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RESUMO

A dermatite atopica (DA) ¢ uma doenga inflamatéria crénica da pele com alta
incidéncia a nivel mundial. A patogénese da DA ¢ complexa, envolve interagdes entre
susceptibilidade genética, alteragdes da barreira da pele, fatores imunologicos e
ambientais, especialmente a exposicdo ao acaro da poeira doméstica, como
Dermatophagoides  pteronyssinus  (Dpt). Os queratindcitos participam  da
imunorregulacdo da DA, através da secreg@o de citocinas e quimiocinas e expressdo de
receptores envolvidos em reagdes inflamatorias. A pele humana expressa os trés tipos
de receptores PPAR (PPARca, PPARP e PPARy). Os agonistas PPAR apresentam
propriedades anti-inflamatorias, pois reduzem a expressdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adesdo celular. A prostaglandina
ciclopentenona 15-desoxi D 12, 14-PGJ 2 (15d-PGJ 2), um ligante de receptor
intranuclear de peroxissoma ativado por proliferador endogeno (PPARYy) ja tem
mostrado efeitos anti-inflamatérios em diferentes linhagens celulares. Por isso, o
objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade imunomoduladora de 15d-PGJ2 na
producdo de citocinas inflamatérias mediadas pelo extrato de Dpt em linhagem de
queratinocitos humanos (células HaCat). O tratamento com Dpt ou Dpt ativado por
ditiotreitol - DTT (aDpt) induziu a produgdo de IL-8 de uma maneira dependente da
dose, sendo aDpt indutor mais potente da IL-8. O pré-tratamento com 15d-PGJ2
mostrou uma reducdo significativa dos niveis de IL-8 e IL-6 induzidos por aDpt.
Concluimos que o pré-tratamento com 15d-PGJ2 promove a regulagdo negativa da
producdo de IL-8 e IL-6 induzida por aDpt em células HaCat, permitindo uma posterior

utilizagdo no desenvolvimento de novas terapias para a doenga.

PALAVRAS-CHAVE: dermatite atopica, 15d-PGJ2, queratindcitos,

Dermatophagoides pteronyssinnus e produgdo de IL-8.



ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease with a high incidence
worldwide. The pathogenesis of AD is complex, involving interactions between genetic
susceptibility, changes in the skin barrier, immunological and environmental factors,
especially exposure to the domestic dust mite such as Dermatophagoides pteronyssinus
(Dpt). Keratinocytes participate in the immunoregulation of AD, through secretion of
cytokines, chemokines and expression of receptors involved in inflammatory reactions.
The human skin expresses the three types of PPAR receptors (PPARa, PPARP and
PPARY).) PPAR agonists have anti-inflammatory properties because they reduce the
expression of various proinflammatory cytokines, chemokines and cell adhesion
molecules. Cyclopentenone 15-deoxy D 12, 14-PGJ 2 (15d-PGJ 2), an endogenous
proliferator-activated peroxisome receptor (PPARY) intranuclear receptor ligand has
already shown anti-inflammatory effects in different cell lines. The objective of this
study was to evaluate the immunomodulatory capacity of 15d-PGJ2 in the production of
inflammatory cytokines mediated by the Dpt extract in human keratinocyte line (HaCat
cells). Dithiotreitol-DTT (aDpt) activated Dpt or Dpt treatment induced the production
of IL-8 in a dose-dependent manner, being aDpt the most potent inducer IL-8.
Pretreatment with 15d-PGJ2 showed a significant reduction of IL-8 and IL-6 levels
induced by aDpt. We conclude that pre-treatment with 15d-PGJ2 promotes the down-
regulation of aDpt-induced IL-8 and IL-6 production in HaCat cells, allowing further

use in the development of novel therapies for the disease.

KEY WORDS: atopic dermatitis, 15d-PGJ2, keratinocytes, Dermatophagoides

pteronyssinnus and 1L-8 production.
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1.INTRODUCAO

1.1 Dermatite atépica

A Dermatite Atopica (DA) ¢ uma doenga inflamatoria crénica da pele que comega
na primeira infancia, apresentando um curso de recidivas associadas a lesdes cutaneas
de distribuicdo e morfologia caracteristicas, prurido e falta de sono (LEUNG, D. Y.,
2013). A maioria dos doentes com DA melhoram até o inicio da adolescéncia e cerca de
20 a 30% continuam a apresentar dermatite na vida adulta (LEUNG, D. Y., 1999,
ORFALI et al., 2013). A prevaléncia de DA no mundo ¢ de aproximadamente 15-30%
em criangas ¢ 1-3% em adultos (LEUNG, D. Y. M. et al., 2004; ROEKEVISCH et al.,
2016) atingindo individuos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(BOGUNIEWICZ, M.; LEUNG, 2010; ODHIAMBO et al., 2009; WILLIAMS et al.,
2008).

Varios estudos mostram que a DA apresenta etiologia complexa com a ativagdo de
varias vias imunologicas que promovem a inflamacdo (NOVAK, N.; BIEBER,;
LEUNG, 2003; PENG, W.; NOVAK, 2015; WERFEL et al,, 2016). Clinicamente, a
patogénese da DA tem sido atribuida a uma interagdo complexa entre a susceptibilidade
genética, fatores ambientais, alteracdes da barreira cutdnea e da fungdo do sistema
imunolégico (KABASHIMA, 2013; PENG, W.; NOVAK, 2015). Os fatores genéticos
que determinam a expressdo da atopia podem ser completos (triade atdpica: dermatite,
asma e rinite) ou incompletos; sendo que as anormalidades da resposta imunologica sdo
desencadeadas por “gatilhos” como aeroalérgenos, produtos microbianos ou substancias

irritantes, dentre outros (JOHANSSON et al., 1998, KABASHIMA, 2013).

1.1.1 Classificacées da dermatite atopica

A DA pode ser classificada em dois tipos fenotipos: extrinseca ou intrinseca. A DA
extrinseca ou alérgica apresenta altos niveis de anticorpos IgE total no soro e a presenga

de IgE especifica para alérgenos ambientais e alimentares. A DA intrinseca ou ndo-
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alérgica exibe valores normais de IgE total e auséncia de IgE especifica (TOKURA, Y.,
2010). A DA extrinseca ¢ considerada o tipo classico, com alta prevaléncia cerca de 70-
80% dos casos, enquanto a incidéncia de DA intrinseca ¢ de aproximadamente 20%,

atingindo predominantemente mulheres (NOVAK, N. et al., 2003).

Alguns fatores podem estar mais relacionados a patogénese e desenvolvimento de
determinado tipo de DA. No tipo extrinseco os individuos geralmente apresentam
alteracdes da barreira cutdnea, enquanto mutagdes genéticas sdo mais frequentes no tipo
intrinseco (RHO et al., 2004). Imunologicamente, ambas as formas estdo associadas a
eosinofilia. No quadro de DA extrinseca ocorre a produg@o altos niveis de citocinas do
perfil Th2, que estimulam a sintese de IgE e apresentam papel de importancia no
desenvolvimento e sobrevivéncia de eosinofilos. A DA intrinseca € caracterizada por
baixos niveis das interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13, e elevada produgdo de IFNy,
sugerindo que os pacientes com DA intrinseca ndo sdo sensibilizados com alérgenos
proteicos, que induzem respostas de perfil Th2, mas com outros antigenos, como por
exemplo, alguns tipos de metais (TOKURA, YOSHIKI, 2016, WEIDINGER, S. et al.,
2006).

1.2 Patogénese da dermatite atépica

De modo geral, o quadro agudo da DA ¢ caracterizado por lesdes de pele
intensamente pruriginosas, papulas eritematosas associadas com escoriagdo e
exsudacdo. Sob o ponto de vista imunologico encontramos um aumento de IgE sérica,
eosinofilia, ativagdo cronica de macrofagos, elevada secrecdo de fator estimulador de
colonia de granulocitos e macréfagos (GM-SCF), prostaglandina E2 (PGE2),
interleucinas 1L-4, 5, 10, 13, 17 e 22, ativacdo e liberagdo de histamina por basofilos e

diminui¢do de IFN (LEUNG, D. Y, 2013; ORFALI et al, 2013).

A inflamagdo cronica provoca, geralmente, a remodelagdo do tecido associada a
formagdo de placas espessas com hiperplasia da pele (liquenifica¢do), aumento da
deposic¢do de colageno na derme e papulas fibréticas secas. Macrofagos da derme sdo
marcadamente aumentados no infiltrado dérmico durante a fase crénica e os eosinofilos

intactos sdo menos comuns. As células T permanecem presentes na fase cronica,
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embora em menor numero em compara¢do com a fase aguda da doenga. Em pacientes
assintomaticos e aqueles que apresentam diferentes estagios de eczema atopico (doenga
ativa) ocorre a presenga de infiltragdo de leucocitos (principalmente células T)

caracterizando os achados histolopatologicos desta doengca (WERFEL, 2009).

