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Composto . 2, ¢ .
quir‘r)lico Abrev Conc Solvente Categoria farmacologica CAS No. Lote Origem
Acemannan ACM 250ug/mi Agua Ultra P_ohssacarldNeo.da familia das 110042-95-0 B1570411 BOC Sciences
50ug/ml pura Lectinas de agdo imunomoduladora JUSA
) 750uM TRC — Toronto
Acido giberélico Fitoesterol regulador morfo Research
90% po GAs 150uM DMSO PA fisiologico de plantas 77-06-5 16GHZ94-1 Chemicals
30uM .
Inc./ Canada
) Metabdlico da vitamina A que agem SON 01502
Acido retindico ATRA 5uM DMSO PA como ligantes de receptores 302-79-4 Cayman/USA
Y . (01/09/15)
retindicos do tipo RAR e RXR
Aloe vera freeze 1250ug/ml < Suplemento alimentar; acéo Jun;c(::oisult
dried .extrgct AVFDE 500ug/ml Agua Ultra antiinflamatorio e cicatrizante dose 8001-97-6 NC do Brasil
200:1 po 250ug/m| pura dependente Produtos
concentrado 50ug/ml Naturais Ltda
100uM Glicosil cromona de acéo
Aloeresin A ALA 20uM DMSO PA antioxidante e inibidor da a- 74545-79-2 A00601 Adipogen/USA
glicosidase
. Glicosil cromona de agdo
Aloesin ou ALB 250uM DMSO PA antioxidante, antiinflamatéria e 30861-27-9  0449092-4  Cayman/USA
Aloeresin B 50uM S .
inibidor da tirosinase
16uM Alcool Etilico Fitoesterol com acgéo
Beta sitosterol BST 8uM : ac ‘o 83-46-5 0439526-16 Cayman/USA
AuM PA (EtOH) imunomoduladora e antiinflamatoéria
Calcitriol, Vit.D3 VTD, 1uM DMSO PA Hormonio ligado ao metabolismo e 39929-06-3 0460879-15 Cayman/USA

ou

a absorgao 6ssea

1) Obs: Todos os produtos, exceto pelo AVFDE, foram adquiridos através distribuidor autorizado, Sapphire Bioscience Pty. Ltd. — NSW / Austrdlia.
2) Obs: a breve descricdo farmacolégica foi baseada nas fichas técnicas dos produtos disponivel no site dos fornecedores
Legenda: NC - ndo consta; SQN — Sales Quote Number
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3.1.3 Linhagens celulares priméarias, imortalizadas, meios de cultura e

suplementos

3.1.3.1 Linhagem celulares primarias

Todas as células primarias foram obtidas criopreservadas em 22 passagem, sendo
seus lotes testados para os marcadores especificos do tipo celular, morfologia,
tempo de duplicacdo da populacéo, e capacidade de proliferacdo. Além disso, foram
realizados ensaios para a auséncia de HIV-1/ -2, VHB, VHC, HTLV-1 / -2, fungos,
micoplasma, e outras bactérias. Todas as linhagens foram cultivadas em
incubadoras estéreis a uma temperatura de 37°C em atmosfera de 5% CO, em
prateleiras internas da incubadora separadas das células imortalizadas. Para
destacar as células e efetuar passagens foi usada a solucao Triple Express® (Gibco)

tanto para células 12 ou imortalizadas.

- Fibroblastos dérmicos: Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDF) adquiridos da
PromoCell GmbH (Alemanha); isolados de pele adulta de diferentes locais como
face, seios, abdémen ou coxa ,contidas em um criotubo com 5x10°células e
identificadas pelo CD 90 positivo. O meio de cultura adquirido da PromoCell foi o
“Fibroblast Growth Medium 2” é isento de antibidticos e/ou antimicoticos , possui
baixa concentracdo de Soro Fetal Bovino ( SFB 2% V/V) , Fator de Crescimento de
Fibroblastos recombinante humano (rhFGF 1ng/ml) e Insulina recombinante

humana (5ug/ml) especifico para este tipo celular.

3.1.3.2 Linhagem celulares imortalizadas

- Células de queratinécitos humanos do tipo HaCat ja expandidas no laboratoério,
identificadas como sendo de passagem No.14. O meio de cultura usado foi 0 RPMI
1640® (Gibco) suplementado com 5% de SFB (Gibco), complementado com mistura
de penicillin 100U/mL + streptomycin 100 pg/mL (Sigma Aldrich) e 2 mM L-

glutamine.(Gibco).
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3.1.4 Equipamentos e softwares

Na tabela 6 estdo descritos o0s principais equipamentos e softwares utilizados

durante o desenvolvimento deste estudo:

Tabela 6: Descri¢cdo dos equipamentos chave usados nos experimentos In Vitro

Descricdo do Equipamento Marca / Origem
Citbmetrio de Fluxo mod. FACS Canto Il Becton Dickinson® / USA
Incubadora CO2 estéril para cultivo de células 170Lt Panasonic®/ USA

Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il (70% de recirculagdo e  EuroClone / Italia
30% de exaustdo do ar) - Safemate ECO

Ultrafreezer — 80°C Thermo® / USA
Microscopio 6ptico invertido 10X,20X, 40X - Trinocular Nikon® / JAPAN
Centrifuga Refrigerada Hettich® / Alemanha
Sistema de imagem digital p/ microscopia DSFil + DSL2 Nikon® / JAPAN
Espectrofotbmetro / Leitor de ELISA CLARIOstar BMG Labtech / Alemanha
CLARIOstar Software - MARS Data Analysis BMG Labtech/ Alemanha
Contador automatico de células - Countess® Life Scientific / USA
Evolution 300 UV/VIS Espectrofotometro Thermo/ USA
Agitador tipo gangorra Mod.SSL4 Stuart / UK

3.2 Métodos

3.2.1 Modelo experimental de induc&o da psoriase In Vivo

3.2.1.1 Tricotomia e depilacdo dos animais

Foram constituidos 3 grupos com 3 animais em média por grupo, perfazendo um
total de 09 animais. O modelo foi baseado no método original desenvolvido por Van
der Fitts et al (2009) e reproduzido com pequenas alteracdes por Baek et al. (2012).
Apés uma semana de adaptacdo ao laboratério e ao manipulador dos animais, todos
0s 6 grupos foram submetidos a tricotomia feita a maquina apés sedacao do animal
com Ketamina (125mg/Kg) e Xilazina (12,5mg/Kg) segundo Demoyer et al (2000) i.p.

utilizando seringa hipodérmica Ultra Fine com agulha 29G.

A sedacado foi monitorada com termometro Infra Vermelho (I.R) e uso de manta
térmica (Metalvet, Brasil) de modo a oferecer conforto para o animal e evitar o ébito

por hipotermia. (DE BERNARDIS et al., 2009).Todos os animais foram raspados ao
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longo de suas costas e o restante do pélos foram completamente removidas com
creme depilatério (Veet®, Reckitt Benckiser) (POWIS et al., 1976). (Figuras 6 e 7).

Figura 6: Uso de manta térmica Figura 7: Tricotomia seguida do uso
durante a sedacdo do animal para de depilatério para avaliagdo do
dar conforto e evitar Obito por efeito de produto de uso tdpico.
hipotermia. Fonte:acervo pessoal Fonte:acervo pessoal

3.2.1.2 Coleta de sangue

ApOs a tricotomia foi feita uma coleta de sangue para avaliar o perfil leucocitario dos
animais. A flebotomia foi opcional e ndo compunha um dos passos para mimetizacao
experimental da psoriase. Para a coleta, foram retirados 20uL de sangue através de
um pequeno “pique” com agulha 25 ou 26G na veia safena lateral / femural segundo
método em literatura. (Hem, Smith & Solberg 1998; Janet Hoff - LVT — RLATG, 2000;
Janis Oott Joslin - DVM, 2009)

http://www.uib.no/vivariet/mou blood/Blood coll mice .html).

Este método ndo requer anestesia, mas sim uma boa contencédo animal em flanela
ou tubo cortado de seringa plastica descartdvel de 50ml. Uso-se vaselina
(lubrificante) no local flebotomizado; o uso do anestésico tépico (tipo Emla®) foi
opcional. Um torniquete montado pelo manipulador facilita a coleta realizada com
uma ponteira de micropipeta ajustada em 20uL. ApOs a coleta, pressiona-se o local
flebotomizado para acelerar cicatrizacdo e retorna-se o animal para uma caixa
separada para que ndo seja importunado pelos outros animais da caixa e sua
recuperacdo seja mais tranquila. Com a amostra de 20uL, usou-se uma gota para
fazer um esfregago sanguineo para posterior contagem diferencial de neutroéfilos

(método pandtico) e o restante foi colocado em eppendorf contendo 200uL de


http://www.uib.no/vivariet/mou_blood/Blood_coll_mice_.html
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solucdo de Turk para visualizacdo / contagem de leucécitos totais em camara de

Neubauer. (Fig 8-11).

Figura 8: Veia safena lateral apds
uso de depilatorio.
Fonte:acervo pessoal

Figura 10: Uso da vaselina pastosa na
flebotomia. Facilta a passagem do
torniquete feito pelo manipulador e
otimiza a coleta evitando perda do
sangue.

Fonte: Janet Hoff (2000)

Figura 9: Preparo antecipado de
materiais utilizados na coleta de sangue
do animal.

Fonte:acervo pessoal

Figura 11: Ponto de flebotomia feito com
agulha fina 25 ou 26G na veia safena
lateral apos leve compressdo do
torniquete.

Fonte: Janet Hoff (2000)

3.2.1.3 Inducéo do quadro fenotipico semelhante a psoriase

Apos mais 24 horas de descanso para 0s animais, da-se inicio ao tratamento indutor

da doenca. Todos os grupos de animais foram tratados por 6 dias consecutivos com

doses topicas diarias de 80 mg (contém 4mg do ativo) de Imiquimod Creme 5%

(IXium ®; FQM, Brasil) aplicadas a tarde no dorso tricotomizado e depilado do

animal. Imiquimod é um farmaco imunomodulador que ativa principalmente

receptores do tipo Toll 7/8 e que suscita um quadro fenotipico semelhante a

psoriase (hiperqueratose , eritema, coceira, descamacédo) como efeito adverso do

farmaco. Em paralelo, todos os grupos, exceto o Grupo 2 , receberam 12 horas mais
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tarde, um tipo de tratamento farmacoldgico conforme descricdo do desenho

experimental na tabela 7.

Tabela 7: Desenho experimental do estudo In Vivo

GRUPOS Tratamento _ i DOSE DIA / EFEITO
IMQ 5% (80mg) farmacolégico topico VEICULO VIA ADM ESPERADO
Uso Vespertino Uso matutino

*Creme: cera auto emulsificante n&o ibnica,

Grupo 0 Betametasona petrqlato .quuido, . oleato de decila, +100mg Reversido dos

Controle dipropionato 0,05% propilenoglicol, mistura de parabenos Via Tépica efeitos do

Positivo ' simeticona e agua purificada. IMQ tépico

Aloe vera extrato conc * :
Grupo 1 1:200 pé (creme a Creme base dO'tIpO Lanette (produto V.J_floTo!m.g Al\ioc(ljlo
70%) manipulado), ia Topica estudo

Grupo 2

Controle e e XX Controle

negativo

Legenda: *A composicdo do creme esti descrita na bula do produto

**Qs creme base do tipo Lanette sdo veiculos cosméticos padrao, considerados inertes elaborados
com ceras auto emulsificantes + Triglicérides do acido caprico (Ex:oleato de decila, estearato de
octila) + propilenoglicol + conservantes (Ex:parabenos) + derivados de silicone (Ex: dimeticona)+
EDTA(opcional)+agua purificada.(Zanin et al, 2001)

3.2.1.4 Eutanasia e coleta de material para analise histopatologica e demais analises

No sétimo dia os animais foram sacrificados por método fisico (deslocamento
cervical) ap6és terem sido submetidos a um método quimico complementar
(exposicdo a altas concentracdes de CO2 sob condi¢cbes controladas por 3-4
minutos ) conforme preconizado no CCAC (Canadian Council on Animal Care) “

Guidelines on euthanasia of animals used in science"(2013).

As biodpsias (baco e pele dorsal) foram removidos e armazenados em microtubo tipo
eppendorf® que foi imediatamente colocado em Ultra freezer -80°C para analises
posteriores. Para as andlises histopatoldgicas, os tecidos de interesse foram fixados
em solugdo tampéo neutro de paraformaldeido a 10%, submetidas a desidratacéo,
diafenizagdo, impregnagdo e inclusdo em parafina. Os fragmentos incluidos em
parafina foram cortados em sessdes de 4 - 5 um utilizando-se micré6tomo manual
modelo Leica RM 212 RT (Leica Biosystems Nussioch GmbH, Alemanha).

As laminas foram mantidas em estufa para secagem e 0s cortes posteriormente

submetidos as analises histoquimicas e Imunohistoquimicas.
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3.2.2 Ensaio da atividade enzimética da Mieloperoxidase (MPO)

Os experimentos da atividade enzimatica da MPO foram realizados no Laboratorio
Multiusuario de Analises Biomoleculares (LABIOM / UFES). Foi empregado um
protocolo baseado em métodos descritos em literatura. (HILLEGRASS et al., 1990;
RAO; CURIE; SHAFFER e ISAKSON, 1993; DA SILVA, 2009; BENINCA, 2010;
NOLDIN, 2011). As concentracfes da atividade MPO foram estimadas por meio de
espectrofotometro Evolution® 300 UV/VIS de feixe duplo em faixa de absorbancia de

520nm e 460nm, respectivamente.

O preparo das solucdes estoque utilizadas no protocolo esta descrito no anexo IV.
A leitura resultante das amostras € interpolada a curva padrdo e os resultados

expressos em mU/mL. O ensaio consiste nos seguintes passos:

a) coleta das amostras

Para ensaio enzimatico, foram biopsados e pesados 100 — 200mg de tecido (pele do
dorso do camundongo) de cada Grupo e congelado imediatamente em gelo seco.
Depois transferiu-se as amostras para o ultrafreezer -70°C até serem processadas.

Ha perda de aproximadamente 15% da atividade de MPO por semana a temp. de

20°C negativos;

b) Preparacdo das amostras de tecidos animais

Homogenizamos os tecidos com Polytron por 30 seg. - 1 min em tampao HTAB (
50mg da amostra em 1ml HTAB) em um tubo falcon 15ml cortado ao meio. Os tubos
devem permanecer todo o tempo em gelo. Pipetamos todo o homogenato ( ~1ml) p/
um eppendeorf 1,5ml; agitamos em vortex (15 seg) e centrifugamos (centrifuga de
eppendorf) a temp. de 4°C 12500 RPM (4.200g) por 15min (ou 13.000
RPM/10min).Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a andlise de atividade da
MPO. Todas as amostras foram preparadas, centrifugadas em conjunto, mantidas

geladas para entédo fazermos a leitura em espectrofotdbmetro;



61

c) analise da atividade da MPO

Zerou-se o0 espectrofotbmetro de duplo feixe Evolution 300 UV/VIS
Spectrophotometer utilizando 1,5ml de tamp&o substrato (branco) para faixa de

leitura de 460nm com intervalos de 15seg por 10min por amostra.

Para cada amostra, pipetou-se um volume de 75uL do sobrenadante mantido
resfriado a 4°C (banho de gelo) obtido na centrifugacdo e adicionou-se 1425uL de
solu¢céo Orto Dianisidina 0,0167%. Leu-se IMEDIATAMENTE a amostra em 460nm
sendo o resultado expresso em unidades de atividade da MPO (mD.O. por mg de

proteina.).

3.2.3 Modelo Experimental In Vitro

3.2.3.1 Scratch Assay ou ensaio do arranhao

Criou-se um arranhdo com a ponta de uma ponteira azul (+0,6mm) em uma
monocamada de células HaCat (Meio RPMI + 5% FBS + L-Glutamina + antibi6ticos)
cultivadas a 37°C, 5% atm CO,, em placa de 6 pocos, apés as células terem atingido
uma confluéncia entre 80-90%. Apos o arranhdo, lavam-se as células com PBS por
2 vezes seguido da adicdo de novo meio de cultura (3ml / pogo). Parte-se entdo para
os tratamentos farmacoldgicos com 5 diferentes concentragfes da solugcdo aquosa
de Aloe vera extrato conc. 200:1 em p¢ liofilizado (AVFDE) recentemente preparada
e filtrada em filtro biolégico de 0,2 um. A Figura 12 descreve o protocolo de

tratamento utilizado:

1 2 3 1 2 3
Meio de Meio de
Controle. Cultura 2 7ml Cultura 2 7ml
A A i

Meio de
Cultura 2, 7ml
+300uL de
AVFDE
2500ug/ml

Meio de
Cultura 2,7ml Cultura 2, 7ml
+300uL de
AVFDE
5000ug/mi

Figura 12: Esquema da feitura do “arranhdo” com uma ponteira azul para micropipeta de 1ml.
Uso de placa de 6 pocos indicando as condicdes de tratamento usadas por poco para as células
HaCat apés confluéncia 80-90%.
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Ao final do tratamento os 6 pocos contendo 3 ml cada, apresentam as seguintes

concentragoes finais:

Poco 1A - Controle — Meio de Cultura - sem tratamento
Poco 2A - 50ug/ml de solu¢céo aquosa de AVFDE 1:200
Poco 3A - 125ug/ml de solugcéo aquosa de AVFDE 1:200
Poco 1B - 250ug/ml de solugcédo aquosa de AVFDE 1:200
Poco 2B - 500ug/ml de solugcédo aquosa de AVFDE 1:200
Poco 3B - 1250ug/ml de solugdo aquosa de AVFDE 1:200

E importante ressaltar que as placas de 6 pogos estéreis s&o levadas para dentro da
cabine bioldgica e sdo marcadas com trés tracos escuros equidistantes no fundo dos
pocos, externo a placa, para que sejam criados pontos de referéncia e observacao

ao microscopio enquanto monitoramos o fechamento da “ferida” ao longo do tempo.