Neste contexto da DA, os diferentes elementos celulares da pele exercem um
importante papel na ativagdo/modulagdo dos diferentes compartimentos do sistema
imunolégico, podendo afetar a imunidade sistémica como um todo (EGAWA;

KABASHIMA, 2011).

1.2.1 Barreira epitelial

A pele apresenta uma fungdo de sentinela, capacitada para determinar quando e
como responder a um amplo conjunto de agressdes ambientais durante os estados
homeostaticos e patologicos. A decisdo de desencadear uma resposta a um antigeno
envolve pelo menos 4 elementos. O primeiro desses elementos ¢ a barreira fisica
constituida pela epiderme que funciona como uma defesa primaria e biossensor para o
ambiente externo. O segundo elemento ¢ a barreira quimica, composta por uma
variedade de moléculas, incluindo os peptideos antimicrobianos classicos (AMPs),
membros da familia S100 e até mesmo produtos de degradagdo da filagrina (KUO et al,
2013). A filagrina ¢ um peptideo que reside de no estrato corneo e € progressivamente
degradada por enzimas de modificacdo pos-traducionais que, em associagdo com
aminoacidos hidrofilicos, seus metabolitos e varios ions formam o fator de hidratagdo
natural (FHN). O FHN desempenha um papel critico na manutengdo do pH da pele,
regulando dessa maneira eventos bioquimicos chave, incluindo a atividade de proteases,
a permeabilidade da barreira e defesa antimicrobiana cutanea (O'/REGAN et al., 2009).
O terceiro elemento ¢ a flora microbiota da pele, também conhecido como o microbiota,
que exerce um papel na competi¢do in situ com bioagentes patogénicos. O quarto e
ultimo nivel de protecdo ¢ representado pela barreira imunologica, que apresenta
componentes de resposta mais imediatos (imunidade inata) e ainda outros mais

especificos (imunidade adaptativa) (KUO et al., 2013).



15

A epiderme representa o primeiro obstaculo contra agressdes do meio externo e €
constituida pelo estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e o estrato basal. Na
camada basal, os queratindcitos sintetizam proteinas como a queratina 5 e 14, enquanto
os queratindcitos diferenciados sintetizam proteinas como a queratina 10, filagrina,
involucrina e loricrina. As trés ultimas proteinas estdo associadas com o envelope
cornificado, uma camada circundante dos corneocitos, localizada no estrato corneo

(DANSO et al,, 2014).

O estrato corneo consiste ndo apenas em barreira fisica, mas representa também uma
estrutura metabolicamente ativa, interagindo com camadas subjacentes da epiderme. O
estrato corneo € composto por queratinocitos unidos por tight junctions e cercados por
uma matriz de lipideos altamente organizada, localizada nos espagos intercelulares entre
os corneocitos. As principais classes de lipideos presentes no estrato corneo humano sio
as ceramidas, acidos graxos e colesterol (DE BENEDETTO et al., 2009; ELIAS;
FEINGOLD, 1992).

Os lipidios presentes na pele, também desempenham um papel na DA mostrando
que alteragdes na sua distribui¢do e comprimento de cadeia estdo relacionadas com
defeitos na barreira cutdnea (JANSSENS et al., 2012). As moléculas de ceramidas, por
exemplo, apresentam a capacidade de reter agua no espago extracelular do envelope
corneo, contribuindo para uma maior homeostase cutdnea. Interessantemente, baixos
niveis de ceramidas tém sido relatados no envelope cérneo da pele de pacientes com DA
(SATOR; SCHMIDT, HONIGSMANN, 2003), indicando a importdncia do extrato

corneo e das moléculas de ceramidas neste processo imunopatologico.

A associagdo genética mais forte com a DA até agora foi demonstrada para
mutacdes e perda de func¢do no gene de filagrina. A filagrina desempenha varios papéis
na fisiopatologia da DA, ¢ responsavel por agregar filamentos de queratina em feixes
compactos e modificar a composi¢do de queratindcitos e a camada celular granular
(THYSSEN; KEZIC, 2014). O que explica porque a menor expressdo de um unico
componente do complexo de diferenciagdo epidérmica pode ter uma influéncia tio

grande sobre toda a fun¢@o da barreira cutanea.

Na DA, defeitos no metabolismo da pré-filagrina, uma das proteinas essenciais do
estrato corneo e menor expressdo de claudina 1 (proteina localizada nas tight junctions)

levam a predisposi¢do a infec¢des e a inflamacdo cutdnea (ADDOR et al., 2012
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BATISTA et al., 2015). Além disso, a disponibilidade reduzida de metabdlitos de
filagrina, como o fator hidratante natural, leva a altera¢des na hidratacdo e no pH da
pele (THYSSEN; KEZIC, 2014). O aumento do pH da pele aumenta a atividade das
serinas proteases e calicreinas, levando a degradacdo dos corneodesmosomos e da
aderéncia intercelular além de ser responsavel por atenuar a atividade de outras enzimas
responsaveis pela sintese de ceramidas (KAWASAKI et al., 2012; LANDHEER et al.,
2013; MORIZANE et al., 2012) .

As alteragdes do estrato corneo resultam em perda de agua transepidérmica e este
comprometimento da barreira fisica da pele € particularmente intenso na DA, levando
ao aumento da absor¢do de antigenos, e assim, contribuindo para a hiperreatividade

cutanea que ¢ caracteristica da doenga (PENG, W.; NOVAK, 2015).

E importante mencionar que citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-13 ¢ também
outras interleucinas como IL-25 e IL-33 e fatores soluveis tais como a linfopoietina
estromal timica (TLSP), podem ser detectados em altos niveis na pele de individuos
com DA. Estes fatores também sdo capazes de modular a fun¢do dos queratindcitos e a
integridade da barreira cutainea (HOWELL, MICHAEL D. et al., 2008; HOWELL, M.
D. et al., 2007, MORIZANE et al., 2012). Além disso, TNF-a juntamente com as
citocinas Th2, IL-4, IL-13 e IL-31 aumentam a secre¢do de TSLP de queratinocitos,
danificam a organizacdo lipidica e contribuem para a diminui¢ido da produgdo de acidos

graxos livres de cadeia longa e ceramidas (DANSO et al., 2014).

1.2.2 Resposta imune inata

As respostas inflamatorias as infecgdes da pele envolvem uma refinada
comunicagdo celular, entre queratinocitos e células apresentadoras de antigenos, em
especial as células de Langerhans. A ativagdo destes tipos celulares podem ocorrer por
multiplos receptores, incluindo receptores de reconhecimento padrdo da familia de
receptores semelhantes ao Toll (TLR- 70/l like receptors). Quando estimulados por
microrganismos ou injurias teciduais, estes receptores induzem a liberagdo de peptideos

antimicrobianos, citocinas € quimiocinas que agem em conjunto como um mecanismo
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de defesa contra a penetragdo de microrganismos através do aumento da forga de adesdo

celular mediada por #ight junctions (YUKI et al., 2011).

Estudos anteriores demonstraram que mondécitos de pacientes com DA sdo
funcionalmente defeituosos na capacidade de produzir citocinas pro-inflamatérias a
estimulos no receptor de Toll tipo 2 (TLR2) (HASANNEJAD et al., 2007, MRABET-
DAHBI et al., 2008). Além disso, TLR2 com polimorfismo em um unico nucleotideo
foi encontrado em maior frequéncia em doentes com DA grave, em comparagdo com
grupos de controle (AHMAD-NEJAD et al., 2004) visto que, os mondcitos de pacientes
com DA que apresentaram mutac¢do para TLR2 também reduziram a expressido de IL-8,

IL-1B, e TNF-a.(MRABET-DAHBI et al., 2008; NIEBUHR et al., 2008).

A importancia dos receptores ligantes de nucleotideos (NLR) em pacientes com
doengas inflamatdrias como a DA tem sido sugerido recentemente. Um estudo coorte
realizado com individuos portadores de DA e seus filhos mostrou que o receptor para
proteinas com dominios de ligagdo a nucleotideos e oligomerizagdo (NOD) tipo 1 com
polimorfismo em um uUnico nucleotideo esta associado com aumento dos niveis de IgE e
mais fracamente com o desenvolvimento da doenca (WEIDINGER, STEPHAN et al,,
2005), enquanto polimorfismo no alelo de NOD?2 esta associado com um risco de quase

duas vezes mais chances de desenvolvimento de DA (KABESCH et al., 2003).

Em humanos ja foram descritos 14 tipos de receptores NLRPs (receptor NOD-/ike
para proteinas). Os queratinocitos primarios expressam NLRP 1 a 8, 10, 11, 13 ¢ 14
enquanto NLRP12 foi detectado apenas nas células de linhagem de queratinocitos
HaCat (KUMMER et al., 2007, WATANABE et al., 2007). Alguns receptores NLRPs
formam um complexo multiproteico denominado de inflamassoma. A ativagdo do
inflamassoma estimula a produgdo de IL-13 e IL-18 através de caspase-1.
Interessantemente proteases de alérgenos da poeira domiciliar ativam NLRP3,
sugerindo que o NLRP3 apresenta um papel importante na patogénese da DA (DAI et

al., 2011). Muta¢des no gene de NLRP3 e mutagdes em outras proteinas, que

coletivamente resultam no aumento da producdo de IL-1, s@o a causa de inumeras
doengas inflamatérias (DAVIS; WEN; TING, 2011). Pacientes com DA que ndo
apresentavam mutagdes no gene da filagrina mostraram um aumento da expressdo de

IL-1f na epiderme proveniente da ativagdo do inflamassoma (KEZIC et al., 2012).
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1.2.3 Resposta imune celular

Grande parte dos estudos nos ultimos anos tem se dedicado a compreender os
mecanismos imunologicos envolvidos na fisiopatologia da DA. O aumento da
infiltragdo de células T, subtipos de células dendriticas, macrofagos, mastocitos e
eosinofilos podem ser observados em lesdes de DA, bem como o aumento da

quantidade de diferentes citocinas e quimiocinas.

Apoés a exposi¢do a um antigeno protéico, as células dendriticas fazem o papel de
apresentadoras de antigenos e dessa maneira, estimulam a proliferagdo de células T
induzindo diferentes respostas pelas células T auxiliares (HONDA, T. et al., 2012).
Portanto, as intera¢des funcionais das células imunoldgicas da pele também sdo

essenciais para a compreensdo da patogénese da DA.

Estudos in vifro demonstraram que apds desafio alérgico as células dendriticas do
subtipo inflamatorio aumentam a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas
(NOVAK, NATALIJA, 2012; YOSHIDA et al., 2014). Além disso, entre as células
presentes na pele, as células dendriticas representam o tipo celular mais importante para
iniciar a resposta imune do tipo Th2, pois expressam em sua superficie o receptor
FceRlI, que apresenta alta afinidade para IgE (NOVAK, NATALIJA, 2012). O papel da
IgE ainda ¢ um assunto de debate, porque ndo esta claro se ele desempenha um papel
central na patogénese da DA. Sabe-se que o aumento da expressdo desse receptor esta

relacionado com a gravidade das lesdes cutaneas.

Os monocitos humanos sdo considerados precursores de macrofagos e células
dendriticas porque os mondcitos se diferenciam em macrofagos e células dendriticas
sob um ambiente inflamatorio. Estudos mostraram que células de langerhans residentes
em tecido normal e macréfagos apresentam origem embrionaria e se renovam através da
proliferagio (CHORRO et al., 2009, HASHIMOTO et al, 2013). No estado
estacionario, os mondcitos que migraram do sangue para o tecido mantém seu carater
monocitico e apresentador de antigenos para células T nos linfonodos. A sinalizagdo
atenuada de IFNy e TGF[3 e baixa responsividade de mondcitos em individuos com DA

contribuem para promover respostas imunes do perfil Th2 devido a diminuig¢do da
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sinalizagdo de TGF[3 por um lado e diminui¢do da estimulagdo da produgio de citocinas

do perfil Thl por outro (GROS et al., 2011; PENG, W. M. et al., 2013).

Os mastocitos sdo as células-chave para mediar reagdes de hipersensibilidade de
tipo I. Os resultados de modelos animais demonstram que essas células sdo necessarias
para o desenvolvimento de lesdes cutaneas (ANDO et al., 2013). Na DA o numero de
mastocitos na pele lesionada ¢ aumentado, liberando IL-31, IL-17 e IL-22 o que suporta
a hipdtese de que os mastocitos promovem a inflamac¢do da pele (MASHIKO et al ;
OTSUKA; KABASHIMA, 2015). Além disso, na pele com DA, a §-toxina liberada por
Staphylococos aureus estimula a degranulac@o dessas células, promovendo a inflamagéo
local pela liberagdo de mediadores pro-inflamatorios (NAKAMURA et al., 2013). Além
disso, a DA parece estar associada ao recrutamento e ativagdo de basofilos.
Recentemente foi demonstrado que basdfilos em individuos com DA podem exibir
atividade antibacteriana, no entanto, o papel dos baséfilos na DA ainda ndo estd bem

definido (OTSUKA; KABASHIMA, 2015; YOUSEFI et al., 2015).

A eosinofilia ¢ frequentemente associada com o aumento nos niveis de eosinofilos
no sangue e apresentam correlagdo com a severidade da doenga (KIEHL et al., 2001).
Até agora o papel dos eosindfilos na patogénese da DA ainda ¢ incerto. Existem
indicios de que os eosinéfilos contribuem na defesa contra a invasido de microrganismos
nos casos de deficiéncia da barreira cutinea, regulando a resposta imune e/ou

contribuindo para o remodelamento tecidual (ROTH et al., 2011).

De modo geral, a DA ¢ considerada uma doenga alérgica mediada por células Th2
que se caracteriza pela produgdo de IgE periférica anormal, eosinofilia, ativacdo de
mastocitos, e indugdo de linfécitos Th2 que expressam as interleucinas IL-4, IL-5, IL-13
e IL-31 (BIEBER, 2010; KIM, S. et al., 2011). Um estudo com bidpsias sequenciais de
pacientes com DA apds exposi¢do a aeroalérgenos, como acaros, demonstraram uma
resposta imunologica bifasica caracterizada por alternar do perfil fenotipico Th2 para o
perfil Thl secretando IL-12 e IFNy em fases mais avangadas da doenca (GREWE et al,
1995; LEUNG, D. Y., 2013). Neste contexto, o microambiente do fendtipo Th2 altera a
diferenciagdo de queratindcitos e inibe a producdo de peptideos antimicrobianos

predispondo o sitio a infecgdes (NOMURA et al., 2003).
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Alguns estudos sugerem que IL-13 apresenta um papel importante na DA
contribuindo para o desenvolvimento da inflamacdo cutdnea. Um trabalho publicado
recentemente mostrou que em individuos saudéveis com alelos funcionais para o gene
da filagrina, IL-13 estimulou a producdo de TLSP e diminuiu a expressdo da filagrina e
outras proteinas da epiderme. Estes efeitos foram impedidos quando estes individuos
foram tratados com anti- IL-1f3 e antagonista do receptor para IL-1. Curiosamente nos
individuos com DA a resposta a IL-1f foi de modo semelhante, mostrando que IL-1f3

pode ser um mediador precoce para a expressdo do fendtipo da DA através da indugdo

de TLSP e alteragdo da homeostase da epiderme (BERNARD et al., 2017).

Na DA, alguns estudos tém sugerido que tanto a IL-1f como a IL-1a contribuem
para o desenvolvimento da inflamagdo da pele: 1) HDM tem sido descrito estimulando a
ativagdo do inflamassoma de NLRP3 em queratinocitos e promovendo a secrecdo de IL-
1B (DAI et al., 2011), 1) os transcritos de mRNA de IL1 f e IL-la sdo
significativamente expressos na pele lesionada de individuos com DA aguda e cronica
tanto em formas extrinsecas quanto intrinsecas (BIANCHI et al., 2011; GITTLER et
al., 2012; SUAREZ-FARINAS et al., 2013), iii) niveis elevados de IL-1f foram
registrados no soro de pacientes com DA, com correlagio com a gravidade da DA

(NUTAN; KANWAR; PARSAD, 2012).

Em adi¢do ao paradigma Th1/Th2, os papéis das células Th17 e T reguladoras
(Tregs) tém sido pesquisados (DI CESARE; DI MEGLIO; NESTLE, 2008, HONDA,
T. et al., 2012). As células Th17 sdo caracterizadas pela produgao de citocinas de perfil
inflamatorio, tais como IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26, destacando-se os fatores TGF-f3,
IL-1B, IL-6, e IL-23 como os principais envolvidos na diferenciacio de células T naive
em Th17. A andlise fenotipica de células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com DA exibiu um acentuado aumento da populacdo de células T CD4+ IL-
17+. Além disso, uma elevada percentagem de células produtoras de IL-17 foi
encontrada em DA grave, sugerindo que ha uma correlagdo direta entre a presenca de
células Th17 e gravidade da doenga. O aumento dos niveis de IL-17 tem sido associado

a presenca de lesdes cutaneas de pacientes com DA (KOGA et al., 2008).