Foi criada uma tampa especial que originou a patente desta tese. Esta melhoria
tecnoldgica facilitou a feitura do arranhdo e evitou a entrada de material
potencialmente contaminante para a cabine de cultura (régua, caneta marcadora).

A mudanca na area de superficie da “ferida” ou arranhdo é medida em trés pontos
diariamente entre os grupos tratados e n&o tratados ao longo do tempo. Imagens
fotograficas digitais sdo obtidas nos mesmos trés pontos de referéncia eleitos
inicialmente a Ohr, 12hr , 24hr, 36hr e 48 horas; ou até observar-se ao microscopio o

fechamento completo da “ferida” do pogo controle.

Apoés a aquisicdo de todas as imagens, a area da superficie de cada arranhdo é
medida e delineada por dois observadores cegos independentes (para o grupo de
tratamento) utilizando um software (Image J por exemplo) ou medindo foto a foto os
espacos dos intervalos das fendas ao longo dos tempos regustrados. A area da
superficie de cada regido da ferida na monocamada de células é entéo transformada
em um quadrado de area de superficie igual, e a média do comprimento linear de
cada quadrado € comparado entre os grupos ao longo do tempo. A taxa de

fechamento é quantificada e comparada entre 0s grupos para a analise estatistica.
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3.2.3.2 Ensaio de Viabilidade celular

Utilizamos para este ensaio o Kit 8 de Contagem Celular ou CCK-8 (Sigma Aldrich)
onde o principio baseia-se na reacdo de um sal de tetrazdlio altamente sollvel em
agua, conhecido como WST-8 ou [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazélio monossoédico. O sal é reduzido na presenca de um
transportador de elétrons, como as desidorgenases celulares, dando formagdo a um
sal de formazan de cor amarela alaranjada, solivel em meio de cultura conforme
reacao mostrada na Figura 13. A intensidade do corante formazan gerado pela acéo

das desidrogenases é diretamente proporcional ao numero de células viaveis.

A cor gerada pela formagdo do WST-8 formazan foi mensurada por um

espectrofotometro (CLARIO Star) na faixa de absorcao de 450nm.

O limite de sensibilidade deste ensaio segundo o fabricante € maior que outros sais
de tetrazolio como o MTT, XTT, MTS ou WST-1.

O,N SOx ON__~ H SO
L ’NY@ ) .,NY@
N™ X N
\ +

N=| S04 Na*

O,N ON

Figura 13: Estrutura quimica do WST-8 e 0 sal WST- 8 / formazan (amarelo alaranjado)

O protocolo realizado assemelhou-se as orientagdes do fabricante, exceto por
poucas alteragdes como o numero de células dispensadas por po¢co em placa de 96

pocos. O ensaio dura 3 dias iniciando da seguinte forma:

e ApOs atingir confluéncia de 80-90% na cultura 12 de fibroblastos dérmicos,
fez-se uma contagem celular utilizando o Countess® (Life Scientific) de modo
a obter 2x10° células por 100 uL. Este volume é transferido para a placa de 96

pocos utilizada no ensaio;

e Pré-incubacdo da placa durante 24 hrs em incubadora umidificada a 37°C

temperatura e 5% COZ2;
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e Adicionou-se 10 ul de vérias concentracdes de Giberelina e os respectivos

controles conforme esquema descrito na Figura 14 abaixo:

Coluna

Coluna

Coluna

Coluna

Coluna

Coluna

Coluna

Coluna

0,1%

0,1% +
células

0,1% +
células

0,1% +
células

0,1% +
células

2B-D 3B-D 4 B-D 5 B-D 6 B-D 7 B-D 8B-D 9B-D
Meio de Meio de Meio de Meio de Meio de Meio de Meio de | Meio de
Cultura+ | Cultura + Cultura Cultura + | Cultura+ | Cultura+ Cultura Cultura

células DMSO DMSO DMSO DMSO +DMSO | +DMSO

0,1% +
células

Sem
tratar

Sem
tratar

Sem
tratar

Sem
tratar

GB
750uM

GB
150uM

GB
30uM

GB
6uM

Figura 14: Desenho da placa de 96 pocos para realizagcdo do ensaio de viabilidade celular CCK-8

Incubag&o novamente a placa durante 24 hrs ( 37°C / 5% CO?2);

e Descongelou-se o CCK-8 sobre o topo da bancada ou num banho de agua a

37°C, se congelado. Nota: Foi necessario cerca de 30 minutos sobre o topo

da bancada, a 25°C ou 5 minutos em banho-maria a 37 ° C;

e Adicionou-se 10 uL de solucdo de CCK-8 para cada uma das cavidades da

placa na 23 2 hora para que ao final das adicdes estara rpoximo de completar

24 horas de tratamento.Tenha cuidado para néo introduzir bolhas aos pocos,

uma vez que estes interferem na leitura de densidade ¢tica (D.O.);

e Incubacéo da placa por 1 hora e feita a leitura em espectrofotdmetro ajustado

em 450nm (faixa de absor¢éo).

3.2.3.3 Estudo de expresséao da proteina chemerina

Para a investigacdo da expressdo da proteina chemerina foram utilizados

Fibroblastos Dérmicos Humanos adultos Normais (NHDF) adquiridos da PromoCell

GmbH (Alemanha), cultivados em meio de cultura especial com baixa concentragao

de Soro Fetal Bovino (SFB 2% V/V) , Fator de Crescimento de Fibroblastos ( rhFGF

1ng/ml), Insulina recombinante humana (5ug/ml),

antimicéticos adquirido da mesma empresa acima citada.

isento de antibiéticos e/ou
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As células eram incubadas a temperatura de 37°C / 5% CO2 e tinham o meio
trocado a cada 3 dias até atingirem uma confluéncia de 80-90% do frasco T-75

equivalente a aproximadamente 10°-10° células / ml.

A partir da confluéncia, placas de 6 pocos eram preparadas e no 5° ou 6° dia as
placas estavam prontas (confluéncia de 80-90%) para serem tratadas com as
substancias quimicas pré-selecionadas constituintes do Aloe vera, previamente
preparadas em seus respectivos solventes conforme mostrado na secao “Materiais”.
Os compostos quimicos foram deixados por 24 horas em contato com a cultura para
em seguida os sobrenadantes serem centrifugados, recolhidos em tubos de
centrifugacdo de 1,5ml e armazenados a -20°C até a realizacdo do ensaio de ELISA.
As Figuras 15(I-1V) descrevem o protocolo utilizado para tratamento dos fibroblastos

dérmicos confluentes em placas de 6 pogos:

3 (I

Meio-de-Culturad

Meio de Cultura

Controle-1] Meio-de-Cultura'

1,8ml-+-200ulL- Controle 1 Meio de Cultura
e 13"{_‘"*'200“‘-' AVFDE. Meio deCultura || 1,8 mi+200 uL T £ 2000
mi BST-1600uM¢] 2500ug/mif 2mi GB 300uM 2600

Controle-2y
B Meio-de-Culturaf
1,8ml-+-EtOH-
2,5%-200uLyl

Meio de Cultura Meio de Cultura
1.8 ml +200 ulL 1,8ml + 200 uL
GB 60uM ACM 500ug/mi

Controle 2
Meio de Cuitura
1,8 ml + DMSO
1% 200uL

1,8ml-+-200uL -
AVFDE:
500ug/mif]

1,8ml-+-200uL -
BST-800uMf

(IV)

Meio de Cultura
1.8 ml + 200 uL
ALB 2500uM

Controle 1 Meio de Cultura
Meio de Cultura 1,8 ml + 200 uL
2mi ALA 1000uM

Meio de Cultura
1,8 mi + 200 uL
Vit.D3 10uM

Controle 1
Meio de Cultura
2ml

Controle 2
Meio de Cultura
1,8 ml + DMSO
1% 200ul

Meio de Cultura Meio de Cultura

18ml+200 0L | 18 mi + 200 ul. B
ALA 200uM ALB 500uM

Meio de Cultura
1.8 ml + 200 uL
ATRA 50uM

Controle 2
Meio de Cultura
1.8 ml + DMSO
1% 200ul

Figura 15: (1) Controle 1 (CT1) para AVFDE, CT2 (Alcool etilico solugdo 2,5%) para betasitosterol
(BST) e demais pogos tratados com diferentes concentrages de BST e AVFDE; (II) CT1 para
Acemannan (ACM), CT2 para dimetilsulféxido (DMSO) solugdo 1% para giberelina (GB) e demais
pocos tratados com diferentes concentracdes de ACM e GB; (lll) CT1 (Meio de cultura), CT2 (DMSO
1%) para ALA / ALB e demais pocos tratados com diferentes concentracdes de ALA e ALB; (IV) CT1
(Meio de cultura), CT2 (DMSO 1%) para VitD3 1uM / ATRA 5uM e demais po¢os vazios



66

Ao final do tratamento os pog¢os contendo 2 ml cada, apresentam as seguintes
concentracoes finais:

CT1 Meio de Cultura - sem tratamento

CT?2 DMSO 0,1% dissolvido em meio de cultura ou;
CT?2 EtOH 0,25% dissolvido em meio de cultura
BST 16uM e 8uM

GB 30uM e 6UM

ACM 250ug/ml e 50ug/ml

AVFDE 125ug/ml e 50 ug/mi

ALA 100uM e 20uM

ALB 250uM e 50uM

VitD3 1uM

ATRA 5uM

3.2.3.4 Ensaio de imunoadsorcao ligado a enzima (ELISA) em sobrenadante celular

Ap6s 24 horas de tratamento com os fitocompostos da Aloe vera, 1ml dos
sobrenadantes celulares foram recolhidos, centrifugados por 3 minutos a 2500 RPM
/ 23°C, armazenados em microtubos rotulados a -20°C. Para investigar a potencial
secrecdo da chemerina foi utilizado um Kit Quantikine® (ELISA R&D Systems/USA)
contendo o anticorpo humano da Chemerina. Este kit foi selecionado devido a sua
sensibilidade que detecta a presenca da chemerina na faixa de 78pg/ml até
5000pg/ml. Foi utilizada uma placa de poliestireno com 96 pocos , tratadas para
proporcionar alta capacidade de ligacdo do anticorpo (Thermo Scientific Pierce®

Clear 96-Well Microplates) especial para este ensaio.

A figura 16 mostra o desenho de distribuicdo das solu¢cbes padrdo em duplicata e

das amostras teste em uma Unica replicata , realizado 24 hr antes do ensaio.
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Column 3: Experiment 5 (11th.Nov) = CT/ DMSO/ GB30/ GB6 / AV 250/ AV 50

Columns: Experiment 3 (26th.Oct) PLT#2 = CT1 / CT2 / ACM 250 / ACM 50 / AV 250/ AV 50
4- 6 PLT#3 = CT1/ CT2 / DMSOL/ DMSO2/ VIT.DL fWVIT.D2
PLT#4 < CT1/CT2/ ETOH1/ETOH2/BST 16 / BST8

Columns: Experiment 4 (06th.Nov) PLT#1 = CT / DMSO,/ GB30/ GBE / AV 250/ AV 50
7-8 PLT#2 = CT/ ETOH/BST 16 / BST 8/ ACM 250 / ACM 50

Columns : Experiment 7 (18th.Nov) PLT#1 = CT / DMSO/ GB30,/ GB6 / ATRA/ VIT.D

9-10 PLT#2 = CT / DMSO/ ALA 100/ ALA 20/ ALB 250/ ALB 50
e it 4y
[

¢r _1‘|.r ¢ _‘}'-é 49 _¢ ‘T (12th.Mov] PLT#2 = CT/DMSO JETOH /BST 16 / BST 8/ ATRA
PLT#3 > CT / DMSO/ ALA 100/ ALA 20/ ALB 250/ ALB 50
G %.A.;.;.A.,. » J DNISOF ALA 1001 ALA 20/ L8 250/

(20th. Nov) = CT1 /CT2 JACM 250 fACM 50
(23rd.Nov) = Vit.D 48hr / VIT.D 72hr
Wells H5 - H7: Experiment 9 (2nd.Dec) = CT/ DMSO/ VIT.D

(19th.Nov) BLT#2 = CT / DMSO/ ALA 100/ ALA 20/ ALB 250/ ALS 50
PLT#1=> CT/DMSO/ GB30/ GBE / ATRA

Figura 16: Desenho da placa do ensaio de ELISA. Distribuigdo das sol.padréo de chemerina em
duplicata e das amostras teste em uma Unica replicata acompanhado da legenda das cores
indicando 3 experimentos independentes

e 1-21 por pogo;

e A seguir, 50uL das solu¢cdes padrdo e dos controles foram adicionados, a
placa lacrada e incubada por 2 horas a temp. ambiente em agitador orbital a
500Um volume de 150uL dos sobrenadantes da amostra foi pipetado
seguindo a distribuicdo correta das amostras. Apos a pipetagem, a placa foi

armazenada em freezer -80°C;

e No 2°dia do ensaio foram preparadas as solu¢gdes padrdo, as solugcdes
tampdo, controles e os reagentes. Apds descongelamento total das amostras
foram retirados 100uL de cada poc¢o e adicionados 100uL da solugéo diluente
RD RPM;

e ApOs o periodo os pogos foram aspirados e lavados 4x com solu¢do tampéao
(100uL cada). Na ultima limpeza para retirada do tampéo a placa foi invertida

e seca em papel toalha;

e 200uL do conjugado de chemerina foram adicionados a cada pogo, a placa foi
novamente lacrada e incubada por 1 hora a temp. ambiente em agitador
orbital & 500 RPM;
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e Repetiu-se os passo da aspiracéo e das lavagens;

e 200uL da solucéo substrato foram adicionados aos pocos e a placa incubada

por 30 min a temp. ambiente protegida da luz;

e Desenvolveu-se cor azul que foi modificada para cor amarela quando

adicionou-se 50 uL por poco de solucéo de parada. (Figura 17);

e O ensaio ELISA foi realizado mediante a instrugcdo do fabricante (R&D
System) e e apdés 30min. a placa foi lida em espectrofotbmetro, em dois
comprimentos de onda: 450 nm e 570 nm. Este dltimo para corrigir as

imperfeicdes oticas da placa e deve ser subtraido da leitura em 450nm.

Figura 17: Leitura do ensaio de ELISA. Identificagdo de chemerina em sobrenadante de cultura
primaria de fibroblastos dérmicos humanos apés tratamento quimico. Reacgéo colorimétrica em
azul que é interrompida pela solucdo de parada originando cor amarela. A Leitura
espectrofotométrica em dois comprimentos de onda: 450 e 570nm.

3.2.3.5 Detecao de quimiocinas e citocinas

3.2.3.5.1 Citometria de Fluxo

ApOs 24 horas de tratamento com 0s compostos quimicos da planta Aloe vera, 1ml
dos sobrenadantes celulares foram recolhidos, centrifugados por 3 minutos a 2500
RPM / 23°C, armazenados em microtubos rotulados a -20°C. Para investigar
citocinas e quimiocinas potencialmente secretadas no sobrenadante de fibroblastos
dermais primarios foram utilizados os kits para quimiocinas humanas MCP-1/CCL2,
MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4, MIG/CXCL9, G-CSF (Human Chemokine 6plex -
Bender Med Systems / Austria); para citocina humana IL-6 (BD OptEIA® human IL-
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6 ELISA kit, BD Systems/USA) e para a quimiciona RANTES/ CCL5 (BD OptEIA®
human RANTES ELISA kit, BD Systems/USA).

O “lay-out” de distribuicdo das solugbes padrdo em duplicata e das amostras teste
em uma unica replicata foi realizado 24 horas antes do ensaio conforme mostra

figura 16. Apenas as amostras teste (150uL) foram pipetadas para 0s pogos.
As placas foram armazenadas, seladas e rotuladas em freezer -80°C.

No 2° dia do experimento, foram rotulados 96 tubos falcon de 5ml (BD Systems),
préprios citometria, seguindo a posicdo de distribuicdo das amostras na placa

previamente preparada.

e Preparou-se 0 tampdo, o0 conjugado de biotina, a mistura de esferas

marcadas (“beads”) e os padrdes conforme indica o kit do fabricante;

e Um volume de 100uL da solugdo tampé&o multiplex foi pipetada a cada um dos

96 pocos apos total descongelamento da placa. Homogenizou-se mistura;

e A placa foi incubada por 30minutos a 4°C e em seguida 200uL da solucao séo
retransferidos da placa para cada um dos tubos rotulados conforme poco

referéncia.

Para o preparo dos tubos padrdo foi seguido o manual do fabricante. Por ultimo
adicionou-se 500ul do tampé&o e feita a leitura em citbmetro FACS Canto Il Becton
Dickinson® / USA). As esferas contendo o0s anticorpos marcados possuem
caracteristicas que permitem suas leituras individuais dentre até 20 diferentes
analitos em um Unico canal do citbmetro (690nm) conforme mostam os histogramas
dafigura 18 (A-B):
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(A)
_ (B)

Figura 18; Histogramas da citometria de fluxo: (A) Tamanhos das esferas A = 5,5um e B =
4,4um ao serem lidas no citdbmetro; (B) : Histograma dos diferentes Intensidades do
Fluorocromo interno (Ficoeritrina = PE) por analito marcado

Assim a marcacao com um unico Fluorocromo (Streptavidina — Ficoeritrina) permitiu

a identificagéo dos seguintes anticorpos conforme mostra a tabela 8 :

Tabela 8: Especificacdo dos anticorpos utilizados para deteccdo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias por citometria de fluxo utilizando a Streptavidina — Ficoeritrina como Unico
fluorocromo

Especificidade do Populacdo Clonalidade

Anticorpo de esferas
h G-CSF All Monoclonal
h IL-8 A10 Policlonal
h IL-6 (BD OptEIA nd Monoclonal
(BD Systems/USA)
h MCP-1 A7 Monoclonal
h RANTES/ CCL5 nd Monoclonal
(BD OptEIA® (BD
Systems/USA
h MIG B4 Monoclonal
h MIP-1a A9 Policlonal
h MIP-113 A5 Policlonal

Os anticorpos marcados foram analisados utilizando um programa FACScan
(Becton&Dickinson) e o programa da software Cell Quest.
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3.2.3.6 Repeticdo do Ensaio de imunoadsorc¢éao ligado a enzima (ELISA) em

sobrenadante celular

Apo6s 24 horas de tratamento com os compostos quimicos da planta Aloe vera, 1ml
dos sobrenadantes celulares foram recolhidos, centrifugados por 3 minutos a 2500
RPM / 23°C, armazenados em microtubos rotulados a -20°C. Para investigar a
potencial secrecdo da quimiocina humana CXCL12 ou SDF-1(Fator 1 Estromal
derivado de célula) foi utilizado o kit DuoSet® (ELISA R&D Systems/USA) e o
anticorpo humano da Chemerina (Quantikine® ELISA R&D Systems/USA).

Este kit foi selecionado devido a sua sensibilidade que detecta a presenca da
CXCL12 na faixa de 31,3pg/ml até 2000pg/ml.

O protocolo seguido foi de acordo com o manual do fabricante.

A placa com os sobrenadantes acompanharam o mesmo “lay out” de distribuicao
das amostras do ensaio com a chemerina e ndo necessitaram ser diluidos. Foi
utilizada uma placa de poliestireno com 96 pocos, tratadas para proporcionar alta
capacidade de ligagdo do anticorpo (Thermo Scientific Pierce® Clear 96-Well
Microplates) especial para este ensaio. As amostras foram distribuidas na placa no

dia anterior ao ensaio que foi conduzido conforme a seguir:

e Os passos de cobertura Cobertura ou “coating” da placa com solugéo tampao
recentemente preparada (passo limitante);as lavagens , o bloqueio com
solucdo de BSA 0,1% em PBs recém preparados, adicdo da solugcao
substrato e da solucéo de parada foram conduzidos conforme as instrucdes

do fabricante;

e Segundo as instrucbes do fabricante (R&D System) a placa foi lida
imediatamente em espectrofotdmetro utilizando dois comprimentos de onda:
450 nm e 570 nm. Este ultimo para corrigir as imperfeicdes Oticas da placa e

deve ser subtraido da leitura em 450nm.
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3.2.4 Anédlise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizados os valores de média e desvio padréo
(= SD). A comparagao entre grupos no ensaio de cicatrizagao foi realizada através
do teste estatistico ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni. Os
demais experimentos utilizaram o teste ANOVA de uma via seguido do teste de
Tukey. Um p<0,05 foi considerado estatisticamente significante e um p<0,01 foi

considerado altamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelo in vivo

4.1.1 Aspectos macroscopicos da pele do dorso do modelo murino

semelhante ao fend6tipo psoriasico em humanos

ApOs a inducédo da psoriase segundo o protocolo do modelo experimental que utiliza
o imunomodulador imiquimode (IMQ) as seguintes imagens foram obtidas apds o 5°

dia (120horas) de tratamento topico do dorso dos animais (figura 19 A-F).

(A-B) Grupo controle - betamesona
dipropionato 0,05%;

(C-D) Grupo Aloe vera 200:1 creme a
70%;

(E-F) Grupo tratado somente com a
aplicagédo topica do IMQ creme 5%

Figura 19: Imagens feitas nas primeiras 24 hr apés a depilagdo de todos os animais e ap6s 120 hr de
tratamento vespertino com IMQ 80mg (exceto G2) e matutino com as substancias investigadas, o
controle betametasona e o grupo néo tratado conforme descrito na tabela 11.

Fonte: fotos do autor.

Esperava-se que o grupo tratado somente com o imiquimode desenvolvesse uma
hiperqueratose mais severa (Grupo 2). Ao contrario, em todos os animais deste
grupo, este efeito foi praticamente nulo. Durante os preparativos técnicos, prévio ao

experimento oficial, 0 mesmo procedimento com o imiquimode sobre o dorso de
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camundongos elicitou uma resposta mais pronunciada em relacdo ao efeito
hiperqueratético. Por ndo dispor de um numero maior de animais utilizamos o0s
dados do experimento oficial onde o efeito adverso da hiperqueratose causado pelo

uso topico do imiquimode n&o se manifestou no grupo esperado (Grupo 2).

Os efeitos adversos observados apds a aplicacdo topica de IMQ 5% em seres
humanos levam em conta uma extensao relativamente baixa da absorcéo topica de
doses do farmaco estimada em menos de 0,6% em qualquer individuo. Este indice
foi medido através do nivel de extensdo de recuperagdo urinéria do imiquimod e
seus metabdlitos como método de avaliagao da biodisponibilidade apds o uso tdpico
do farmaco (HARRISON et al., 2004) . A baixa absor¢cdo percutanea do farmaco em
pele de camundongo somada a outros fatores desconhecidos pode ter também
contribuido para ndo observacédo da esperada hiperqueratose nos animais tratados

somente com o Imiquimode.

O Grupo 1 tratado com aloe vera ext concentrado 200:1 em creme 70%,
desenvolveu, inesperadamente alguns sinais de hiperqueratose. Infere-se que o
creme com O extrato concentrado a 70% nao suplantou o efeito adverso
parcialmente elicitado pelo imiqguimode quando comparado ao tratamento padréao
com betametasona (G0). E importante considerar que o produto utilizado foi um
preparado magistral, podendo este ter também corroborado para a elicitacdo do
efeito hiperqueratético. Varios fatores inerentes a formulagdo tais como: a correta
concentracdo (70%) do extrato AVFDE incorporado no creme; os tipos e
concentracfes de coadjuvantes farmacotécnicos utilizados no preparo da férmula; a
estabilidade do ativo durante os dias da aplicacdo ( tonalidade marrom clara inicial
gue sofre uma leve alteragcdo com o passar dos dias); ou ainda a soma deste e de

outros fatores podem também ter influenciado na eficacia do produto manipulado.

A hiperqueratose parcial pode ainda ter sido causada por um tipo de irritagcdo
dérmica causada pela elevada concentracdo do extrato concentrado em creme
guando aplicado em camundongos. Isto porque durante o experimento, observou-se
gue logo apoés a aplicacéo topica do creme a 70% os camundongos demonstravam
reacOes de desconforto, emitindo sons e fazendo pequenas corridas nos momentos

iniciais da aplicacdo do creme. No artigo usado como referéncia, Choonhakarn et al.
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(2010) obteve sucesso ao comparar o uso tépico da triamcinolona 0,1% (corticoide
de alta poténcia, um nivel abaixo da betametasona dipropionato 0,05%). e o creme
com extrato mucilaginoso a 70% em pacientes humanos. Logo, considerando que o
extrato utilizado no presente experimento era do tipo concentrado 200:1 e que este
foi aplicado sobre o dorso de camundongos, é também possivel que os efeitos
irritativos tenham sido causados pela alta concentracdo dos fitoativos contidos no

extrato concentrado 200:1 de Aloe vera.

J& o Grupo 0, controle positivo (doengca ndo manifesta) tratado com betametasona
dipropionato 0,05%, resultou um efeito esperado de ndo manifestacdo da doenca, ja
gue o corticéide de alta poténcia utlizado (12 escolha nos tratamentos de psoriase
leve a moderada), inibe os efeitos adversos hiperqueratéticos semelhantes a
psoriase causados pelo imiquimode. Mesmo assim, sugere-se a repeticdo do
experimento com a adicdo de mais um grupo tratado somente com creme base
lanete®, para que os efeitos nulos (ndo manifestacdo da doengca) sejam

devidamente comparados.

As figuras 20(A-B) mostram aspectos semelhantes da hiperqueratose humana em
psoriase palmar e a hiperqueratose sucitada no modelo murino IMQ induzida

durante o experimento.(Grupo 1, camundongo 1, 5°dia do experimento).

O efeito de pele “enrrugada” observado em um dos grupos de animais sugere uma
hiperproliferacdo causada pelo efeito adverso do farmaco IMQ. In Vivo, este efeito
sobre os queratinécitos , leva a producdo de varias citocinas pro-inflamatorias.,
dentre as quais o0 TNFa que € o alvo terapéutico mais visado no tratamento das

manifestac6es moderadas a severas da psoriase
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Figura 20: (A) Animal com descamacédo da pele apds 5°dia de tratamento (B) hiperqueratose e
descamacao tipica da psoriase palmar humana. Fonte: Camundongos No.1 / G1 (Aloe vera ext
conc. 200:1 creme & 70%), foto n°256 do autor.Psoriase palmar URL:
http://www.adrianaschmidt.com/kb/index.php?a=55

4.1.2 A atividade bioenziméatica de neutrofilos medida em pele imiquimode
(IMQ) induzida do dorso do modelo murino com fendtipo semelhante a

psoriase

Conforme pode ser observado na figura 21, o grupo zero (GO) tratado com um
dipropionato de betametasona 0,05% apresentou niveis de atividade da MPO mais
reduzidos quando comparado ao controle (G2) sem tratamento farmacolégico exceto
a aplicacdo tépica do IMQ. Este efeito era esperado pois a betametasona é um
corticoide de alta poténcia, classificado como primeira escolha nos tratamentos de
psoriase leve a moderada. A néo significancia estatistica do experimento pode ser

advinda do numero amostral pequeno.

J& o tratamento com o creme a 70% do extrato concentrado 200:1 de Aloe vera
liofolizada em p6 (G1) mostrou um resultado que surpreendeu em relacao a reducéao
observada dos niveis de MPO. A queda na expressdo da MPO foi menor que o
grupo controle (G2) e ainda mais acentuada no grupo tratado com o corticoide. (GO0).
Interessante que o efeito observado macroscopicamente (fenétipo de hiperqueratose
moderada) ndo acompanhou coerentemente os achados de reducdo da atividade

neutrofilica da MPO que é proporcional a “inflamagao” provocada no local.


http://www.adrianaschmidt.com/kb/index.php?a=55
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O ensaio utilizou tecidos biopsados do modelo experimental e os resultados
sugerem uma tipica resposta imune imediata ligada a presenca migratoria
neutrofilica e sua consequente atividade enzimatica (MPO). Para reforcar esta
afirmativa, seria fundamental a confecgéao de laminas histologicas, avaliadas por pelo
menos dois patologistas experientes para verificar a presenca ou nao de neutrofilos
e/ou outros imundcitos do tipo macréfagos que também secretam MPO. Além da
presenca poderia-se avaliar a concentracdo dos mesmos no sitio induzido a

inflamacéo.

A enzima mieloperoxidase (MPO) é contida em abundancia nos granulos azurdfilos
dos neutrdfilos (10-25% do sangue periférico murino). A enzima é secretada pelos
neutréfilos como 12 barreira imunoldgica a invasao de patdbgenos ou na resposta a
algum estimulo inflamatério. A enzima pode ser também secretada por algumas
populacdes de macrofagos que, juntamente com os neutrofilos e mondcitos,
respondem pela imunovigilancia primaria da pele contra potenciais estimulos
agressores. ( MCMILLEN; TIMOTHY et al., 2005).

A estrutura geral do sistema imune de espécies murino e humanos €& bastante
semelhante. No entanto, o sangue humano é rico em neutréfilos (50 -70% de
neutréfilos, 30 -50% linfocitos) enquanto o sangue murino tem uma forte
preponderancia de linfocitos (linfocitos 75-90%, +10%-25% neutrofilos). (MESTAS;
HUGHES, 2004; BOXIO et al., 2004; LAU et al., 2005).

Na psoriase, a presenca de neutréfilos € marca registrada dos estagios iniciais da
doenca. Quando os neutrdéfilos estdo presentes na regido da papila dérmica, proximo
aos microvasos, originam o sinal de Auspitz (pequenas hemorragias pontuais) que
prenunciam a emigracdo destas células para a camada epidérmica formando, na
porcdo intracOrnea, uma achado histologico tipico da psoriase chamado
microabscesso de Munro. Esta emigracdo dos PMN a partir dos vasos na derme é
regulada por citocinas inatas, tais como o fator de necrose tumoral (TNFa), que
induz a expressdo de moléculas de adesdo de ligagdo dos PMN através da
estimulacdo de células endoteliais expressoras do receptor TNF-1.
(CHRISTOPHERS, 2014).



78

Atividade Mieloperoxidase (MPO)
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Figura 21: Gréfico dos niveis de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) medida cineticamente
em espectrofotbmetro de duplo feixe utilizando amostras de pele de camundongos do grupo tratado
com Aloe vera extrato conc.200:1 em creme a 70% (G1), ndo tratado (G2) e tratado com
betametasona dipropionato 0,05% em creme como controle positivo (G0). Todos os grupos foram
previamente tratados com imiquimode, induzindo o fenétipo semelhante a psoriase em todos os
animais em investigacéao.

Fonte: Dados do autor.

4.2 Modelo in vitro

A falta de modelos experimentais In Vitro cientificamente testados e aceitos, de facil
reprodutibilidade para o estudo dos processos fisiopatologicos e celulares em torno
da psoriase, direcionou a escolha dos modelos celulares em monocamada
selecionados neste estudo. (BARKER et al.,, 2004; JEAN; POULIOT, 2010;
PRIGNAMO et al.,, 2015). Embora o modelo reproduza apenas uma parte do
microambiente tridimensional da pele, o estudo selecionou desenhos experimentais
gue mimetizam eventos fisiopatolégicos e celulares presentes na psoriase, dentre
eles: o processo cicatricial (fase de remissdo da doenca) usando queratindcitos
humanos imortalizados (células do tipo HaCat); e a inflamacao através da avaliacéo
do nivel de expressdo da chemerina, proteina pré-inflamatéria presente na fase
inicial da psoriase, sintetizada por fibroblastos dermais primarios.(ALBANESI et al.,
2009).

Para elucidar eventos implicados no controle do crescimento epitelial e diferen-

ciacdo celular, queratindcitos humanos normais (NHK) cultivados em meio
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adequado, fornecem um sistema experimental ideal. Mas a sua utilizacdo pode ser
limitada pelas complexidades envolvidas na sua recuperacao de doadores, cultivo e
namero limitado de passagens. Para excluir estes problemas, a linhagem celular de
gueratinécitos humanos espontaneamente imortalizados do tipo HaCaT é
frequentemente utilizada como um modelo para o estudo de funcdes de
gueratindcitos. (MICALLEF et al., 2009).

A hipotese para a “imortalidade” das HaCaT (Ha = human adult, Ca = calcium, T =
temperature) deve-se supostamente a uma ac¢do conjunta das mutacdes dos alelos
do gene TP53 (tipicas das muta¢des induzidas pela radiacdo U.V.), supressor de
tumores envolvidos na reparacdo de DNA , nas condi¢cbes de cultivo de longa
duracdo de queratindcitos de pele humanas normais sob reduzidas concentracdes
de célcio e elevadas temperaturas da cultura, induzindo assim alteracdes genéticas
acumuladas (BOUKAMP et al.,1988).