Estudos em modelo de pele humana mostraram que IL-17A suprime a expressao de
citocinas TSLP e citocinas do perfil Th2 e que citocinas da resposta imune Th2 também

diminuem a fung¢fo de IL-17A sugerindo que as vias Th17 e Th2 podem ser coreguladas
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entre si (EYERICH et al., 2009). No entanto, outro estudo com camundongos
deficientes em IL-17A mostraram respostas de perfil Th2 atenuadas na fase aguda da
inflamacdo cutianea (NAKAJIMA et al., 2014). Mais resultados de outros modelos
animais e sistemas humanos s30 necessarios para desvendar o papel exato das células

Th17 na DA.

Interessantemente, a IL-25 (IL-17E), um membro importante e distinto da familia
IL-17, estimula células do perfil Th2 mediando a inflamacgdo através da ativagdo de
células de memoéria Th2 juntamente com células dendriticas ativadas por TSLP
(WANG, Y.-H. et al., 2007). Além disso, a IL25 também diminui a sintese de
filamentos em queratinocitos (HVID et al., 2011). Também IL-33 e TSLP sdo citocinas
derivadas do tecido epitelial e essenciais para a patogénese da DA, estimulando células

Th2 e promovendo inflamagio local (KINOSHITA et al., 2009).

As células Treg controlam a ativagdo de células autoreativas e T-efetoras e sdo
cruciais para a manutengdo da tolerancia periférica a auto-antigenos. Células Treg
CD4+ FOXP3+ tem sido consideradas células Treg de “ocorréncia natural” para
distinguir de células Treg adaptativas, que sdo geradas apos ativagdo. A populacdo de
células T-reg adaptativas € caracterizada pela secrec¢@o de altos niveis de IL-10 ou fator
de crescimento transformante (AKDIS; BLASER; AKDIS, 2005). As muta¢des em
FOXP3, fator nuclear expresso em células T-reg naturais e na subpopulagdo de células
T-reg adaptativas, resultam em desregulacdo imune caracterizada por hiper produgéo de
IgE, alergia alimentar e eczema, o que sugere um possivel papel das células T-reg na

DA (TORGERSON; OCHS, 2007).

Um estudo realizado com uma série de biopsias da pele de pacientes com DA
mostrou a presenca de células T-reg adaptativas, mas sem células T-reg FOXP3+
naturais (VERHAGEN et al., 2006). No entanto, em estudos recentes, o numero de
células T-reg natural FOXP3+ foi semelhante ou maior em pacientes com DA em
compara¢do com o0s pacientes controles com pele saudavel (FRANZ et al., 2007). Apos
exposi¢do a uma dose média de radiacdo UVA-1, ocorre um aumento da produgdo de
algumas citocinas pré-inflamatérias, porém sem alteragdo do numero de células T-reg

naturais (SCHNOPP et al., 2007).

Quanto a funcdo de Treg na DA, foi relatado que sua atividade supressora ¢

semelhante a de Treg em individuos saudaveis controles (OU et al., 2004). No entanto,
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foi relatado um novo subtipo de Treg com capacidade de estimular resposta efetora de
células Th2 em individuos com DA e que suas fungdes dependem da expressdo de
CCR6. Nesse trabalho, células Treg CCR6- CD24+ high produziram citocinas de perfil
Th2 e co-cultura com células T efetoras aumentaram seletivamente a producdo de IL-5,
sugerindo a heterogeneidade de Treg na DA (REEFER et al., 2008). Em resumo, os
estudos mais recentes tém identificado células T-reg na pele de pacientes com DA, mas
os trabalhos desenvolvidos in vitro ainda ndo conseguiram tragar as principais
diferengas nas atividades funcionais das células T-reg para assim determinar se sdo

relevantes para o curso de DA in vivo.

Recentemente, também foi observado que células linfoides inatas (ILCs) estdo
presentes no infiltrado celular da pele e apresentam papel importante na DA produzindo
as citocinas do tipo Th2 como IL-5, IL-9 e IL-13 promovendo inflamag&o local depois
da estimula¢do com alérgenos, TSLP ou IL-33 (IMAI et al., 2013; SALIMI et al.,,
2013). IL-4 e IL-13 sdo os principais mediadores da resposta imune do perfil Th2 e a
sinaliza¢do dessas citocinas ocorre através do receptor IL-4 (IL-4Ra). O receptor IL4Ra
medeia mecanismos de producdo de IgE pelas células B, a diferenciagdo de células
dendriticas, ativagdo de células T e recrutamento de eosinofilos (HAMILTON et al.,

2014).

O padrio de quimiocinas dos subconjuntos de células dendriticas difere
profundamente entre a DA aguda e cronica e a pele com DA ndo lesionada.
Quimiocinas como CCL17, CCL22 aumentam na pele durante a inflamagdo e
estimulam o recrutamento de células dendriticas dos subtipos inflamatérios, bem como
a infiltragcdo de células T (GROS et al., 2011). Dados de estudos in vitro com células
cutaneas indicam que células dendriticas ndo estimuladas de pacientes com DA sdo
capazes de conduzir respostas imunes Thl, Th2 ou Thl7, enquanto que o
microambiente local impacta na sua polarizagdo de células T in vivo (FUJITA et al,,

2011).
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1.3 Papel dos queratinodcitos na dermatite atopica

Hé crescente evidéncia de que as células do tecido residente, como os
queratinocitos desempenham um papel importante em direcionar as respostas imunes.
Alguns estudos relatam o papel passivo dos queratindcitos, demonstrando que essas
células podem regular negativamente a resposta imune ou provocar anergia devido a
auséncia de moléculas B7 co-estimulatorias; (BAL et al., 1990; RENNE et al., 2010).
No entanto, trabalhos recentes apontam para um papel mais ativo dos queratinécitos na
imunorregulacio (MARTEL et al., 2015, RYU et al., 2015). Os queratinécitos podem
secretar varias citocinas e quimiocinas, além de expressar varios receptores de
membrana envolvidos em reagdes inflamatorias (ALBANESI et al., 2005,
NICKOLOFF; TURKA, 1994;  STEINHOFF; BRZOSKA: LUGER, 2001;
WITTMANN; WERFEL, 2006).

Os queratinocitos podem ser modulados pelas citocinas secretadas por células
efetoras do perfil Thl e Th2. Entre elas, o IFNy ¢ um dos mais potentes fatores de
ativacdo de queratindcitos, induzindo a expressdo de moléculas de superficie (ICAM-1,
MHC de classe I e II, CD40 e FAS), a producdo de quimiocinas (CCL2, CCL3, CCLA4,
CCL5, CCL18, CCL22 e CXCL10) e citocinas (IL-1, IL-6, IL-18 e TGF-f3). Varias
outras moléculas, como as metaloproteinases de matriz, fatores de crescimento, enzimas
e fatores de transcri¢do/moléculas da via de sinalizacdo intracelular também sio

regulados positivamente por queratinocitos (WITTMANN; WERFEL, 2006).

A producdo de citocinas de primeira linha, tais como IL-1, TNF-a, GM-CSF, IL-33
ou TSLP, por células epiteliais ¢ agora considerada como um evento chave de iniciagdo
para a indugdo de respostas em interfaces epiteliais (PASTORE; MASCIA;
GIROLOMONI, 2006; WILLART et al., 2012). Além disso, os queratindcitos
epidérmicos de pacientes com DA s3o uma importante fonte de TSLP, que estimula
células dendriticas na ativacdo de células T helper, resultando na produgdo de IL-4 e IL-
13. Estas observac¢des podem explicar a ligagdo entre o prurido com o desencadeamento

da inflamagdo da pele mediada por Th2 na DA (LEUNG, D. Y. M. et al., 2004).

No entanto, TLSP certamente ndo € a Unica citocina epitelial capaz de induzir o
desenvolvimento da DA e estimular as células de perfil Th2. Um modelo de asma

induzida por baixas doses de acaros da poeira doméstica (HDM) mostrou que a secreg¢do
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de IL-1a pelas células epiteliais direcionaram a produgdo de GM-CSF e IL-33, mas ndo
de TSLP, estimulando a resposta Th2, principal caracteristica relatada nesse modelo de

DA (WILLART et al., 2012).