4.2.1 Avaliacdo da capacidade cicatricional em cultura de células humanas
gueratinociticas imortalizadas (linhagens HaCat) apd6s tratamento com Aloe
vera extrato seco pO concentrado liofilizado 200:1 em diferentes
concentracdes

~ 0

O tipico ensaio do “arranhao” estima o tempo de “cura” da ferida (arranhadura), onde
uma "lacuna" deliberadamente feita pelo pesquisador sobre uma monocamada de
cultura de células mimetiza o dano celular. A migracdo celular e o crescimento em
direcdo ao centro do espagco sdo monitoradas frequente e quantitativamente. Os
fatores que alteram a motilidade e / ou proliferacdo das células pode levar a taxa de
aumento ou diminuicdo da "cura" do hiato em monocamada celular. (CHUN-CHI

LIANG; ANN Y PARK; JUN-LIN GUAN, 2007; YANLING CHEN, 2011).

As imagens dos “gaps” mostrados nas figuras 22 e 23 registram a fenda (“gap”) feita
na monocamada da cultura de células imortalizadas de queratinocitos (HaCat) nos
momentos “Zero” hora e proximo ao final do experimento (222 hora) que é marcado
pelo fechamento total de um dos poc¢os. Foram testadas 5 diferentes concentracdes
de extrato de Aloe vera conc.200:1 p6 liofilizado (AVFDE).
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O resultado esperado era observar que o extrato, em alguma de suas concentragdes
fosse apresentar um potencial cicatricial (fechamento da fenda ou “arranhao”
artificialmente feito) maior que as células nédo tratadas. Embora isto ndo tenha
ocorrido, na figura 24 foi possivel identificar diferengas estatisticamente significativas
guanto a concentracao deste tipo de extrato de aloe vera aparentemente improépria
para uso como cicatrizante. No caso, a concentracdo de 1250ug/ml mostrou-se

inadequada para fins terapéuticos cicatricias com uso deste lote do extrato.

Varios estudos sobre a bioatividade do aloe vera citados na introducdo deste
trabalho aborda o potencial cicatricial de preparacdes a base de seus extratos
mucilaginosos brutos e/ou concentrados utilizando diferentes concentracoes
(MOGHBEL et al., 2007 ; SHAHZAD; AHMED, 2013; XING et al., 2015) , fato que

nao foi comprovado nas condigdes experimentais do presente estudo.

O extrato conc 200:1 de Aloe vera utilizado no experimento deveria ter apresentado
uma atividade cicatricional melhor que o grupo controle, ndo tratado. Embora néo
tenha sido feita uma andlise quantitativa prévia ao experimento, supfe-se que 0
ocorrido deve-se principalmente ao teor minimo de acemannan (= 10%), bioativo
cicatrizante principal, preconizado pelo Conselho de Ciéncia Internacional do Aloe
(IASC) presente no extrato. O IASC estabelece varios critérios qualitativos e
guantitativos para o uso de preparacdes orais e topicas a base de Aloe vera gel e

derivados.

Logo, o resultado negativo obtido neste estudo pode ser reflexo de alguns fatores
inerentes a qualidade do extrato utilizado e / ou a concentracdo de outros
importantes fitocompostos do aloe vera de acao cicatrizante. No laudo do produto de
origem nacional (Unico produtor no Brasil — anexo Ill) ndo ha nenhuma especificagéo
guanto ao teor de acemannan ou qualquer outro fitocomposto em especifico. Este
fato demonstra a necessidade de uma analise quantitativa da substancia, prévia ao
experimento, e também a definicdo de um padrao de qualidade que exija a descricdo
da composicdo das principais substancias ativas contidas no fitoextrato

mucilaginoso, liofilizado ou foliar bruto de Aloe vera.
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Os erros padrdes elevados podem também ser indicativos das limitacdes inerentes a
técnica de execucdo e as restricdes do método em si, ja que o Ensaio do Arranhao
apresenta limitacdes, revistas por Chun-Chi Liang et al. (2007) corroboradas pela

variabilidade do comportamento celular.

Segundo Chun-Chi Liang et al. (2007), o ensaio do Arranhdo € um método facil,
simples, econémico e bem desenvolvido para estudar a migracdo de células In Vitro.
Os padrdes de migracao tanto de popula¢des celulares mais fracamente ligadas (por
exemplo, fibroblastos) ou aquelas que se apresentam em camadas interconectadas
(por exemplo, células epiteliais e endoteliais) apresentam um comportamento

semelhante a sua migracao In Vivo durante o ensaio do Arranhéo.

AVFDE 50ug/ml AVFDE 125ug/ml

Controle Zero hora Zero.hora Zero hora

AVFDE 250ug/ml AVFDE 500ug/ml AVFDE 1250ug/ml
Zero hora Zero hora Zero hora

Figura 22: Ensaio do arranhdo ou Scratch Assay no momento “Zero”. E feita uma abertura ou
gap que mimetiza o dano ou lesédo na “pele” representada pela cultura de celulas imortalizadas
de queratinocitos humanos (HaCat). Cinco concentracBes diferentes do AVFDE s&o testadas
frente a um controle (Tampao PBS).

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X

Outra vantagem deste ensaio é a sua adequacdo especial para o estudo da
regulacdo da migracao das células por interacdo da célula com a matriz extracelular
(ECM) e as interacdes célula-célula. Além disso, o ensaio do Arranhdo é compativel
com microscopia de imagem de células vivas permitindo inclusive a andlise dos

acontecimentos de sinalizagao intracelular. Por exemplo, através da visualizacdo da
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proteina fluorescente verde — GFP- para proteinas marcadas com localizacéo
subcelular ou pela transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia para

interacOes proteina-proteina durante a migracao celular.

Por outro lado, ha uma série de desvantagens e limitaces deste em comparacao
com outros métodos disponiveis. Algumas delas séo:

- O tempo relativamente longo de realizagdo comparado a alguns outros métodos.
S&o necessarios um a dois dias para a formacdo da monocamada de células e, em

seguida, 8-18 h, pelo menos, para a migracdo celular para fechar a arranhadura;

- A quantidade relativamente grande de células e produtos quimicos necessarios
para o ensaio, uma vez que € usualmente executada de uma placa de cultura de

tecido.

Portanto, ndo é um método de escolha se a disponibilidade de células (por exemplo,
células primérias especializadas que sao dificeis de obter em quantidade suficiente)
ou dos produtos quimicos (por exemplo, reagentes caros) forem limitantes. Chun-Chi
Liang et al. (2007) em estudo de revisdo aborda comparativamente o ensaio do

Arranhdo com varios outros métodos.

AVFDE 50ug/ml AVFDE 125ug/ml
Controle 22° hora 22° hora 22° hora

AVFDE 250ug/ml AVFDE 500ug/ml AVFDE 1250ug/mi
22° hora 22° hora 22° hora

Figura 23: Ensaio do arranh&o ou Scratch Assay no momento “22°. hora”; tempo decorrido
para que haja o fechamento ou “cicatrizagao” da ferida (e.g. gap) feita na monocamada de
cultura de celulas imortalizadas de queratinocitos humanos (HaCat). Cinco concentracdes
diferentes do AVFDE séo testadas frente a um controle (Tampéo PBS)

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X
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Células HaCat tratados com extrato de Aloe vera
conc 1:200 po liofilizado (AVFDE)
100+ 1
< 90 B AVFDE 0 ug/ml
S5 80 [ I AVFDE 50 ug/ml
2§ 704 M AVFDE 125 ug/ml
&2 604 ey —*— [ AVFDE 250 ug/ml
©3 —*—
§g 501 B B AVFDE 500 ug/ml
2o 409 ] AVFDE 1250 ug/ml
g2 30
Q ®©
5 207
2 104
o. - - -
RN N . A
Tempo (hr)

Figura 24: Grafico do comportamento das células queratinociticas quanto a capacidade de
proliferagdo ou migragcao ao longo do tempo apds sofrerem uma lesao representada pelo “gap” ou
ferida artificialmente feita sobre a monocamada de células queratinociticas humanas do tipo HaCat.
As concentracBes sdo dadas em ug/ml de Aloe vera extrato conc 200:1 dissolvido em tampéao
fosfato. Para analise estatistica, foi utlizada a ANOVA de duas vias com p<0,05 (*) e p< 0,01(**)
associado ao teste post hoc de Bonferroni. Os dados estatisticos foram obtidos a partir do Prisma
Graph V.5.01. Resultados obtidos ap8s quatro experimentos independentes em duplicata.

Outra informacé&o obtida e utilizada a partir dos resultados do ensaio do arranh&o
dizem respeito as concentracdes selecionadas para a continuidade dos
experimentos In Vitro realizados neste estudo. Mesmo nao demonstrando um
resultado estatisticamente significante em relacdo ao controle (Zero ug/ml), as
concentracdes de 50ug/ml e 250ug/ml do AVFDE apresentaram um comportamento
estatisticamente significante em relacdo ao efeito de né&o cicatrizagcdo (AVFDE
1250ug/ml). Teoricamente, e segundo os padrdes do 6rgéo regulador (IASC), caso
estas duas concentracfes mais baixas de AVFDE estivessem dentro do teor minimo
de > 10% de Acemannan (ACM), elas seriam equivalentes a +5ug/ml (AVFDE
50ug/ml) e +25 ug/ml (AVFDE 250ug/ml) do polissacarideo respectivamente.
Conforme podera ser visto mais adiante, utilizamos o Acemannan puro em escala
10X superior a estas supostas doses iniciais contidas no AVFDE, ou seja ACM

50ug/ml e ACM 250ug/ml. O ideal seria a realizacdo de um experimento dose
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dependente e curso temporal, no entanto esbarramos no custo do reagente (AU$

1.000/ grama) como um fator limitante para cumprir esta etapa do projeto.

4.2.2 Expresséao do perfil de citocinas proinflamatorias em sobrenadante de
cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com Aloe vera extrato seco po

concentrado liofilizado 200:1 (AVFDE) em diferentes concentracdes

Na figura 25 é possivel observar que Aloe vera extrato concentrado 200:1 em poé
liofilizado (AVFDE) ndo demonstrou efeito significativo sobre os niveis de expressao

da IL-6 em nenhuma das concentragdes selecionadas.

Expressséo de IL-6 em hDF tratatas
com Aloe vera ext. conc. 200:1 (AVFDE)

120+

—~Q @@ CONTROLE (Meio)
e
< < 1004 =3 AVFDE 50ug/ml
© c
48 80- 3 AVFDE 250ug/ml
3 8
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Figura 25: Nivel percentual da expressao de IL-6 em Fibroblastos dermais humanos (hDF) apos
24 horas de incubacdo e tratamento com AVFDE 50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA) Resultados
obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. p<0,05; one-way ANOVA. e
teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01

Ja os niveis de expressdo da IL-8 mostraram-se significativamente aumentados
apos estimulo com aloe vera extrato liofilizado p6 concentrado 200:1 (AVFDE)
250ug/ml conforme mostra a figura 26. Esta citocina, leva ao recrutamento

neutrofilico conforme observado por Larsen et al. (1989).
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Expresssao de IL-8 em hDF tratatas
com Aloe vera liofilizada p6 conc. 200:1 (AVFDE)
1401
@@ CONTROLE (Meio Cult)
3 AVFDE 50ug/ml
@8 AVFDE 250ug/ml

|

Expresséao de IL-8 (%)
em relagdo ao controle
(o2}
o
1

Figura 26: Nivel percentual da expressao de IL-8 em Fibroblastos dermais humanos (hDF) ap6s
24 horas de incubacdo e tratamento com aloe vera extrato liofilizado p6d concentrado 200:1
(AVFDE) 50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés
experimentos independentes. p<0,05 (0.0229); one-way ANOVA. e teste post hoc de Bonferroni.

Na pele, as quimiocinas séo secretadas tanto pelas células residentes, tais como 0s
gueratinocitos, melandcitos, fibroblastos, células dendriticas e mastécitos, bem como
por células infiltradas -. Linfécitos, eosinéfilos e monécitos (COMMINS et al., 2010;
SINGH et al.,, 2013; NEDOSZYTKO et al.,, 2014). As citocinas selecionadas no
presente estudo representam algumas destas proteinas sinalizadoras secretadas
guer constitutivamente por fibroblastos dérmicos ou induzidas por fatores externos a

célula.

Os fibroblastos, por sua vez, sao tipos celulares onipresentes, responsaveis
primariamente pela deposicdo e degradacdo da matriz extracelular. Estas células
sdo consideradas bastante heterogéneas e contribuem para a especificidade
tecidual das reacdes inflamatorias. Sua proximidade com as células do sistema
imune nos tecidos conectivos e linfoides faz com que respostas imunes normais e
especialmente as crénicas, desencadém a proliferacdo fibroblastica e consequente
aumento de producdo da matriz celular gue acompanha os processos biolégicos da
cicatrizacdo. (APTE, 1995).

Fibroblastos dermais, sinoviais, de origem linfonddica e demais tecidos, respondem,

em alguma extensao, distintamente a estimulos semelhantes provocados por



86

indutores proé-inflamatorios tais como TNF-a ou IFN-y. Este comportamento mostra-
se biologicamente relevante quando observado que o TNF-a, por exemplo pode
induzir a secrecdo de diferentes padrdes e quantidades de citocinas tais como a
CCL-2 (MCP-1), IL-6 e IL-8 em tipos distintos de fibroblastos. Portanto, o0s
fibroblastos sdo suscetiveis de desempenhar um papel ativo na persisténcia de
reacdes inflamatorias crénicas dependendo das condi¢cdes do microambiente celular
no qual ele esta inserido. (APTE, 1995; PARSONAGE et al., 2003; OUWEHAND et
al., 2008; LINDNER et al., 2012; PIOTROWSKA et al., 2016). Como exemplo de
algumas citocinas e quimiocinas que podem ser secretadas constitutivamente pelos
fibroblastos pode-se citar a IL-6, IL-8, a enzima COX,, PGE;, CCL-2, CCL-5
(RANTES), as MMP-1,-3,-9, CXCL12 (SDF-1), (LARSEN et al., 1989; OUWEHAND
et al., 2010; SAALBACH et al., 2009).

IL-8 ou CXCL-8 é um membro da familia CXC de quimiocinas que foi primeiramente
identificada como o maior fator ativador e quimiotatil para neutréfilos. IL-8 € um
mediador do recrutamento e ativacdo de leucdcitos polimorfonucleares humanos

com papel também no recrutamento de linfécitos T e células T “natural killers” (NK).

Esta citocina interage com seus receptores CXCR1 e CXCR?2 elicitando uma cascata
de eventos pré-inflamatérios incluindo o aumento na expressao do receptor de
adeséo celular CD11b/CD18 (antigeno 1 de macrofagos) nos neutrofilos; aumento
da adeséo de leucdcitos a células endoteliais humanas; quimiotaxia e degranulacéo
de neutrdfilos ;e indugdo a angiogénese. CXCL8 tem um grande espectro de
atividades biol6gicas, atuando de forma central sobre muitos processos
fisiopatolégicos tais como psoriase, artrite reumatoide, colite ulcerativa, fibrose
cistica, lesdo isquémica e choque séptico. (HOUIMEL; MAZZUCCHELLI L, 2009)

O resultado mostrado na figura 26 sugere que outras substancias ativas contidas no
AVFDE, além do possivel efeito imunomodulador provocado pelo acemannan
contribuem para o aumento da secrecao de IL-8 em fibroblastos dermais. Isto porque
o AVFDE utilizado no experimento ndo declara o teor minimo de acemannan > 10%
(anexo 1llI) conforme preconiza os “guidelines” do Conselho Internacional de Ciéncia
do Aloe vera (IASC). Caso contivesse, poderiamos considerar que AVFDE 250ug/ml

equivaleria a 25ug/ml de ACM no extrato concentrado (AHP, 2012). Desta forma,
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esta concentracdo isoladamente néo seria suficiente para elicitar um aumento na
expressao do IL-8 pois o resultado mostrado mais adiante neste estudo demonstra
gue apenas concentracdes de 250ug/ml de ACM puro foram capazes de causar um
aumento da expressao de IL-8 em sobrenadante de cultura de fibroblastos dermais.

A seguir, a figura 27 mostra um grafico onde a Aloe vera extrato concentrado 200:1 a
50ug/ml provocou uma reducdo altamente significativa na expressdao de MCP-1

pelos fibroblastos dermais humanos (hDF).

A maioria das quimiocinas produzidas no corpo humano pertence ao grupo das
guimiocinas inflamatérias que tem como importantes representantes a CCL2 (MCP-
1), CCL5 (RANTES) e a CCL11 (Eotaxina). Estas proteinas séo produzidas de modo
induzivel por muitos tecidos e muitos leucécitos infiltrantes em resposta a toxinas
bacterianas e ap0s a ativagao de citocinas pr6 inflamatérias chave como as IL-1,
TNFs e os IFNs.

Expresssédo de MCP-1 em hDF
tratatas com Aloe vera liofilizada em
po6 conc. 200:1 (AVFDE)
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Figura 27: Nivel percentual da expressdo de MCP-1 em Fibroblastos dermais humanos (hDF)
ap6s 24 horas de incubacéo e tratamento com Aloe vera liofilizada em p6 conc. 200:1 (AVFDE)
50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos
independentes. p<0,0001; one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01

A principal funcdo das quimiocinas inflamatérias é regular o recrutamento dos

leucécitos para os locais da inflamacdo ou infeccdo de modo a proporcionar a
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defesa do hospedeiro. Uma extensa revisédo de literatura abordando a expresséo de
citocinas e quimiocinas em fluidos corporais e teciduais durante procedimentos
cirdrgicos, nos episodios inflamatérios croénicos e agudos, tem demonstrado que
ligantes para receptores de monocitos, DCs, NKs e Thl dos tipos CCR1 (CCL4),
CCR2 (MCP-1), CCR5 (CCL3 e CCL5), e CXCR3 (CXCL9-11) séo distribuidos de
forma ubiqua nas inflamagcdes cronicas enquanto na inflamacdo aguda as
qguimiocinas ligantes de receptores de neutrdfilos ativados e células T do tipo CXCR1
(CXCL1-3; CXCL5-8) e CXCR2 (CXCL-6;-8) dominam o microambiente celular.
(NEDOSZYTKO et al., 2014).

A proteina 1 quimioatratora de mondécito (MCP-1) tem sido identificada como uma
das maiores responsaveis pelo recrutamento de mondcitos e células T durante as
condic¢des inflamatdrias incluindo a psoriase. A MCP-1 é secretada por varias células
incluindo os macrofagos, queratindcitos e fibroblastos. Sua concentracdo é
aumentada pela presenca de TNF-a , citocina chave na patogénese da psoriase.
Uma alta expressdo de MCP-1 em lesdes psoriasicas ja foi detectada por Gillitzer et
al. (1993) e Deleuran et al. (1996) e uma alta expressao do seu receptor CCR2 em
monadcitos e macrofagos de pacientes com psoriase foram determinados por
Vestergaard et al (2004).

Alias, além destes imundcitos, o receptor CCR2 é também expresso em células T
ativadas, incluindo Th17, células dendriticas imaturas, células NK e células yoT.
(BROMLEY et al., 2013).

Lembo et al. (2013) sugere que a interacdo MCP-1 / CCR2 é crucial para o tréfego
de mondécitos para o interior das lesdes psoriasicas. Adicionalmente, propde a
proteina MCP-1 com um potencial marcador inflamatério local para os pacientes
psoriasicos. Esta, ao ser combinada com outros mediadores e marcadores celulares,
com parametros inflamatorios classicos (ex: hPCR) e com o PASI score, permite a
avaliacdo da severidade da doenca e a eficacia do tratamento com agentes
biologicos anti TNF a , tendo em vista a relagdo direta existente entre os niveis

locais das duas citocinas.
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O efeito observado pode ser benéfico e protetor ao individuo levando a uma reducéo
de um processo inflamatério inicial por deficiéncia no recrutamento de células

monaociticas e demais imundcitos que expressam receptores CCR2.

Uma outra possivel interpretacdo que pode explicar parcialmente a reducdo da
guimiocina MCP-1 pode ser a partir de uma observacéao feita por Distler JHW et al
(2006) que pontuou a inexisténcia constitutiva de receptores CCR2a ou 2b,
receptores D6 e US28 , todos relativos a MCP-1, em fibroblastos dermais normais ou
mesmo quando induzidos por IL-1, IL-4 ou pelo fator derivado de plaquetas (PDGF).
Partindo desta informagdo, e considerando que hDF secreta constitutivamente a
guimiocina MCP-1, o resultado sugere que ap0s a sua secrecao inicial ndo haveria
como manter niveis continuos (“loops”) da proteina via efeito autécrino pois nao
haveria receptores disponiveis nos hDF para a MCP-1. Logo, manteriam-se 0s niveis

basais ou estes reduziriam-se com o passar do tempo.

In Vivo, a MCP-1 secretada atua sobre receptores CCR2 expressos nos tipos
celulares citados anteriormente. Em especial as DCs imaturas, amplificam a
resposta inflamatodria com o recrutamento de linfécitos T e diferenciagédo dos DCs em
seus subtipos (pDcs e DCs dérmicos). Segundo Pivarcsi et al. (2005) a MCP-1,
demonstra atividade quimiotéatica para células T linfociticas de memdéria, mondcitos e
eosindfilos mas ndo para neutréfilos. No entanto, em discordancia com esta
afirmativa, estudos anteriores abordados em revisdo de Futosi et al. (2013) lista o
CCR2 dentre os mais importantes receptores de superficie para quimiocinas
presentes em neutréfilos humanos pertencentes a classe das quimiocinas de

motivos C-C.

Ainda com relacdo ao forte efeito redutor (p<0,0001) do aloe vera extrato
concentrado observado na figura 27, sugere-se que uma acao inibitéria dose
dependente de algum outro biocomposto com acdo imunomoduladora, (&cido

salicilico, alprogen, veracil glucans, dentre outros) pode ter sido elicitada.
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4.2.3 Ensaio de viabilidade celular frente ao tratamento com giberelina em

cultura de fibroblastos primarios dermais humanos (hDF)

Inicialmente, os experimentos In Vitro foram realizados utilizando-se o extrato
concentrado 200:1 do Aloe vera (AVFDE) que representa uma mistura de mais de 75
substancias ativas contidas em um Unico produto. Partiu-se entdo para a
investigacdo de fitocompostos bioativos do aloe vera isoladamente, selecionando-os
a partir de estudos In Vitro e In Vivo previamente publicados com evidéncia sobre
suas bioatividades. O intuito foi testa-los isoladamente utilizando concentragdes em
uma faixa de bioatividade consensual entre os artigos consultados preferencialmente

frente a células humanas e também em modelos murino.

As substancias ativas selecionadas foram categorizadas conforme a classe
fitoquimica e farmacolégica que pertenciam. Foram elas: os fitohormonios
(betasitosterol e giberelina), um polissacarideo (acemannan) e as cromonas

(aloeresina A e B).

Beta-sitosterol (BST) € um dos fitoesterdis mais comuns encontrados naturalmente
em uma grande variedade de plantas e em boas quantidades em leguminosas como
o0 amendoim e sementes oleaginosas tais sementes de gergelim e soja. Este
fitoesterol ndo é sintetizado pelo homem e seu consumo em quantidades de 2g/dia
de fontes naturais tem papel protetor cardiovascular segundo o Comité de Nutricdo
da Associacdo Americana do Coracdo. (LICHTENSTEIN; DECKELBAUM, 2001,
VALERIO; AWAD, 2011).

Trés fitoesterGis de ocorréncia natural, analogos estruturais de colesterol séo
encontradas nas plantas: o [B-sitosterol (65%), o campesterol (30%) e estigmasterol
(3%). (Figura 28).
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beta-sitosterol campesterol stigmasterol

Figura 28.Imagem das estruturas quimicas dos trés principais fitoesterdis encontrados nas
plantas em geral.
Fonte: Saeidnia et al., 2014

Selecionamos as concentragdes de 8uM (3,32ug) e 16uM (6,64ug) de BST para
nossos experimentos com fibroblastos dermais humanos focando principalmente nos
niveis de expressdo de chemerina e das citocinas pro-inflamatérias mensuradas
frente ao tratamento com o AVFDE. Os artigos que deram suporte a selecédo das

concentragdes séo discutidos a seguir.

Betasistosterol (PM 414,7) em concentracbes de 2uM demonstrou efeitos
angiogénicos (MOON et al.,1999) em células endoteliais humanas (HUVEC).

Efeitos imunomoduladores sobre macréfagos murino levando a um efeito redutor da
regulacdo dos fatores de transcricdo pro-inflamatoérios do tipo STAT1 e NF-kB ,ap0s
o estimulo do eixo LPS / TLR4 , foi observado em concentracdes de betasistosteol
variando de 1 a 16uM. (VALERIO et al., 2013).

Tanaka et al. (2015) em estudo recente com um extrato seco padronizado do gel de
Aloe vera tratou fibroblastos dermais humanos com fitoesteréis do tipo cicloartenol
(precursor biosintético do BST) e lofenol, contidos no aloe vera pé concentrado e
demonstrou um aumento dose dependente em nivel de expressdao mRNA de quatro
enzimas chave responsaveis pelo coldgeno (COL1A1 e COL 3A1l) e pelo acido
hialuronico (HAS2 e HAS3) utilizando doses de 0,02 — 2 uM. Estes dados sugerem
gue os estes fitoesterois do Aloe tém a capacidade de melhorar a hidratagdo da pele

através do aumento do teor de HA na matrix extracelular (ECM) dérmica.

Segundo o grupo de Awad e Fink (2000), as concentracfes de betasistosterol (BST)
até 16uM (6,64ug) sdo consideradas de maior potencial de protecdo contra 0s

canceres mais comuns nas sociedades ocidentais, tais como cancer do célon (HT-29
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e HCT116), da mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e da prostata. Baseado nestes
artigos citados e outros, selecionamos as concentracdes de 8uM (3,32ug) e 16uM
(6,64ug) para nossos experimentos com fibroblastos dermais humanos focando

principalmente nos niveis de expressao de chemerina.

O Acemannan, acemanano (ACM) ou Carrysina, principal constituinte bioativo do
Aloe vera € formado por uma molécula de peso molecular aproximado de 80 -
130KDa. Representa a maior fracdo da porcdo carboidrato do gel extraido do
parénquima de reserva. Trata-se de um polisssacarideo que apresenta duas

caracteristicas basicas:

e Sao, na sua maioria, compostos por residuos polimerizados de manose
com um pequeno percentual de glicose conectado por ligacbes

glicosidicas do tipo B-(1,4);

e Sao residuos polimerizados de manose acetilados na segunda (O-2),
terceira (O-3) ou sexta (O-6) posicdo dos atomos de oxigénio, com uma

taxa média de acetilacdo de + 0,78 por residuo de manose.

O “esqueleto” estrutural dos polissacarideos acetilados consistem principalmente de
ligacdes B-(1,4) de manose e glicose em proporcéo equivalente a 15 (Man) : 1 (Gli)

com substituicdes laterais a cada 16 residuos de manose. (AHP, 2012).

Sendo assim, 0 acemannan é um polimero misto de mananas acetiladas com
cadeias de véarias tamanhos conforme mostra a figura 29, tendo em média, cada
manose um grupo acetil em uma das trés posicdes restantes do anel. (NI et al.,
2004).

Foi observado por Jettanacheawchankit et al. (2009) que em concentragdes de 2, 4,
8 e 16 mg/ ml estes polissacarideos induziam significativamente a proliferacéo
celular (p<0.05) em fibroblastos gengivais e nesta mesma faixa de concentracdo

estimulavam significativamente a expresséo de KGF-1, VEGF e colageno tipo I.
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Ainda dentro desta faixa de concentracdo (2mg/ml — 4mg/ml) Jittapiromsak N. et al
(2010) observaram que ACM promove a formacéo de dentina em células primarias
humanas de polpa de dente via proliferacdo, diferenciacdo, formacdo da ECM e

mineralizacao.

(A)
2/3/6-OA¢ 2/3/6-OAc  a-(1,6)-Gal

—[B-14-Man) — [B-1 4-Glc] —[ -1 4-Man] — [B-1.4-Man]__

(B)

Figura 29: Estutura do Acemannan (ACM). (A) estrutra proposta do polisacarideo
acetilado em diferentes posicdes do esqueleto manose:glicose; (B) estrutra quimica do
ACM.

Fonte: Femenia et al., 1999; AHF, 2012

Em um modelo de avaliacdo de resposta imunomoduladora em células dendriticas
imaturas de camundongos, a expressao de IL-12 por ACM em uma faixa de 10-
100ug / ml foi mensurada em comparacédo ao estimulo inflamatério por LPS. ACM
100 ug/ml elicitou forte expressao da IL-12 em comparacao ao controle, medido por
ELISA.(LEE et al., 2001).

Mais recentemente, Xing et al. (2015) demonstrou um efeito acelerador sobre a
cicatrizagcdo e proliferador celular significante, sobre fibroblastos murinos utilizando

concentragcdes de ACM variando entre 100 — 200ug/ml.

Considerando estes e outros estudos e adaptando-os a quantidade de reagente em
estoque, foram selecionadas as concentracdes de 50ug/ml e 250ug/ml de ACM para

conduzir os experimentos que visavam o efeito imunomodulador do ACM.
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O grupo das cromonas, constituido pelas substancias Aloeresina A (ALA) e
Aloeresina B (ALB) ou Aloesina, mostradas na figura 30, pertence a classe das
cromonas C-glicosiladas que, por sua vez, fazem parte do grande grupo dos
constituintes fenolicos juntamente com as antronas, representadas pela aloina A e B
(juntas formam a barbaloina, responsaveis por 10-25% do peso seco do exudato) e
as antraquinonas (aloe emodina). Um numero menor de artigos publicados foi
encontrado envolvendo células humanas. Na falta destes, selecionamos alguns

artigos abordando estudos fitoquimicos In Vitro com células murino.

Lv Liang et al. (2008), utilizou células de neuroblastoma de ratos, durante a triagem
de extratos vegetais de Aloe vera com atividade inibitéria sobre a Enzima Clivadora

1 do local B da proteina precursora da Amildide (BACEL).

”\”,/\ OH
Akieresin A Aloesin (Alaeresin H)

L&)

Figura 30:. Estruturas quimica dos compostos Aloesina ou Aloeresina B (cromona 5-metilo com
um substituinte 8-B-D-glucopiranosilo), e Aloeresina A (cromona 5-metilo com um substituinte 8-
B-D-glucopiranosil-2-O-trans-p-cumarico)

Fonte: Saccu et al., 2001

O grupo descobriu que cromonas, incluindo a ALA e ALB, sdo moderadamente
ativas para inibir de forma potente a B-secretase em concentracdes de 100uM.
BACE1 tem sido reconhecida como um alvo valioso para o tratamento da Doenca de
Alzheimer (AD) e os inibidores de BACE1 promete ser uma classe de farmacoldgica

gue interrompe a doenca ao invés de somente aliviar os sintomas da doenca.

Aloeresin B ou aloesin estimula a proliferacdo de células cultivadas de hepatoma
SK- humano HEP-1 de um modo dependente da dose (0,01 - 100um). Os resultados

sugeriram que aloesin estimula a proliferacdo de células SK-Hep-1, induzindo os
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niveis intracelulares de ciclina E / complexo CDK2 quinase e Cdc25A, que, em
conjunto, resultara na sobre-regulacdo da actividade de quinase dependente de E
ciclina. (LEE et al., 1997).

Yagi et al. (2002) utilizando enzimas mitocondriais e microssomiais de figado de rato
demonstraram a atividade anti-inflamatéria destes derivados do extrato de Aloe vera
em relacdo a cascata eicosanoide, através da inibicdo das enzimas tromboxano A2

sintetase e COX-2 sintetase a uma IC50> 100uM.

Como as cromonas selecionadas sao quimicamente semelhantes, elegemos
concentracdes diferentes onde ALA foi preparada em DMSO nas concentracfes de
10uM e 100uM e ALB nas concentra¢cdes de 50uM e 250uM.

A Giberelina A3 (GA3) ou acido giberilico (PM 346,37) é o é&cido diterpeno
pentaciclico cuja propriedade principal é o efeito de elongamento e crescimento
celular das partes apicais, frutos e sementes das plantas. O acido giberilico age
como um regulador do crescimento das plantas via efeitos fisiologicos e morfologicos
a partir de doses extremamente baixas e € utilizado para aumentar o crescimento de
frutas, como 0 morango, uvas e tamareira e alguns legumes, como tomates, couves,
couve-flor, pimentéo e azeitonas. (KLECZKOWSKI et al., 1995; KASAMATSU et al.,
2012).

Muitos terpenos, incluindo diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos, possuem
atividade anti-inflamatoria In Vivo e In Vitro. Embora as giberelinas ndo tenham ainda
sido utilizadas clinicamente como drogas anti-inflamatérias e o0 mecanismo de acao
ainda néo foi relatado, varias preparacdes a base de giberelina estdo sob patente
para o tratamento da diabetes (Patente referéncia US 20050215496 Al), psoriase e
prostatite (pedido de patente WO 1991008751 Al), destacando assim o crescente
interesse em desenvolvimento de giberelinas para os ensaios pré-clinicos e clinicos..
(REIHILL et al., 2015).

Estudos do GA3 puro em células humanas sdo mais escassos no entanto, uma série
de derivados de giberelina incorporadas com duas unidades de cetona a, B

insaturadas nas posicbes A e D dos anéis de giberelina (Figura 31) foram
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desenhadas, sintetizadas e mostraram baixa toxicidez e forte atividade anti
cancerigena em ensaio MTT para um numero de linhagens de células de cancer
humanas, incluindo HT 29 (carcinoma do coélon), A549 (adenocarcinoma do pulméo),
HepG2 (hepatoma) e MKN28 (carcinoma gastrico). O derivado mais potente da
giberelina (composto 10, IC50 = 2,91 uM contra HT29) posteriormente denominado
(GA-13315) inibiu completamente a atividade da topoisomerase | no nivel de 8 ug /
mL. (CHEN et al., 2009).