Uma grande variedade de citocinas e quimiocinas interagem e produzem
sintomas que sdo caracteristicos da DA. A alteracdo da barreira epitelial estimula a
producdo de quimiocinas regulada pela ativa¢do do timo (TARC/CCL17) e quimiocinas
derivada de macrofagos (MDC/CCL22) nos queratindcitos (ONOUE et al., 2009), que
atraem as células Th2 através do receptor de quimiocinas CC tipo 4 (CCR4). TSLP
também ¢ altamente expressa na epiderme da pele de pacientes com DA, induzida por
lesdo mecanica e promovendo a ativagdo do receptor ativado por proteases PAR-2

(KABASHIMA, 2013).

Os queratinécitos de doentes com DA também apresentam aumento da apoptose
induzida por IFN-y em comparagdo com queratindcitos de individuos saudéveis.
Estudos mostram a ativagdo de trés genes relacionados com a apoptose (NOD2, DUSP1
e ADM) e outros oito genes foram identificados superexpressos em lesdes cutdneas de
DA (CCDC109B, CCL5, CCLS, IFI35, LYN, RAB31, IFITM1 e IFITM?2) induzidos
por IFNy em queratinécitos primarios (REBANE et al., 2012). Adicionalmente, a
expressdo génica modificada da filagrina, loricina, involucrina, corneodesmosina ou de
proteinas do envelope coérneo estdo relacionadas a alteragdes na diferenciacdo de

queratinocitos (SUAREZ-FARINAS et al., 2011).

1.4 Receptor PPAR

A pele ¢ rica em lipideos presentes nas membranas celulares, corpos lamelares,
estrato corneo e no espago extracelular da camada epidérmica. Estes lipideos sdo
sintetizados ou oriundos do metabolismo epidérmico e podem se ligar a receptores
hormonais (NHR) (ICRE; WAHLI; MICHALIK, 2006, MICHALIK; WAHLI, 2007,
SCHMUTH, M. et al., 2007). Em humanos, a familia NHR apresenta 48 membros e
estes receptores sdo responsaveis pela homeostase cutdnea, diferenciacdo de
queratinocitos, formacdo de barreira, metabolismo lipidico e inflamagdo (CHAWLA;

REPA; et al ., 2001).
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Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) também fazem
parte da familia de receptores NHR e apresentam trés isotipos: alfa, beta e gama, sendo
cada uma dessas isoformas com ligantes e fungdes diferentes. A pele humana expressa
os trés tipos de receptores PPAR, sendo PPAR[ expresso em toda a epiderme enquanto
PPARa e PPARY sdoexpressos preferencialmente na epiderme suprabasal, onde residem
os queratinocitos ja diferenciados (ICRE et al., 2006, RIVIER et al., 1998;
WESTERGAARD et al., 2001).

Os trés isotipos de PPAR também sdo encontrados em células dendriticas,
melanocitos e células de Langerhans imaturas presentes na epiderme (ANGELI et al.,
2003; DUBRAC et al,, 2007, EASTHAM; MILLS; NILES, 2008). Além disso, estes
receptores também podem ser encontrados em linfocitos B e T humanos (HARRIS;
PHIPPS, 2001; JONES, DALLAS C; DING; DAYNES, 2002). Apés a ativagdo de
células T ocorre downregulation da expressio de PPARa e, contrariamente, nessa
mesma situagdo, ha um aumento da expressdo dos receptores PPARy (CLARK et al.,
2000; JONES, DALLAS C et al, 2002; NORAZMI et al, 2012) . PPARq e
PPARYy apresentam papel de grande importancia, pois sdo capazes de regular a sintese
de IL-2, um marcador de ativag@o precoce de células T estimulando a proliferagdo dessa
populagdo celular (CLARK et al., 2000; JONES, DALLAS C. et al., 2003). Os
trabalhos referentes a expressdo de PPAR em linfocitos B atualmente estdo limitados ao
estudo do potencial pré-apoptético de seus agonistas em células normais e linhagens de

células malignas (RAY et al., 2005, SCHLEZINGER et al., 2004).

Alguns trabalhos tém se dedicado a compreender o papel dos receptores PPAR
na homeostase da epiderme, mostrando que apos 6 horas da alteragdo experimental da
barreira epitelial, em individuos saudaveis, houve uma redugdo dos niveis de mRNA
para PPARa, porém sem alteracdo nos niveis de mRNA para PPAR[ e PPARy
(TORMA; BERNE, 2009). Outro estudo a fim de investigar a importancia de PPAR,
mostrou que na gestagdo de camundongos knockout para PPARo hd um retardamento
da formagdo do estrato corneo e diminui¢do de alguns marcadores de diferenciagido de
queratinocitos, involucrina e loricrina (SCHMUTH, MATTHIAS et al., 2002). Além da
redugdo de camadas do estrato corneo também s3o observadas morte celular dos
queratinocitos, contribuindo para o aumento da resposta inflamatoria (DUBRAC et al.,

2011).



26

Os receptores PPAR podem ser ativados por um amplo espectro de moléculas
tais como acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, como, por exemplo, o acido
alfa-linoleico, acido docosa-hexaenodico, metabolitos de 4cido araquidénico e
leucotrienos. Os acidos graxos poli-insaturados, tais como o acido araquiddnico ou o
acido linoleico, sdo ligantes dos trés tipos de receptores PPAR, enquanto os derivados
de acidos graxos das vias de cicloxigenase (COX) (prostaglandinas) e lipoxigenase
(LOX) (leucotrienos ou LTs, acidos hidroxieicosatetraenoicos ou HETEs) sdo ligantes
que apresentam maior seletividade para um dos trés isotipos (HARMON; LAM;
GLASS, 2011).

Atualmente, os eicosanodides melhor caracterizados como ligantes de PPAR sdo
LTB4 e 8S-HETE, que preferencialmente ativam PPARa, 15-desoxi-delta (12, 14)-
prostaglandina J2 (15d-PGJ2) e 15-HETE, que sdo seletivos para PPARy e
prostaglandina 12 (PGI2, também chamada prostaciclina), que € um ligante PPARPB/S.
Existem também alguns ligantes sintéticos especificos para cada isotipo PPAR tais
como as tiazolidinedionas, que envolvem a rosiglitazona e pioglitazona, que sdo ligantes
seletivos de PPARy. Ja os fibratos tais como o fenofibrato, clofibrato, bezafibrato e
gemfibrozil, sdo ligantes de PPARa. No entanto ainda ndo estdo disponiveis drogas que
sejam ligantes de PPARP/6 (RADINA; WALTER; LILIANE, 2005; SCHMUTH,
MATTHIAS et al, 2014).

Em pele de camundongos a ativacdo de PPARy induz a diferenciacdo de
queratindcitos que contribui para a formagdo de barreira no estrato corneo, apresentando
grande importancia para a homeostase da pele (MAO-QIANG et al.,, 2004). Dessa
forma, a funcgdo de barreira ¢ determinada, em grande parte, por lipideos extracelulares
presentes no estrato corneo, mostrando que existe uma forte relacdo entre o
metabolismo epidérmico e a fun¢do de barreira cutdnea, destacando-se, neste contexto, a
importancia da modulag@o do metabolismo lipidico pelos ligantes de PPAR. Estudos em
camundongos j4 mostraram que a ativagdo de todos os trés isotipos PPAR acelera a
reparagdo de barreira epitelial, sugerindo que os ligantes de PPAR induzem a sintese e

metabolismo de lipideos (MAN et al., 2006).
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1.4.1 PPAR e inflamacio da pele

Ap6s lesdo do tecido epitelial inicia-se o processo de cicatrizagdo que envolve
varias etapas, entre elas a inflamag@o, repitelizagdo e remodelamento da matriz do
tecido lesionado (COULOMBE, 2003). Cada uma dessas etapas ocorre praticamente
concomitantemente e sdo reguladas por citocinas e fatores de crescimento. Estudos
mostram que os receptores PPARs s8o expressos na epiderme de camundongos durante
o desenvolvimento fetal e desaparecem do epitélio interfolicular ap6s o nascimento. No
entanto, apenas a expressdo dos receptores PPARa e PPARP/S, sdo reativados na
epiderme adulta durante a fase inflamatéria de lesdes na epiderme. Enquanto a
expressdo de PPARa ¢ reativada de maneira transitoria, os receptores PPARP/S sdo

altamente expressos até o fim do processo cicatricial (MICHALIK et al., 2001).

Em camundongos PPAR-nulos durante a fase inflamatéria da cicatrizagdo, a
sinalizagdo para o recrutamento de células de perfil inflamatorio para o local da lesdo ¢
prejudicado, destacando a importancia dos receptores PPAR na cicatrizagdo tecidual.
PPARa e PPARPB/S sdo importantes para a repitelizagdo local rapida, com PPARa
envolvido durante a fase inflamatoria inicial e PPARB/S durante todo o processo de

cicatrizagdo (MICHALIK et al., 2001).