COOH COOMe
Giberelina GA13315

Figura 31. Estrutura quimica do composto derivado de giberelina GA-13315 (13-cloro-3,15-
dioxi- metil éster do acido giberilico)
Fonte: Chen J. et al , 2009; Zhang Y,Zhang H, Chen J. et al., 2012

Este mesmo grupo de pesquisadores explorando o potencial terapéutico antitumoral
do composto derivado da giberelina (GA-13315) realizou ensaios de citotoxicidade
demonstrando que o composto possui atividade antitumoral potencial e eficiente com
uma concentracdo inibitéria de 50 (IC50) variando 0,13-30,28 ug / ml (0,38 uM —

87,42uM) contra as seguintes 11 linhagens celulares de tumores humanos:

- O SGC-79 01 (cancer gastrico), MD-AMB -A231 (mama), BCAP-37 (mama), A549
(tumor de pulméo de células ndo pequenas), Anip 973 (adenocarcinoma de pulmao),
HL-60 (leucemia promielocitica), A375 (melanoma maligno), HR 8348
(adenocarcinoma retal), Hep2 (carcinoma da laringe), Raji, linfoma de Burkett, A 431
(carcinoma epitelial) e U937 (linfoma de mondcitos leucémicos) (ZHANG Y; ZHANG
H; CHEN et al., 2012).

GA-13315 também demonstrou toxicidade moderada para células mononucleares do
sangue periférico com um valor de IC50 de 14,2 ug / ml. In Vitro, 0 composto
diminuiu o factor VIlI+ de densidade microvascular e In Vivo reduziu a expressao

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em tumor A 549 (adenocarcinoma
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do pulmao), indicando a sua eficacia anti-angiogénica. (ZHANG Y; ZHANG H; CHEN
et al., 2012).

Reihill et al. (2015) investigaram o acido giberélico (GA 3) como responsavel por
uma atividade anti-inflamatéria por inducdo das proteinas dedo de zinco A20- ou
ZFP A20 (alojadoras de DNA) em plantas. A inflamacdo via NF-kB é regulada
negativamente pela proteina de dedo de zinco A20 em humanos e em modelos
murinos. Adicionalmente, estudos mostam que a ZFP A20 € um regulador negativo
das vias induzidas pelo fator de necrose tumoral (TNF) que conduzem a apoptose,

resposta ao estresse e a inflamacéao. (LADEMANN et al., 2001).

Usando concentra¢cfes que variavam de 0,03uM a 300uM, com melhor dose a 30uM,
Reihill et al. (2015) mostrou que a inducdo de A20 por GA3 atenua a inflamacéo em
células epiteliais das vias respiratérias (cé€lulas epiteliais nasais primarias e uma
linhagem celular epitelial bronquica humana) pelo menos em parte, através do seu
efeito sobre a NF-kB e IkBa. O estudo colcuiu que o GA3 e/ou seus derivados
poderia potencialmente ser desenvolvidos em farmacos anti-inflamatorios para o

tratamento de doencas inflamatorias cronicas associadas com disfungdo A20.

Inicialmente, no presente estudo, selecionamos as concentracfes de 6uM, 30uM,
150uM e 750uM de giberelina. A maior dose testada foi selecionada com base no
trabalho de Kasamatsu et al. (2012) que ndo observou nenhum efeito citotoxico
apos tratamento de células tronco adiposas com concentracdes até 1mM de

giberelina de modo dose e tempo dependente.

Conforme mostra a figura 32 (A-D), as concentragcbes de 6uM, 30uM foram
selecionadas apods tratamento das culturas priméarias dos fibroblastos humanos
dermais por 24 horas. As concentracdes de 750uM e 150 uM foram descartadas
devido ao comportamento de instabilidade morfolégica e / ou adesiva das células

guando comparadas as duas concentra¢cdes mais baixas.
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Figura 32: Falha na adesao celular dos fibroblastos dermais humanos primarios apos 24hr de
tratamento farmacoldgico com a Giberelina em concentracdes finais de 750uM (A) e 150uM
(B). Monocamada integra de fibroblastos dermais humanos primarios apés 24hr de tratamento
farmacoldgico com a Giberelina em concentragdes finais de 30uM (C) e 6uM (D).

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X. Nikon DS L2

Apenas com a giberelina ocorreu esta inconformidade pois todos os demais
fitocompostos apresentaram, apds 24 horas de incubacédo, culturas com morfologia
homogénea e monocamadas celulares sem sinais de desaderéncia ao poco
conforme mostram as figuras 33 (A-D), 34 (A-D) e 35 (A —-B). Pelo exposto, o0 ensaio
de viabilidade celular foi realizado unicamente com a substancia giberelina . As
imagens da figura 32 mostram o aspecto das quatro concentracdes selecionadas,
guando monitoradas ao microscopio, e a inconformidade observada nas
concentracfes mais altas em relacdo a adesdo das céulas de fibroblastos dermais

humanos primarios. (Figura 33 A-B).
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ALA 20uM (p#9 Lot 2) ALA 100uM (p#9 Lot 2)

ALB 50uM (p#9 Lot 2) ALB 250uM (p#9 Lot 2)

c

Figura 33: Adesdo normal aos pocos e morfologia homogénea da monocamada de fibroblastos
dermais humanos primarios apos 24hr de tratamento farmacoloégico com diferentes concentracdes
de (A/B) Aloeresina A 20uM e 100uM respectivamente; (C/D) Aloeresina B 50uM e 250uM
respectivamente

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X. Nikon DS L2

__BST 8uM (p#6 Lot 2 BST 16uM (p#6 Lot 2

Figura 34 (A-D): Adesdo normal aos pocos e morfologia homogénea da monocamada de
fibroblastos dermais humanos primarios apos 24hr de tratamento farmacolégico com diferentes
concentracdes de (A/B) Betasitosterol 8uM e 16uM respectivamente; (C/D) Acemannan 50ug/ml e
250ug/ml respectivamente.

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X. Nikon DS L2



100

— AV\F\DE 50ug/m| p#6 Lot 2) AVFDE 250u9/m| (3#6 Lot 2)

[ & AN o - > ALY 2N ,,/1 .,/_‘\\\ = \ N {:
\:‘? “ﬁ\\\\\ \ §)/’l //’4 ’l'{' (/ ////;/ ///’j & //’/,,;;T:\\“:\ \\\\ N \J\\‘\'
S 1 \‘S/, l}’/‘b; ‘ l 17 a4 /l 4 “Z «/:\\\\\\\\\\\\\

/’/“! ‘]/), {’/ ///// o "-’"l — = S N

AR N

11,57
\'//7 A
) 7

WMV

" /ul /‘ YAV
/54 /! ‘\\
7 "}l/'{ l/// 2N

O ) $ / ~
"\\‘A.\ \"\0 - N AL = L T

Figura 35 (A-B): Adesdo normal aos pocos e morfologia homogénea da monocamada de
fibroblastos dermais humanos primarios apés 24hr de tratamento farmacolégico com diferentes
concentragcdes de (E/F) aloe vera extrato liofilizado concentrado 200:1 a 50ug/ml / 250ug/ml
respectivamente.

Fonte: Fotos do autor. Objetiva de 4X. Nikon DS L2

A figura 36, mostra o comportamento do grafico das quatro diferentes concentracdes
testadas da giberelina, o solvente controle (DMSO) e o meio de cultura puro.
Embora tenham sido feitas apenas duas repeticbes do mesmo ensaio, 0 resultado
demonstrou, curiosamente uma viabilidade celular aumentada para as
concentragbes mais altas que deveriam ser as mais toxicas e de menor taxa de
viabilidade celular. Inclusive, no grafico, as concentracfes mais baixas aparentaram
uma viabilidade celular levemente menor que as mais altas. Inversamente, as
imagens feitas das células nos pogcos demonstraram que 0s tratamentos com as
menores concentracdes nao inviabilizaram a cultura das mesmas nem causaram o

destacamento celular apos 24 horas de incubacéo.
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Figura 36: Gréfico do ensaio de viabilidade celular CCK-8 (Sigma). O ponto finmal da reacdo da-
se pela formagdo dos cristais de formazan de cor amarela a alaranjada de acordo com a
concentracao. As células viaveis aparecem coradas e sao lidas em comprimento de onda duplo
(correcao do “background”) de 450 e 570nm. Resultados obtidos apds dois experimentos
independentes em triplicata e analisados pelo Prism Graph V.5.01

Supbe-se que os efeitos hormonais de crescimento / proliferacdo celular da
giberelina, tenham sido responséaveis pela diferenca observada na formacdo da
guantidade de cristais de formazan, que, no caso, foi diretamente proporcional a
maior densidade Otica observada nas concentracdes mais altas. A estabilidade
morfolégica e a adesividade das células em cultura motivou a escolha das

concentragcdes mais baixas.

As concentracdes adotadas neste estudo para o composto giberelina (GA3)
encontram-se na faixa de uso determinada por Reihiil et al. (2015) relacionada aos

efeitos anti inflamatorios da substancia. (0,03uM a 300uM).

4.2.4 Expressao do perfil de citocinas préinflamatdrias em sobrenadante de

cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com Aloeresina A (ALA)

Na figura 37 foi observado que a cromona do tipo aloeresina A (ALA) a 20uM induziu
siginificativamente, de modo dose dependente, a expressao de IL-6 em fibroblastos

dermais quando comparado ao controle e a concentragcdo de 100uM do composto.
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Considerando que a IL-6 é uma citocina proé-inflamatéria que induz o recrutamento
celular de outros componentes da defesa imune inata tais como macroéfagos,
monacitos e neutrdéfilos, pode-se supor que a ALA exerca um efeito imunomodulador

pro-resolutivo no caso de uma inflamagéo.

Expressséao de IL-6 em hDF tratatas
com Aloeresina A (ALA)
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Figura 37: Nivel percentual da expressédo de IL-6 em Fibroblastos dermais humanos (hDF) ap6s
24 horas de incubagéo e tratamento com Aloeresina A (ALA) 20uM e 100uM; (ELISA) Resultados
obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. p<0,05 (0.0065); one-way
ANOVA. e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01

Por outro lado, a IL-6 no ambiente In Vivo pode também induzir uma resposta
gueratinocitica voltada a hiperproliferacdo por mecanismos autécrinos e paracrinos
existentes entre fibroblastos dermais e queratindcitos. (PERERA et al., 2012). Esta
hiperproliferacdo € mantida pela secre¢cdo de outras citocinas pro-inflamatorias tais
como TNF-a e IL-1b secretadas continuamente pelos varios imunécitos atraidos pelo
ambiente com células queratinociticas hiperativas. Portanto, a acao pré-inflamatoria
ou pro- resolutiva da ALA. na concentracdo de 20uM dependerad ndo somente dos
“niveis locais de IL-6 mas também das condicfes do meio onde esta foi secretada .
Em ensaio com hepatécitos murino Yagi et al.(2002) encontraram efeitos anti
inflamatorios diferentes daqueles encontrados neste estudo. O grupo ainda observou
uma reducao fraca da atividade “scavenger” para radicais livres usando uma

concentragdo proxima aquela utilizada no experimento (IC50 = 26uM % 0,9). Estudos
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de efeitos biolégicos das cromonas em fibroblastos dermais primarios humanos séo
escassos, dai a dificuldade em comparar com resultados prévios de estudos com

linhagens celulares primarias humanas.

Embora seja necessario um numero maior de repeticdes para confirmar o0s
resultados obtidos neste estudo, os dados observados além de relevantes, trazem

algo novo para o limitado acervo na area de investigagdo destes derivados frente a

modelos In Vitro com células humanas.

A figura 38 (A e B) mostra que os niveis da citocina IL-8 e da quimiocina MCP-1 n&o
apresentaram nivel de expressao significativo pelos fibroblastos dermais quando
tratados com as diferentes concentracdes de ALA.
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Figura 38: Nivel percentual da expressédo de citocinas (A) IL-8 e (B) MCP-1 em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) apds 24 horas de incubagcdo com e tratamento com Aloeresina A (ALA) 20uM e
100uM; (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. p<0,05 ;
one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01.

Fonte: Dados do autor.

Embora sem forca estatistica e com desvio padrdo muito alto, a concentracdo de
100uM da ALA mostrou uma forte tendéncia a reducdo da expressdo da MCP-1,
levando a supor que esta concentragdo pode apresentar um efeito benéfico quanto a

reducédo do recrutamento de macrofagos e monocitos em processos inflamatorios.
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4.2.5 Expressao do perfil de citocinas préinflamatérias em sobrenadante de

cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com Aloeresina A (ALB)

A figura 39 (A e B) mostra que os niveis das citocinas IL-6 e IL-8 ndo apresentaram

niveis de expressao diferentes pelos fibroblastos dermais quando tratados com as
diferentes concentracdes de ALB.
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Figura 39: Nivel percentual da expressao das citocinas (A) IL-6 e (B) IL-8 em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) apds 24 horas de incubacéo e tratamento com Aloeresina B (ALB) 50uM e 250uM;
(ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. p<0,05; one-
way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01.

Fonte: Dados do autor.

A seguir, na figura 40, as concentragdes da ALB mostram uma tendéncia ao
aumento da expressédo da MCP-1 de modo dose dependente embora o resultado
ndo tenha forca estatistica e o desvio padrdo seja muito alto. O resultado leva a
supor que as concentragdes de ALB pode sucitar o recrutamento de diferentes tipos
celulares sensiveis a expressao de MCP-1 tais como macréfagos e mondcitos em
processos inflamatérios.

As implica¢fes das interacdes quimiocinas receptores para as suas funcdes In Vivo
sdo muito desafiadoras. Parece que muitos mecanismos reguladores podem entrar
em cena para eliminar a redundancia e dar a cada quimiocina uma funcéo Unica e
especifica. Particularmente a CCL-2 medeia os seus efeitos através do seu receptor
CCR2 que ao contréario da CCL2, é relativamente restrito a certos tipos celulares.
Existem duas formas de splices alternativos de CCR2, ou seja, 0 CCR2A e o

CCR2B que diferem apenas nas suas caudas C-terminais. CCR2A é a principal
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isoforma expressa por células mononucleares e células do musculo liso vascular,
enquanto os monécitos e células NK ativadas expressam a isoforma
predominantemente CCR2B. E possivel que CCR2A e CCR2B possam ativar vias

de sinalizacao diferentes e exercerem ag0des diferentes. Deshmane et al., 2009).

Supde-se entdo que a expressdo de altos niveis de MCP-1 In Vivo pode elicitar

diferentes respostas de acordo com o tipo de imundcito recrutado.
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Figura 40: Nivel percentual da expressédo da quimiocina MCP-1 em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) ap6s 24 horas de incubacéo e tratamento com Aloeresina B (ALB) 50uM e
250uM; (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes.
p<0,05; one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01.

Fonte: Dados do autor.

Além disso, dependendo do tecido onde a expressao de CCL2 ocorre, a quimioquina
pode atuar como um mediador pro- ou anti-inflamatério. (RAMESH et al., 2013). A
migracdo de tipos diferentes de macrofagos (MO, M1 ou M2) difere no sentido da
guimiocina CCL2 em determinados processos patoldgicos. Na esclerose mdltipla,
por exemplo , a migracédo de MO excede M1 e M2 no sentido de quimiocina CCL2,

um dos fatores-chave para o recrutamento de mondcitos em lesfes da doenca
(VOGEL et al., 2014).
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4.2.6 Expressao do perfil de citocinas proinflamatérias em sobrenadante de

cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com Giberelina (GB)

A figura 41 (A - C) mostra que os niveis da citocina IL-6, IL-8 e da quimiocina MCP-
1 ndo apresentaram niveis de expressao diferentes entre os grupos de fibroblastos

dermais quando tratados com as diferentes concentracdes de GB.
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Figura 41: Nivel percentual da expressao das citocinas (A) IL-6, (B) IL-8 e (C) MCP-1 em
Fibroblastos dermais humanos (hDF) apds 24 horas de incubacéo e tratamento com Giberelina
(GB) 6uM e 30uM; (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos
independentes. p<0,05; one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01.

Fonte: Dados do autor.
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4.2.7 Expressao do perfil de citocinas préinflamatérias em sobrenadante de

cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com Betasitosterol (BST)

A figura 42 (A - C) mostra que os niveis da citocina IL-6, IL-8 e da quimiocina MCP-1
também ndo apresentaram nivel de expressdo diferente entre os grupos de

fibroblastos dermais quando tratados com as diferentes concentracdes de BST.
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Figura 42: Nivel percentual da expressao das citocinas (A) IL-6, (B) IL-8 e (C) MCP-1 em
Fibroblastos dermais humanos (hDF) ap6s 24 horas de incubacdo e tratamento com
Betasistosterol (BST) 8uM e 16uM; (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés

experimentos independentes. p<0,05; one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism
Graph V.5.01.

Fonte: Dados do autor.