No inicio da resposta inflamatoria sdo produzidas pelos queratinocitos,
neutrofilos e macréfagos algumas citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1a/p.
Essas citocinas estimulam a expressdo de PPARPB/S através da sinalizagdo JNK/AP-1
em queratindcitos. Além disso, essas citocinas também sdo responsaveis por estimular a
producdo de ligantes enddgenos para a ativacdo de PPARP/6 que, uma vez ativado
aumenta a expressdo de genes anti-apoptdticos, o que proporciona o aumento da

sobrevivéncia dos queratindcitos durante a inflamagéo (TAN et al., 2001).

Estudos realizados em queratinocitos psoridsicos mostraram que a expressao de
PPARPB/S ¢ aumentada, enquanto a de PPARa ¢ PPARy ¢ diminuida (RIVIER et al.,
1998; WESTERGAARD et al., 2003). Curiosamente o tratamento com agonistas de
PPARy melhora as lesdes psoriasicas apos a ingestdo oral dos agonistas de PPARy

troglitazona ou pioglitazona (ROBERTSHAW; FRIEDMANN, 2005). Ainda sdo
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necessarios mais estudos para avaliar o potencial valor clinico dos ligantes PPAR para o

tratamento de doengas inflamatorias da pele.

Os agonistas PPAR tém propriedades anti-inflamatérias, reduzem a expressio de
varias citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, moléculas de adesdo celular e a fungo
das células apresentadoras de antigeno na epiderme, maturac¢do e migracdo de células de
Langerhans (DUBRAC et al., 2011; DUBRAC; SCHMUTH, 2011, DUBRAC et al,,
2007). Alguns trabalhos mostraram que a ativagdo de PPARa por WY 14643 inibe a
maturacdo de células de Langerhans de uma forma dependente de PPAR«, pois estes
efeitos ndo sdo encontrados com o tratamento com WY 14643 em modelos de PPARa
nulo (DUBRAC et al., 2007). O mecanismo subjacente envolve a sinalizagdo por NF-
kB. Interferon tipo I induz a expressio de PPAR [3/0 que por sua vez atenua a
sinalizagdo mesenquima-epitelial de IL-1 através da estimulagdo da producdo do
antagonista do receptor de IL-1. A regulago da sinalizag@o da IL-1 inibe a proliferagio

de queratindcitos e diminui fatores mitogénicos em fibroblastos (CHONG et al., 2009).

O agonista de PPARY, pioglitazona, reduz a expressdo de TLR2, TLR4, IL-1f,
TNF-a, IL-6 e a proteina quimioatraente-1 em mondcitos de sangue humano (DASU et
al., 2009). A ativagdo farmacolégica de PPARy inibe a maturagdo de células de
Langerhans, a capacidade migratoria e proliferacdo de células T (FU;, LUO, LOPES-
VIRELLA, 2002). Além disso, os agonistas de PPARa e PPARY estimulam a produgo

in vitro de células T reguladoras (DUBRAC et al., 2011), mantendo um alto nivel de
expressdo de FOXP3 (LEI et al., 2010).

1.4.2 PPARy

O receptor PPARy ¢ um receptor nuclear e ¢ responsavel pela regulagdo do
metabolismo lipidico e vem se destacando como um importante regulador da imunidade
adaptativa (DAYNES, RAYMOND A ; JONES, DALLAS C., 2002; GLASS; SALJO,
2010; STRAUS; GLASS, 2007, WAHLI, MICHALIK, 2012). Os ligantes PPARy
apresentam papel de regulacdo negativa na ativacdo das células T (WANG, P. et al.,

2001), proliferagdo (TOBIASOVA et al,, 2011) e diferenciacdo (KLOTZ et al., 2009) a
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fim de prevenir ou inibir a patogénese de modelos de doengas alérgicas (HAMMAD et

al., 2004, HONDA, K. et al., 2004, WOERLY et al., 2003).

O tratamento de células T com os agonistas de PPARYy rosiglitazona, ciglitazona,
pioglitazona e 15d-PGJ2 inibe a proliferacdo de células T e a produgdo de IL-2
(CLARK et al., 2000, THOMPSON et al., 2007). O tratamento com ciglitazona
aumenta a sobrevivéncia na doenga do enxerto versus o hospedeiro por meio das células
Treg que expressam PPARy (WOHLFERT et al., 2007). A diferenciag@o das células de
perfil Th17 ¢ inibida em camundongos pela pioglitazona, retardando assim o
aparecimento da doenga ou melhorando as caracteristicas clinicas da encefalomielite
autoimune experimental (KLOTZ et al.,, 2009). Além disso, os ligantes de PPARy
ciglitazona, rosiglitazona e pioglitazona também sdo capazes de inibir eficazmente a
inflamagdo alérgica num modelo de asma através da regulacdo de PTEN (HONDA, K.
etal., 2004; LEE etal., 2003).

Alguns estudos fornecem evidéncias de que os receptores PPARs podem inibir a
expressdo de genes inflamatorios através de varios mecanismos, incluindo a formagéo
de complexos com p65 (CHAWLA; BARAK; et al., 2001), modulag@o da atividade de
p38, uma proteina quinase ativada por mitdégeno, sec¢do do co-repressor BCL-6
(KELLY et al., 2004) e formag@o de complexos diretos com membros da familia AP-1 e
NF-kB (LEE et al., 2003). E provavel que pelo menos alguns desses mecanismos atuem
de uma forma especifica para o tipo de célula. Contudo, mecanismos resultando na
inibi¢do global de NF-kB sdo inconsistentes com os efeitos dos agonistas de PPAR em

macrofagos, uma vez que apenas um subconjunto de genes de NF-kB sdo inibidos.

1.4.3 15d-PGJ2

A prostaglandina J2 (PGJ2) e os seus metabodlitos podem ocorrer de forma
natural na produgdo de prostaglandina D2 (PGD2). A sintese se inicia pela ativagdo da
fosfolipase A2 que resulta na liberagdo de acido araquidonico, que se converte em
prostaglandina H2 (PGH2) pela agdo de cicloxigenases. O intermedidrio formado ¢

convertido em uma série de prostanodides, biologicamente ativos e cada um deles
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apresentam receptores seletivos. A PGD2 ¢ formada pela ag@o de sintetases de PGD?2 e,
alternativamente, pode sofrer desidratacio quimica e formar a ciclopentona
prostaglandina PGJ2 que, por sua vez, pode sofrer uma desidratagdo por perda do grupo
15-hidroxila, que juntamente com a migracdo da ligagdo dupla 13,14 de PGJ2, resulta

na formacdo de 15d-PGJ2 (SCHER, PILLINGER, 2005).

O ultimo desses metabdlitos, 15d-PGJ2, é um ligante enddgeno de alta afinidade
para o receptor intranuclear de peroxissoma ativado por proliferador y (PPARYy)
(FORMAN et al,, 1995, KLIEWER et al., 1995). 15d-PGJ2 inibe a expressdo de varios
genes relacionados com perfil pro-inflamatério incluindo os genes para NO sintase
induzivel (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e varias citocinas (DAYNES,
RAYMOND A: JONES, DALLAS C, 2002; JIANG:; TING; SEED, 1998; RICOTE,
MERCEDES et al.,, 1998). Estudos indicam que esses efeitos sdo mediados pela
inibi¢do de varios fatores de transcri¢do, como NF-kB, proteina ativadora 1 (AP-1) e
transdutor de sinal e ativador da transcri¢do-1 (STAT-1)(GILROY et al., 1999). Além
disso, 15d-PGJ2 tem sido encontrada na fase de resolu¢do do processo inflamatorio,
sugerindo que 15d-PGJ2 possa apresentar um papel importante na regulagdo da resposta

inflamatoria (GILROY et al., 1999).
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2. JUSTIFICATIVA

A DA ¢ uma das doengas de pele inflamatorias mais frequentes, afetando até
25% das criangas e 1-3% dos adultos em todo o mundo (NOVAK, N, 2009). Individuos
com a doenga grave ou persistente sofrem de uma redug@o significativa de qualidade de
vida (BEATTIE; LEWIS-JONES, 2006), além disso, a DA apresenta um enorme
impacto econdmico sobre a sociedade (BOGUNIEWICZ, MARK et al, 2007,
MANCINI; KAULBACK; CHAMLIN, 2008). A patogénese da DA envolve interagdes
entre varios fatores, incluindo susceptibilidade genética, fatores ambientais, defeitos de
barreira da pele e fatores imunologicos (BOGUNIEWICZ, M.; LEUNG, 2010,
LEUNG, D., 2003). Dentre os fatores ambientais, podemos destacar os acaros da poeira
doméstica (HDM), alérgenos importantes para o desenvolvimento da DA, bem como da
asma e rinite (SCHAFER, 2008). Dermatophagoides  pteronyssinus e
Dermatophagoides farinae sdo os tipos mais comuns de HDM e sdo conhecidos por

contribuir também para a imunopatogénese de DA (WEGHOFER et al., 2008).

Estudos mostram que as células da epiderme, como queratindcitos
desempenham um papel importante em direcionar as respostas imunes (BAL et al.,
1990; RENNE et al., 2010). Estudos recentes apontam para um papel ativo dos
queratindcitos na imunorregulagdo de DA (RYU et, 2015; MARTEL et al, 2015),
secretando varias citocinas e quimiocinas, além de expressar varios receptores de
membrana envolvidos em reagdes inflamatorias (ALBANESI et al., 2005,
NICKOLOFF; TURKA, 1994; STEINHOFF et al., 2001; WITTMANN; WERFEL,
2006). No entanto, poucos estudos foram realizados para identificar o papel dos

queratinocitos em dermatite atdpica induzida por acaros da poeira domiciliar.

A pele humana expressa os trés tipos de receptores PPAR (PPARa., PPAR e
PPARY) (ICRE et al., 2006, RIVIER et al., 1998, WESTERGAARD et al., 2001). Os
agonistas PPAR tém propriedades anti-inflamatorias, reduzem a expressdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, quimiocina € moléculas de adesdo celular (DUBRAC et al.,
2011; DUBRAC; SCHMUTH, 2011; DUBRAC et al., 2007). Neste contexto, 0s
estudos com 15d-PGJ2, agonista de PPARYy, podem contribuir para compreender melhor
a resposta imune na indug@o de DA in vitro e a capacidade de 15d-PGJ2 em modular a
resposta imunologica em resposta a DA, permitindo sua posterior utilizagdo no

desenvolvimento de novas terapias para a doenga.
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3. HIPOTESES

3.1 Hipotese HO

O pré-tratamento com 15d-PGJ2 ndo reduzird significativamente a produgdo de

citocinas  inflamatorias induzidas por alérgenos do acaro Dermatophagoides

pteronyssinus em linhagem de queratindcitos humanos.

3.2 Hipotese H1

O pré-tratamento com 15d-PGJ2 reduzird significativamente a produgdo de citocinas

inflamatorias induzidas por alérgenos do acaro Dermatophagoides pteronyssinus em

linhagem de queratinocitos humanos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade imunomoduladora de 15d-PGJ2 na produgdo de citocinas
inflamatorias induzidas por alérgenos do acaro Dermatophagoides pteronyssinus em

linhagem de queratinocitos humanos (HaCat).

4.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um modelo in vifro de ativacdo celular induzida por alérgenos do
acaro Dermatophagoides pteronyssinus utilizando células de linhagem de
queratindcitos humanos (células HaCat);

e Avaliar a toxicidade de diferentes tratamentos com concentragdes crescentes de
15d-PGJ2 e do extrato de Dermatophagoides pteronyssinus ativado ou ndo por
ditiotreitol;

e Avaliar a produgdo de IL-8 em linhagem de queratindcitos humanos, apos a
estimulagdo com diferentes concentragdes do extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus ativado ou ndo por ditiotreitol,

e Quantificar as citocinas humanas do perfil inflamatorio (TNF, IL-1f3, IL-6, IL-8,
IL-10 e IL-12) secretadas pelos queratindcitos apds pré-tratamento com 15d-
PGJ2 seguido da estimulagdio com o extrato de Dermatophagoides
preronyssinus,

e Avaliar a capacidade imunomoduladora do pré-tratamento com 15d-PGJ2 na
producdo de citocinas induzida por alérgenos do acaro Dermatophagoides

pteronyssinus em queratinocitos humanos (células HaCat).
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo celular de queratinocitos

A linhagem de queratindcitos humanos imortalizados, células HaCat, foram
adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro — BCRJ (codigo BCRJ: 0341) e
cultivados em frascos de cultura de 75 cm? contendo meio Dulbecco’s Eagles
modificado (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco,
Thermo Fisher) inativado a 56°C, 1% de antibiético (10.000 U/mL de penicilina e
10mg/mL de estreptomicina), L- glutamina e aminodcidos essenciais em estufa
umidificada a 37 °C e 5% de CO2. O repique celular foi realizado quando a
monocamada celular atingiu o estagio de confluéncia, com a tripsiniza¢do das células
pela adicdo de 3 mL de solugdo contendo 0,25% de Tripsina e 0,2% de EDTA,
preparadas em solugdo de NaCl 0,9%. Apos o descolamento das células o processo foi
interrompido pela adicdo de DMEM suplementado com 10% de SFB, pois a presenca
de alfa 1-anti-tripsina no soro neutraliza a a¢do da tripsina. Apos a lavagem das células
obtidas com DMEM, as mesmas foram transferidas para novos frascos de cultura de 75

cm?, e mantidas para os experimentos posteriores (BOUKAMP et al., 1988).

5.2 Extrato de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), aDpt e 15d-PGJ2

Para o uso em cultura celular o extrato de Dermatophagoides pteronyssinus
(Dpt) (Hollister, codigo 6692UP) foi concentrado e dialisado em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2, utilizando membranas de cut off de 6 kDa
(PEREIRA et al., 2005). Apos a realizagdo da dialise, o extrato de Dpt foi filtrado em
membrana de 0,22 pm e a concentracdo proteica do extrato foi determinada por leitura
de absorbancia a 280 nm usando o nanospectrofotometro Biodrop (Biodrop Touch
Duo). aDpt (extrato de Dpt ativado) foi obtido por tratamento de Dpt com 1 mM de
ditiotreitol (DTT) 15 minutos antes do uso como estimulo celular (OGAWA et al.,
2007). O extrato de Dpt e a 15d-PGJ2 (Sigma-Aldrich, cédigo: D8440) foram

armazenados a -20°C até o uso.
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5.3 Analise da viabilidade celular

A fungdo mitocondrial de queratinocitos foi avaliada por ensaio de MTT
(tetrazdlio de metiltiazol) (MOSMANN, 1983). Os queratindcitos foram cultivados em
placas de 96 pocos (10° células/pogo/200 uL) em meio completo. Apds 24 horas as
células estavam completamente aderidas na placa e foram lavadas com PBS 0,01M, pH
7,2 para adi¢@o dos estimulos em concentragdes crescentes dos alérgenos Dpt (5; 10; 20
e 40 pg/mL) e aDpt (5; 10 e 20 ug/mL) e o controle 1 mM de DTT por 24 horas e 15d-
PGJ2 (2,5, 5 e 10 uM) diluidos em meio incompleto por 3 horas. Apos estes diferentes
intervalos de tempo, as placas de cultura foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos
para remocgdo do sobrenadante. Como controle, as células foram incubadas, nas mesmas
condi¢des, somente com meio incompleto. A seguir, os queratindcitos foram pulsados
com 100 pL/pog¢o de MTT (Sigma-Aldrich, codigo 88417) a 0,5 mg/mL, quatro horas
antes do término do periodo de incubagdo com os estimulos, e mantidas em condi¢des
de cultura. Posteriormente, as placas foram novamente centrifugadas (400 x g por 10
minutos a 18°C) com descarte do sobrenadante, sendo adicionado solugdo de SDS 10%
e N-dimetilformamida 50% (100 pL/pog¢o) para a solubiliza¢do dos cristais de formazan
resultantes da reducdo do anel tetrazolico do sal MTT. A leitura foi realizada apos 30
minutos a 570 nm em leitora de placas (BioTek Epoch). Os resultados foram expressos
como porcentagem de viabilidade celular em relag@o aos controles e as concentragdes
que ndo afetaram significantemente a viabiliadade celular foram empregadas

posteriormente nos ensaios in vitro de modulagio da resposta efetora de queratinocitos.