A concentracdo de BST 16uM mostrou uma tendéncia a reducdo da expressao da
MCP-1 de modo embora o resultado ndo tenha forca estatistica e o desvio padrao
tenha sido muito alto. O resultado leva a supor que 16uM de BST pode diminuir o
recrutamento de diferentes tipos celulares incluindo macrofagos e mondcitos em
processos inflamatorios.
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4.2.8 Expressao do perfil de citocinas préinflamatoérias em sobrenadante de
cultura celular primaria de hDF ap6s tratamento com diferentes concentracdes
de Acemannan (ACM)

Conforme mostra a figura 43, a concentracdo de 250ug/ml de Acemannan testada
em fibroblastos humanos dermais demonstrou um efeito indutor sobre a expresséo
de IL-6. J& o acemannan 50ug/ml demonstrou nenhum efeito quando comparado ao

controle sem tratamento.

Os polissacarideos tipo acemannan consistem de um “esqueleto” estrutural tipico
dos polissacarideos acetilados formados principalmente de ligagdes p-(1,4) mas que
podem também formar ligacdes B-(1,3) e B-(1,4). (NI Y et al. 2004). Estas estruturas
compdem o grupo de polissacarideos chamados B-glucans que apresentam como
efeito biolégico mais pronunciado o aumento das atividades fagociticas e
proliferativas de mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e demais
fagocitos granulécitos. (NOVAK; VETVICKA, 2008). Os B-glucans sdo os principais
componentes do grupo denominado Modificadores de Resposta Biolégica (BRM)
com marcada acdo imunomoduladora. Em concordancia com os resultados obtidos
no presente estudo, Kougias et al (2001) demonstrou que glucans a concentracao
de apenas lug/ml pode estimular fibroblastos dermais humanos quanto a sua
atividade ligadora a NF-kB nuclear e a expressao génica de IL-6 de modo tempo —
dependente através de receptores membranares do tipo B-(1,3) glucan. Baseado
nas evidéncias de estudos prévios, sugere-se que o composto acemannan modulou
diretamente as atividades funcionais dos fibroblastos dermais humanos, levando a
inducdo da secrecdo de citocinas tipicas destas células (IL-6, IL-8, MCP-1) através
dos seus receptores membranares de reconhecimento padrdo (PPRs). Segundo
Novak e Vetvicka (2008), a liberagcdo destas citocinas representa a expressao do

papel recrutador e imunopotencializador dos B-glucans.
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Figura 43: Nivel percentual da expressdo de IL-6 em Fibroblastos dermais humanos
(hDF) ap6s 24 horas de incubacdo e tratamento com Acemannan (ACM) 50ug/ml e
250ug/ml. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos

independentes. p<0,05 (0.0132); one-way ANOVA. e teste post hoc de Tukey .Prism Graph
Vv.5.01

A figura 44 mostra um aumento significativo da expressao da citocina IL-8 por parte
dos fibroblastos dermais quando tratados AL com ACM 250ug/ml. A mesma
concentracdo induziu significativamente a expresséo de IL-6. A inducéo de grandes
guantidades de IL-8 em fibroblastos dermais € possivel apés o estimulo externo com
IL-1, LPS ou quando é feita uma co-cultura destas células com linfocitos T. Por outro
lado, a secrecao de IL-6 é alcancada através do estimulo conjunto de TNF-a e IL-1b.
(SAALBACH et al., 2009, SPORRI et., 1999).
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Expresssao de IL-8 em hDF tratatas
com Acemannan (ACM)
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Figura 44: Nivel percentual da expressao de IL-8 em Fibroblastos dermais humanos (hDF) apés
24 horas de incubacdo e tratamento com Acemannan (ACM) 50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA)
Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. p<0,05 (0.0225);
one-way ANOVA. e teste post hoc de Bonferroni .Prism Graph V.5.01

Em experimento conduzido por Sporri et al. (1999) foi observado um efeito agonista
de um receptor de citocina soluvel (sIL-6Ra) que gerou aumento na expresséo de IL-
6 e MCP-1, aumento agudo e transitorio das concentragdes intracelulares de célcio
mas ndo alterou os niveis de IL-8 em fibroblastos dermais, levando o autor a inferir a
existéncia de uma via estimulatéria alternativa para o IL-8. Embora o estudo citado
sugira a existéncia de vias estimulatérias distintas que podem gerar uma relagao
inversa na expressdo das citocinas IL-6 e IL-8, no presente experimento ambas
tiveram suas expressfes aumentadas, inferindo-se uma acdo sinérgica no
recrutamento de imunécitos para os sitios inflamatoérios; em particular a IL-8 como
recrutadora de neutrofilos e células T via CXCR1 e CXCR2. (MABUCHI et al.,
2012).

Em psoriase, IL-8 e TNF-a séo considerados citocinas pré-angiogénicas de fase
inicial da doenca, assim como a IL-17 em estagio mais adiantado da manifestacéo
psoriasica. Tais citocinas constituem alguns dos principais desencadeadores,
juntamente com o VEGF secretado pelos queratindcitos, responsaveis pelo aumento
da formacdo de novos vasos ou neoangiogénese na psoriase. (PERERA et al.,
2012; GUERARD; POULIOT, 2012; BALATO et al., 2012).
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A neovascularizacdo intensa € marcadamente uma das caracteristicas de maior
destaque nas inflamacdes observadas em lesGes psoriasicas. Um dos sinais
histologicos tipicos que ilustra a angiogénese na psoriase € o sinal de Auspitz que
sdo pequenos pontos de sangramento quando a escamacao é removida. (GUPTA et
al.,, 2011). Isso ocorre porgue os capilares sob a leséo psoriase localizam-se muito
perto da superficie da pele, e ao remover a escama superficial traz a tona os
capilares, causando pequenas hemorragias. Embora o sinal de Auspitz seja um sinal
clinico da psoriase, este é nédo-especifico da doenca ja que pode também ser
encontrado em outros distirbios descamativos, tais como a doenca de Darier e
queratose actinica. ( WAGNER et al., 2010).

Um outro fator relacionado a angiogénese causada por citocinas proéinflamatorias
como IL-6, IL-8 e o TNFa, refere-se as grandes quantidades de ROS e NO
produzidas pelos queratinécitos e células inflamatérias, principalmente os neutroéfilos,
em lesdes inflamatdrias psoriasicas. Este estresse oxidativo conduz a expressao de
heme oxigenase-1 (HO-1), uma enzima estresse induzivel, de propriedades anti-
oxidante, citoprotectora e anti-inflamatéria encontrada super expressa em pele
psoriasica. HO-1, por sua vez, contribui para a angiogénese na psoriase, por ser um
mediador da producdo e atividade de VEGF nas células endoteliais. (PELLE E,
MAMMONE T, MAES D, et al., 2005; WOJAS-PELC A, MARCINKIEWICZ J.,2006).

A seguir, a figura 45 mostra a tendéncia do ACM puro na concentragcdo de 50ug/ml
em diminuir a expressao do MCP-1 pelas células hDF. Embora sem forga estatistica
e com alto desvio padrao, esta concentracao reduz visivelmente a expressdo MCP-
1. Efeito semelhante, porém com forca estatistica, foi observado com o uso do
AVFDE a 50ug/ml. Analisando os resultados e comparando-os, os dados sugerem
gue o ACM pode ter sido um dos compostos responsaveis pela forte inibicdo do
MCP-1 no extrato concentrado de aloe vera (AVFDE). Embora o lote de AVFDE
utilizado no experimento nao declare conter teores de ACM dentro do especificado
pelo IASC (= 10%), o resultado sugere que ACM de modo dose dependente € um
dos responsaveis pela queda dos niveis de expressdo do MCP-1 em ambos os

compostos.
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Este efeito pode ser interpretado como um fator protetor do individuo quanto a
capacidade de inibicdo do inicio de um processo inflamatério devido a uma menor

eficacia no recrutamento de macrofagos do tipo M1 ativados.
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Figura 45: Nivel percentual da expressdo de MCP-1 em Fibroblastos dermais humanos (hDF)
ap0s 24 horas de incubagédo e tratamento com Acemannan (ACM) 50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA)
Resultados néo significativos (ns) obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes.
p<0,05 (0.0830); one-way ANOVA. e teste post hoc de Tukey .Prism Graph V.5.01

A forte tendéncia a reducéo da expressdo do MCP-1 em hDF apos o tratamento com
AVFDE observado na figura 27 pode levar a algumas suposi¢fes tais como: 1) um
outro principio ativo do aloe com acdo imunomoduladora sobre a MCP-1 né&o
abordado neste estudo pode ter atuado sinergicamente no AVFDE quando o
comparamos ao ACM; 2) outros polissacarideos encontrados em menores
concentragcbes tais como o glucomannan (3,2%); galactomannan (3,9%); maloil
glucans e/ou arabinana (3,8-3,9%) podem ter exercido um efeito aditivo ao ACM no
caso do AVFDE. Isto porque o polissacarideo puro do tipo ACM manifestou também
um efeito com tendéncia a reducdo da expressao de MCP-1 muito semelhante
aquele observado no grafico da figura 45. O alto desvio padréo observado, pode ter

corroborado para nao significancia do efeito redutor do ACM sobre a expresséao do
MCP-1.

A relacdo entre a expressdo das citocinas IL-6, IL-8, a quimiocina MCP-1 e os

potenciais sitios de reconhecimento dos polissacaridos empregados no estudo por
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receptores da superficie celular em fibroblastos humanos dérmicos (hDF) pode ser

discutida de acordo com algumas evidéncias encontradas em literatura.

Conforme foi visto na introducéo deste trabalho, os B-Glucans, como o acemannan,
glucomannan e galactomannan podem exibir varias atividades biolégicas, incluindo a
imunomodulacdo e efeitos anti-inflamatdérios que por usa vez sdo mediados pela

interacdo com receptores de superficie celular especificos.

Acemananas, glucomananas, arabinanas e outros B-Glucans sao reconhecidos por
diversos tipos de receptores imunes, incluindo o receptor do complemento 3 (CR3),
o receptor de manose (MR), Dectina-1, lactosilceramida, receptores do tipo Toll (TL-
4), e outros receptores de Lectina tipo C (CLRs) que ativam um grupo de células
imunitarias, incluindo macrofagos, neutrofilos, mondcitos, células NK e células
dendriticas em resposta a diferentes tipos de PAMPs (CHAN et al., 2009;. WEINDL
et al., 2010).

Receptores de mananas, glucanas e galactanas, além de outros sitios de ligacéo
ndo especificos foram também encontrados em outros tipos celulares incluindo
fibroblastos, queratinécitos. e diferentes células epiteliais. De fato, ja foi observado
gue queratindcitos e fibroblastos expressam receptores do tipo CLRs e TLR-4,
sugeridos como sendo essenciais para o reconhecimento de galactose formadora de
ligacbes O — manosil poliméricas tais como a acemanano, galactomanano e
glucomanano (SONG et al., 2002).

Corroborando com o estudo anterior, Yao et al. (2015) demonstrou em publicagao
recente que todos os membros da familia TLR-1/10 sdo constitutivamente expressos
em fibroblastos de pele humana, incluindo o TLR-4. O grupo também provou que o
desencadeamento de sinais através dos receptores TLR-1,-2,-3 e -4 induz a ativagéo
de MAPK e NKkB em fibroblastos e a inducédo dos TLR-1 a -9 induz a producéo de

IL-6 e IL-8 de uma forma dose-dependente.

De acordo com estes dados, a expressao elevada de IL-6 e IL-8 no presente estudo

poderia ser atribuida parcialmente a inducao de TLR-4 via interacdo com receptores
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CLRs expressos constitutivamente na superficie da membrana celular dos hDF

primarios.

Outra explicacdo possivel para o aumento de expressdo de IL-6 observado no
presente estudo via reconhecimento e inducdo pelos polissacaridos sobre os
receptores da superficie celular dos fibroblastos dermais cultivados baseia-se nos
achados de Kougias et al. (2001). O grupo demonstrou a presenca de receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs) para ligacdes glicosidicas B (1->3)-D-glucans
fungicas (originadas de Saccharomyces cerevisiae) sobre a superficie de
fibroblastos dermais. Em Udltima analise, a ativagdo destes PRRs conduziria a
capacidade modulatéria destes ligandos em ativar as vias de sinalizacdo pro-
inflamatéria e imunorreguladora (NF-kB e de NF-interleucina 6) em células

imunologicas competentes por interacdo com receptores especificos.

Um outro sitio especifico que também foi descrito em queratinécitos e fibroblastos
dermais € o da lectina alfa-L-Ramnose. Ao adicionar oligo- e polissacaridos ricos em
ramnose (RROPs) sobre fibroblastos mostrou-se que estes estimularam a
proliferacdo das células e aumentaram a biossintese da matriz extracelular,
sugerindo que este sitio lectina funciona como um receptor "verdadeiro" ao transmitir
mensagens para o interior da célula, regulando negativamente a expressao de
varios fatores de crescimento, moléculas de adesdo e proteinas de matriz
extracelular envolvidas na atividade pro-tumoral e / ou processos fibroticos. (FAURY
et al., 2008).

Choi et al. (2016) descobriram que fibroblastos dermais humanos expressam
receptores de reconhecimento de padrdes (PPRs) para [(--D-glucans, também
através do receptor de Lactosilceramida que modula a atividade funcional dessas
células. Lactosilceramida e B--D-glucans induzem vérias respostas celulares In Vitro,
incluindo a producéo de citocinas, o “burst” respiratério e a ativacao do fator nuclear
NFkB. Este PRR pode desempenhar um papel na imunomodulacdo B--D-glucan
induzida e na resposta inata a fungos patogénicos, particularmente em células néo

imunes como os fibroblastos dermais. (BROWN, 2006).
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Hespanhol et al. (2005) relataram a expresséo de receptores de manose (MRs) em
fibroblastos dermais e o0 seu envolvimento em resposta a invaséo de Leishmania (L.)
amazonensis. Considerando tal observacdo, MRs podem representar um dos sitios
de ligacao para (1->3)-B-D-glucans encontrados tanto em AVFDE como também, em
menor concentracdo, na acemanana que possui preponderantemente ligacdes do
tipo (1->4)-B-D-glucans.

Digno de nota € o fato que até hoje ndo foi demonstrado que fibroblastos dermais
expressam receptores dos tipos CR3 ou Dectina-1 em suas superficies. Isto sugere
gue outros receptores tipo Lectina C (CLRs) desencadeiam as vias de sinalizagéo
distintas que induzem a expressao de citocinas especificas destas células (IL-6, IL-8,
MCP-1 etc.) e que determinam os destinos de polarizacdo das células T e / ou
induzem vias de sinalizagdo que ativam diretamente o fator nuclear-kB. (BROWN,
2006).
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4.2.9 Expressdo da proteina chemerina em sobrenadante de cultura celular

primaria de hDF apo6s tratamento com diferentes concentracfes de
Acemannan (ACM)

hDF tratadas com Acemannan (ACM)
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Figura 46: Nivel percentual da expressdo da proteina chemerina em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) apés 24 horas de incubacdo e tratamento com Acemannan (ACM) 50ug/ml e
250ug/ml. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes.
p< 0.0001; one-way ANOVA.

No grafico da figura 46 o polissacarideo acemannan (ACM) inibe a chemerina de
modo dose dependente em cerca de 20% em ambas as doses testadas. Este dado
sugere que os efeitos inibidores sobre a expressao de chemerina por parte do ACM
podem compor uma estratégia terapéutica alternativa e / ou complementar,
combinada ou nd&o a outros farmacos, com intuito de coibir etapas iniciais de

doencas inflamatérias intermediadas pela chemerina tais como a psoriase.

A expresséo da proteina chemerina pode ser observada em varios tipos celulares
como as células endoteliais (PAROLINI et al., 2007; GONZALVO-FEO et al., 2014;
AKAMATA et al.,, 2015) queratinécitos epidérmicos In Vivo ou cultivados em
Equivalentes de Pele viva ou LSE (Living Skin Equivalents) (NAGPAL et al., 1997;
BANAS et al.,, 2014), fibroblastos dérmicos humanos (ALBANESI et al., 2009;
AKAMATA et al., 2015) e murinicos.( YIN et al., 2014).
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A expressao constitutiva da chemerina em fibroblastos foi documentada por Albanesi
et al (2009) ao investigar 0s mecanismos imunopatoldgicos das fases iniciais da
psoriase. O estudo revelou que a chemerina, primariamente secretada por
fibroblastos dermais, atuava de forma a recrutar células dendriticas plasmacitoides,
produtoras de IFN tipo alfa, desencadeando outros eventos imunes que elicitavam a
psoriase em individuos geneticamente pré dispostos. Neste mesmo microambiente,
mastocitos e células endoteliais contribuem em menor extensdo para producado de
chemerina. (ALBANESI e PASTORI, 2010).

A figura 47 a seguir mostra o perfil do efeito dos demais fitocompostos do Aloe vera

sobre os niveis de expresséo da chemerina.

Nenhuma das cromonas, nem os fitohormdrnios nas condigcdes e concentracdes
testadas, alteraram de modo estatisticamente significante a expressédo da proteina
medidos em sobrenadante de cultura de fibroblastos dermais primarios humanos.

No grafico mostrado na figura 48, onde consta o nivel de expressdo de chemerina
apos o tratamento com o extrato concentrado 200:1 de aloe vera (AVFDE), embora
sem significado estatistico e elevado desvio padréo, percebe-se uma tendéncia

semelhante ao resultado obtido no grafico do ACM puro.

Supd-se que este fato tenha ocorrido devido a presenca de ACM e outros
polissacarideos. Ao mesmo tempo, sugere que a presenca do ACM €& um fator

determinante no efeito redutor da expressdo da chemerina.
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Figura 47: Nivel percentual da expressdao da proteina chemerina em Fibroblastos
dermais humanos (hDF) apés 24 horas de incubacgéo e tratamento com Betasitosterol
(BST) 8uM e 16uM; Giberelina (GB) 6uM e 30uM; Aloeresina A (ALA) 20uM e 100uM;
Aloeresina B (ALB) 50uM e 250uM. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de trés
experimentos independentes analisados via one-way ANOVA.
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Figura 48: Nivel percentual da expressé@o da proteina chemerina em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) apds 24 horas de incubagcdo e tratamento com Aloe vera ext.con.c 200:1 em
po liofilizado (AVFDE) 50ug/ml e 250ug/ml. (ELISA) Resultados obtidos a partir de replicata de
trés experimentos independentes. one-way ANOVA e teste post hoc de Tukey .Prism Graph

V.5.01. Fonte: Dados do autor.
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Em termos quantitativos, o gréfico da figura 48 nos induz a suspeita que mesmo o
AVFDE a 250ug/ml ndo contém ACM em concentracdo comparavel aos efeitos

redutores do ACM puro a 50ug/ml.

4.2.10 Expressao da proteina chemerina em sobrenadante de cultura celular
primariade hDF 24 hr apés tratamento com Calcitriol (Vit.D3) 1uM e acido all
trans-retinoico (ATRA) 5uM

Embora os experimentos mostrados a seguir na figura 49 ndo tenham apresentado
nenhum valor significativo, o objetivo foi comprovar, em alguma extenséao, os efeitos
indutores na expressdo de chemerina a partir do uso do calcitriol 1JuM e do acido
trans retindico 5 uM conforme o artigo de referéncia selecionada . (ALBANESI et
al., 2009).

Mesmo que discretos, os resultados também confirmaram um aumento nas
concentracbes basais da chemerina apés inducdo com o compostos indicados.

calcitriol 1uM.

As concentracdes basais de chemerina detectadas para os fibroblastos dermais sem
tratamento variaram na faixa de 120pg/ml a 315pg/ml enquanto que Albanesi et al
(2009) encontrou um valor de 321 + 31 , um pouco acima da faixa encontrada neste
estudo. Isto pode ter ocorrido devido a diferencas no cultivo, nimero da passagem
celular , composi¢cdo do meio de cultura ou ainda o tipo de kit ELISA utlizado no

doseamento.

(A)  hDF tratatas com Calcitriol 1uM (B) hDFtratatas com ATRA 5uM
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Figura 49: Nivel percentual da expressdo da proteina chemerina em Fibroblastos dermais
humanos (hDF) ap6s 24 horas de incubagdo (a) Calcitriol 1uM; (b) ATRA 5uM. Resultados
obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. (ELISA). Fonte: Dados do autor.
Graph Prisma V.5.01
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4.2.11 Expressdo do perfil de citocinas proinflamatérias do tipo IL-8 em
sobrenadante de cultura celular primaria de hDF 24 hr apds tratamento com
com Calcitriol (Vit.D3) 1uM e acido all trans-retindico (ATRA) 5uM

A figura 50 mostra que os niveis de expressao da citocina IL-8 ndo apresentaram
alteracao significante pelos fibroblastos dermais quando tratados com Calcitriol 1uM
e acido All Trans Retindico (ATRA) 5uM ap6s 24 horas de incubacdo. ATRA
demonstrou uma tendéncia ao aumento da expressdo da IL-8 embora sem forca

estatistica.

Expresssdo delL-8 em hDF tratatas Expresssio de IL-8 em hDF tratatas
com Vit.D3 Tul com ATRA 5uM
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Figura 50: Nivel percentual da expressdo das citocinas pro inflamatorias IL-8 em Fibroblastos
dermais humanos (hDF) ap6s 24 horas de incubacdo Calcitriol 1uM; e ATRA 5uM . Resultados
obtidos a partir de replicata de trés experimentos independentes. (ELISA) Graph Prisma V.5.01
Fonte: Dados do autor.

V.5.01. Fonte: Dados do autor.

4.2.12 Expressao da proteina chemerina em sobrenadante de cultura celular
primariade hDF apds tratamento com Calcitriol (Vit.D3) 1uM por diferentes

tempos de incubacéao

Um dos fatores que levou a baixa expressao da chemerina mostrada na figura 49 foi
o fato dos artigos que balizaram a escolha da concentragdo de uso do calcitriol como
indutor da secrecdo de chemerina, ndo mencionarem a meia vida do farmaco em
meio de cultura. Esta é equivalente a £10hr (no plasma humano € de +7hr) e as
incubac®es do estudo prévio eram feitas por 24 horas, sem atentar para o acréscimo
de mais uma dose de calcitriol 1uM, no tempo equivalente a 10%hr de incubacéo.
(LIPS, 2007; GARCIA et al., 2011). Por este motivo, procedeu-se com um segundo
experimento onde as células foram estimuladas a cada 10hr com doses de calcitriol

1uM utilizando diferentes tempos de incubacéo (48 e 72 horas).
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O resultado mostrado na figura 51 foi um aumento expressivo nas concentracoes de
chemerina em relagéo aos niveis basais. Embora tenha sido feito somente uma vez,
este dado abriu as possibilidades do estudo para uma nova estratégia que seria
tratar as células inicialmente por 48 hr, adicionar calcitriol a cada 10 hr para
posteriormente tratar as células novamente com os fitoconstuintes do aloe vera e

verificar os niveis finais de chemerina para cada tratamento.

Cabe ainda ressaltar que a concentracédo de 1uM de Calcitriol, Vitamina D3 (VTD3)
ou 1,25 (OH)2VTD3 utilizada nos experimentos destes estudo € considerada uma
dose baixa quando comparada com ensaios In Vitro recentes utilizando fibroblastos
dermais. (SLOMINSKI et al., 2016).

hDF tratatas com Calcitriol TuM
(VTD3) por diferentes tempos de incubacéo
400-
350
300
250
200
150

1004
50- .
0

Controle 48 hr 72hr

B2 VID3 1uM 48hr
Bl VID3 1uM 72hr

em relagdo ao controle

Expressido de Chemerina (%)

Figura 51: Nivel de expressédo da proteina chemerina em Fibroblastos dermais humanos (hDF)
apos diferentes tempos de incubacéo: 48hr e 72hr. Calcitriol LuM. Resultados obtidos a partir de
uma Unica replicata. (ELISA)

Mesmo assim, em individuos normais esta concentracao difcilmente seria alcangcada
sem causar uma tipica intoxicacado por hipervitaminose D elicitando efeitos como a

hipercalcemia, hipercalcitria e hipercalcificacdo dos 6rgaos.

Os valores considerados para avaliacdo do status soroldgico da Vitamina D3 (VTD3)
na populacdo em geral sem considerar grupos especiais de individuos (idosos,

lactantes, enfermos) ou condi¢cdes de saude especificas (estados mérbidos) variam
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na faixa de 75-125pM (30-50pg/ml) de 1,25 (OH)2VTD3 medidos pelo seu
precurssor plasmatico imediato o calcidiol 25(OH)VTDS3. Este ultimo corresponderia
a faixa de 30-50nM (16-20ng/ml) para os valores de 1,25 (OH)2VTD3 citados.
(LIPS, 2007; MCKENNA; MURRAY, 2013).

Por este motivo foram desenvolvidos foram desenvolvidos e clinicamente aprovados
varios analogos da vitamina D3 (calcipotriol e o tacalcitol) passiveis de agir em doses
namolares da 1,25 (OH)2VTD3 apds sua administracdo e com reduzidos efeitos
adversos, indicados para varios tipos de tratamentos inclusive para a psoriase leve a

moderada.

Dentre os analogos destacam - se o calcipotriol e o tacalcitol. (MITRA; ATILLASOY,
2012; LEYSSENS; VERLINDEN e VERSTUYf, 2014). O calcipotriol pode ser usado
em doses mais altas que a VTD3 tradicional mas, ainda assim, seu uso ndo pode
execeder 5 mg / semana. O farmaco é disponibilizado na forma creme e pomada
50ug/g ou solucdo cutanea de 50 ug/ ml com dose semanal méax. de 50mg para o

creme ou 60ml para a solucéo.(Fonte: LEO Pharmaceutical Products, Dinamarca).

Os resultados alcancados no presente estudo abrem uma possibilidade terapéutica
interessante quanto ao uso combinado do Acemannan, como coadjunvante, junto
com os analogos da vitamina D3 (Calcipotriol por exemplo) no tratamento da
psoriase leve. Adicionalmente, devido ao efeito fortemente redutor do Acemannan
sobre os niveis de expressdo da chemerina, 0 uso combinado possibilitaria a
reducdo das doses e/ ou posologia dos analogos da vitamina D3, prevenindo contra

os efeitos adversos do farmaco.
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5 CONCLUSAO

O modelo murino experimental IMQ — induzido mostrou-se reprodutivel quanto a
manifestacdo parcial de uma hiperqueratose, fenotipicamente semelhante a psoriase
humana. No entanto, é necessario um numero amostral maior para observar de
forma mais marcada os sinais fenotipicos da doenca além de proporcionar a
avaliacdo de outros parametros fenotipicos e imunologicos semelhantes a psoriase
como o eritema e o aumento de citcinas inflamatérias no plasma murino (INF —
gama, TNF-alfa, IL-6, IL-8).

O modelo mostrou potencial para ser usado no estudo de afeccdes dérmicas que

envolvam alteracfes da epiderme do tipo hiperqueratose.

Quanto aos efeitos bioloégicos do Aloe vera extrato concentrado 200:1 em pé
liofilizado (AVFDE) e dos fitocompostos investigados neste estudo podemos listar as

seguintes observacdes imunomoduladoras:
° AVFDE:

- Os lotes testados nas concentragcbes de 50ug/ml e 250ug/ml ndo apresentaram
potencial cicatrizante, sobre células queratinociticas humanas (HaCat) submetidas

ao Ensaio In Vitro do Arranh&o, nas condi¢cfes adotadas neste estudo;

- O lote testado na concentracdo de 50ug/ml reduziu significativamente a expressao

da quimiocina MCP-1 / CCL2 sobre células fibroblasticas dermais humanas (hDF);

- O lote testado na concentracéo de 250ug/ml reduziu moderada e significativamente
a expressao da citocina IL-8 sobre hDF mas néo alterou a expressao da citocina IL-6
e da MCP-1,

- Em ambas as concentraces AVFDE reduziu a expressédo da chemerina embora

este efeito ndo tenha demonstrado significado estatistico.
. Aloeresina A (ALA) 20uM:

- O lote testado (A00601 / Adipogen) — aumentou significativamente a expresséo da

citocina IL-6 sobre células fibroblasticas dermais humanas (hDF);
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O polissacarideo Acemannan (ACM) utilizado neste estudo foi o Unico fitocomposto

testado a apresentar um efeito redutor sobre a expresséo da proteina chemerina.
. Acemannan(ACM) 250ug/ml

: - O lote testado aumentou moderada e significativamente a expresséo da citocina

IL-6 sobre células fibroblasticas dermais humanas (hDF);

: - O lote testado reduziu de modo altamente significante a expressao da proteina
chemerina em sobrenadante de cultura de células fibroblasticas dermais humanas
(hDF).

o - Acemannan(ACM) 50ug/ml:

- O lote testado reduziu significativamente a expressao da citocina IL-8 sobre

células fibroblasticas dermais humanas (hDF);

- O lote testado reduziu de modo altamente significante a expressao da proteina
chemerina em sobrenadante de cultura de células fibroblasticas dermais humanas
(hDF).

O perfil de expressdo da chemerina, constitutivamente expressa pelos hDF, sofre
alteracdo de modo aparentemente dose dependente quando tratadas com
acemannan , sugerindo um efeito anti inflamatério do principal polissacarideo

contido nos extratos da planta.

O uso terapéutico com objetivos imunoestimulador e antiinflamatério do
polissacarideo acemannan, combinado ou ndo a outras terapias, tem potencial para
compor o arsenal terapéutico no tratamento das fases iniciais da psoriase desde que
padronizada e respeitada as concentraces minimas dos compostos bioativos como
0 polissacarideo Acemannan nas apresentacfes farmacéuticas disponiveis

comercialmente.
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6 PERSPECTIVAS

o Realizar experimentos dose dependentes e curso temporais para

avaliacdo da viabilidade celular frente aos fitocompostos testados;

o Repetir 0 ensaio cicatricional com ACM e AVFDE nas concentracdes ja
testadas utilizando queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais humanas
primarias e adicionando um inibidor de proliferacdo (Mitomicina 0,4%;
Ciclofosfamida 2% ou Metotrexate 1%) para avaliar o efeito dos fitocompostos

sobre a migracéo celular;

o Repetir os experimentos com os fitocompostos induzindo a super
expressdo de chemerina com Vit.D3 1uM e analogos da Vitamina D3
(Calcipotriol) utilizando diferentes tempos de incubacdo (24 e 48 hr) e
respeitando a meia vida do farmaco em meio de cultura durante o

experimento;

o Avaliar a expressdo da citocina TNF-alfa utilizando o extrato
concentrado 200:1 em po6 liofilizado (AVFDE) e os fitocompostos

isoladamente;

. Proceder com experimentos para avaliacdo do poder anti inflamatorio

do acemannan nas doses estudadas utilizando modelos murinos In Vivo.
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Apéndice - Caracteristicas dos principais agentes biolégicos aprovados para uso em psoriase no Brasil. Fonte : Parthirana D.,Ormerod AD. et al, 2009;
Diamantino F., Ferreira A.,2011; Lin K. e Mahadevan, L, 2014; Savage LJ et al , 2015)

Aspectos terapéuticos

Farmaco

Etanercepte

Infliximabe

Adalimumabe

Ustekinumabe

Aprovacao para uso em
psoriase (Ano / Orgao)

Set. 2004 (EMEA)

Set. 2005 (EMEA)

Dez. 2007 (EMEA) e Dez.
2008 (FDA) em trés estudos
CTIIl de grande escala

EMA (2009) e FDA (2013)
para PsA

Dose inicial recomendada

2 x25mg ou 2 x 50 mg por
semana (0-12 semanas)

5 mg / kg de peso corporal

80 mg por via subcutanea

45 mg adm inicialmente as
semanas 0 e 4

Dose recomendada de
manutencao

2 x 25 mg ou 2 x 50 mg por
semana

5 mg / kg de peso do corpo a
cada 2, 6, e, em seguida, a
cada 8 semanas.

40 mg por via subcutanea a
cada duas semanas.

45 mg ou 90mg adm a cada
12 semanas

Tempo de resposta clinica
significante esperada

Apoés 6 - 8 semanas

Apo6s 1-2 semanas

Apés 4 semanas

122 semana de tratamento

indice PASI de resposta ao
tratamento

PASI 75 em 33% ou 49% apés
12 semanas (2 x 25mg ou 2 X
50 mg por semana,
respectivamente)

PASI 75 em
aproximadamente 80% dos
pacientes apds 10 semanas.

PASI 75 em 53-80%

PASI 75 de = 67%

Contra indica¢des absolutas
e especificas do farmaco ou
efeitos colateriais importantes

Gravidez / amamentacéo e a
doenca desmielinizante

hipersensibilidade ao
infliximabe, proteinas murinas
ou a qualquer componente da
formulacdo e eventos
autoimunes (SLE).

reac6es no local de injecéo;
infeccdes (trato aéreo e
genito urinario); raramente
LES induzido por drogas e
linfoma

Baixa frequéncia de efeitos
adversos graves (cardiacos
infeccBes ou malignidades)

Interacdes medicamentosas
importantes

Anakinra® - antagonista do
receptor de rh IL-1 utilizado
como um anti-inflamat6rio para
o tratamento de artrite
reumatoide

Recomenda-se um ajuste nas
doses de MTX e CsA
(imunossupressores em
geral) ao serem adm. juntos

Anakinra®.e Abatacept, Este
Gltimo um modulador seletivo
das TCs bloqueando a
ativagcdo das mesmas ao
interromper sua interagao
CD28 <-> CD80/86 na APC.

nd

Consideracfes especiais

Considerar o ganho de peso
para os pacientes

contracepcao efetiva de até 6
meses apos o fim do
tratamento em mulheres em
idade fértil por seguranca

Semelhante ao infliximabe
apresenta mais risco de
linfoma, mesmo que raro, do
gue o etanercepte

rapidez dos primeiros
resultados com PASI 50 na 22
semana de tratamento

Legenda: (FDA) Food Drug Administration; (EMEA) European (MTX) metotrexate;(CaS) Ciclosporina A; (APCs) células apresentadoras de antigeno