5.4 Ensaio in vitro da modulacio da resposta efetora da linhagem de queratindcitos

A fun¢do efetora da linhagem de queratinocitos mantidos em cultura como
descrito anteriormente foi analisada pela produgdo de citocinas apds estimulagdo com as
diferentes concentragdes de Dpt, aDpt e pré-tratamento com 15d-PGJ2. Brevemente,
queratinocitos mantidos em cultura, foram contados em cdmara hemocitométrica de
Neubauer e analisados quanto a viabilidade celular utilizando o corante de exclusdo
vital azul de Tripan a 0,4% em PBS 0,01M, pH 7,2 para a utilizagdo em experimentos

de estimulagdo celulares.
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Células viaveis foram semeadas em placas de cultura celular de 96 pogos
(Corning Incorporation Costar, New York, NY, EUA), em meio DMEM completo, na
concentragio de 1 x 10° células, 200 pL/pogo e incubadas a 37°C e 5% de CO, por 24
horas. Apds a aderéncia das células, foi removido o sobrenadante, as placas foram
lavadas com PBS 0,01M, pH 7,2 e adicionados os estimulos Dpt (5; 10; 20 e 40 pg/mL),
aDpt (5; 10 e 20 pg/mL) e 15d-PGJ2 (0,6; 1,2 e 2,5 uM) diluidos em meio incompleto,
em concentragdes previamente analisadas pelo ensaio de viabilidade celular (MTT),
sendo as placas de cultura incubadas por 24 horas para o estimulo de Dpt e aDpt e 3
horas para o estimulo com 15d-PGJ2 a 37°C e 5% de CO,. O sobrenadante foi coletado
apos centrifugagdo a 400 x g por 5 minutos e armazenado a -70°C para posterior analise

de citocinas.

5.5 Quantificacio de IL-8 por ELISA

As concentragdes de IL-8 em sobrenadantes de células de HaCat estimuladas
com Dpt (5, 10, 20 e 40 pg/mL) ou aDpt (5, 10 e 20 pg/mL) foram mensuradas por
ELISA sanduiche usando o kit de detecg¢do para IL-8 humano (BD OptEIATM). As
placas de 96 pogos foram sensibilizadas usando 50 ul/ pogo do anticorpo monoclonal
especifico para IL-8, diluidos em tampdo de carbonato de sédio pH = 9,5, 0,1 M, na
propor¢do de 1:250. As placas foram incubadas overnight a -20°C. Os sitios de ligagdo
ndo-especificos foram bloqueados usando 150 pl/ pogo de tampdo de fosfato de sodio
com soro fetal bovino a 10% por 1 hora. Os padrdes de IL-8 foram aplicados na placa
em dilui¢do dupla seriada e amostras diluidas em 1:10 usando como diluente tampao de
fosfato de sodio com soro fetal bovino a 10%. As placas foram incubadas por 2 horas
para que a IL-8 se ligue ao anticorpo imobilizado. Em seguida adicionou-se o anticorpo
anti-IL-8 humano biotinilado conjugado com estreptavidina-peroxidase juntamente com
a streptavidina ambos diluidos na propor¢do 1:250, sendo incubado por 1 hora. As
lavagens com tampao fosfato de s6dio com tween a 0,05% (PBS-T) foram feitas entre
cada uma das etapas. Para a revelagdo foi adicionado solugdo de substrato TMB e,
posteriormente, uma solu¢do de parada (H,SO, 2N). As absorbancias foram
mensuradas utilizando um leitor de placas (Biotek Epoch) através da leitura nos

espectros de 450 e 570 nm. As absorbancias foram obtidas a partir do calculo:
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absorbancia a 450 nm - absorbancia a 570 nm. Feito isso, esse valores foram
convertidos em valores de concentracdo através do software microplate reader, usando
como referéncia os valores de absorbancia da curva-padrdo, construida com a dilui¢do

de IL-8 em concentra¢des conhecidas.

5.6 Quantificacido de citocinas inflamatorias

As citocinas humanas inflamatorias (TNF, IL-1§3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12)
foram mensuradas no sobrenadante de cultura de células HaCat pré-tratadas com
concentragdes de 15d-PGJ2 (0,6-2,5 uM) por 3 horas e posteriormente estimuladas com
aDpt (20 ug/mL) por 24 horas pelo método de captura, utilizando-se Cytometric Bead
Array (CBA) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. Brevemente, o sobrenadante da cultura de queratindcitos e padrdes de
citocinas foram incubados com microesferas (beads) de captura de tamanho e
fluorescéncia conhecidas, recobertas com anticorpos especificos que permitem a ligagdo
das respectivas citocinas. O anticorpo de detecg¢do conjugado com ficoeritrina (PE) foi
adicionado subsequentemente e, apds as incubagdes, foi acrescentado 1mL de tampao
de lavagem e centrifugado a 200 x g por 5 minutos. Os sedimentos contendo as beads
foram ressuspensos em 200ul. e submetidos a andlise no citdmetro de fluxo BD
FACSAria III ™ (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Os dados obtidos foram
analisados pelo Software FCAP Array (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA

versdo,1.0.1), observando os limites de detec¢do de cada citocina.

5.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism (versdo 5.0) para
comparar os efeitos de diferentes tratamentos. As diferencas entre os tratamentos foram
analisadas por One way ANOVA, com teste de comparagdo multipla de Bonferroni; ou,
quando apropriado, as diferencas foram verificadas pelo teste de Mann Whitney. Os

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito de 15d-PGJ2, Dpt, aDpt ou DTT na viabilidade de células HaCat.

A analise do efeito das diferentes concentra¢des de extrato de D. pteronyssinus
(Dpt); Dpt ativado com ditiotreitol 1 mM (aDpt); 15d-PGJ2 e DTT (1 mM) sobre a
viabilidade das células HaCat foi realizada utilizando o método MTT (Fig. 1). Alta
porcentagem de células viaveis (> 95%) foi detectada ap6s 24 horas de estimulagdo com
5;10; 20 e 40 pg/mL de extrato de Dpt (Fig. 1A) e 5; 10; 20 ug/mL de aDpt (Fig. 1B).
As células HaCat tratadas com DTT 1 mM (controle) também mantiveram alta
viabilidade celular (88%). Observou-se alta viabilidade celular nos queratindcitos
tratados com 2,5 ¢ 5 uM de 15d-PGJ2 e uma redugdo gradual e significativa (p < 0,05)
da viabilidade foi detectada quando as células HaCat sdo tratadas com maiores
concentragdes de 15d-PGJ2 atingindo valores de 72% de células viaveis no tratamento

com 10 uM de 15d-PGJ2 (Fig. 1C).
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Figura 1: Analise da viabilidade de células HaCat por ensaio de MTT apds tratamento com
extrato de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt); Dpt ativado com 1 mM ditiotreitol
(aDpt) e 15d-PGJ2 em diferentes concentragdes. O numero de células viaveis (%) foi
analisado apos 24 hrs de estimulo com Dpt (5; 10; 20 e 40 pg/mL) (A); aDpt (5; 10; 20
ug/mL) e DTT (1ImM) para controle (B) e apds 3 horas de tratamento com 15d-PGJ2 (2.5; 5
e 10 uM) (C). Meio DMEM incompleto foi usado como controle negativo. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas por One way ANOVA com teste de comparagdo multipla de Bonferroni com
significancia para p < 0,05. Letras iguais ndo indicam diferenga estatistica entre as médias.
Significancia estatistica indicada por letras diferentes.



40

6.2. Dpt ou aDpt induz a producio de altos niveis de IL-8 em células HaCat.

O efeito do extrato de Dpt na produgdo de IL-8 em células HaCat foi avaliado
pelo método de ELISA sanduiche. As células HaCat produziram altos niveis de IL-8
apos o estimulo com varias concentra¢des de Dpt (Fig. 2A), observamos que a producio
de IL-8 ocorre de maneira dependente da dose. No entanto, ndo foi observado um
aumento significativo na producio de IL-8 do estimulo de 20 para 40 ug/mL. Da mesma
forma, a producao de IL-8 foi intensificada ap6s o tratamento com Dpt ativado por DTT
(aDpt) (Fig. 2B). Comparando o aumento relativo da produgdo de IL-8 apos estimulo
com 10 pg/mL de Dpt ou aDpt (Fig 2C) e 20 ug/mL de Dpt ou aDpt (Fig 2D) em
relacdo ao controle sem estimulo, observamos que aDpt ¢ um potente indutor da
producdo de IL-8. Os dados mostraram que aumento relativo apds estimulacdo dos
queratinocitos com 20 pg/mL de aDpt chega a ser 12 vezes maior que o controle sem
estimulo. Com base nestes dados, definimos que a concentracdo de 20 ug/mL de aDpt

seria usado em ensaios subsequentes.
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Figure 2: Producdo de IL-8 em células HaCat mensurados por ELISA sanduiche apos
tratamento com extrato de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) and Dpt ativado com 1
mM ditiothreitol (aDpt). As células HaCat foram incubadas com meio incompleto e
estimuladas por 24 hrs com Dpt (5; 10; 20 e 40 ug/mL) (A); aDpt (5; 10; 20 ug/mL) e
DTT (ImM) para controle (B). Meio DMEM incompleto foi usado como controle
negativo. Compara¢do do aumento relativo dos niveis de IL-8 produzido por células HaCat
apos 24 horas de tratamento 10ug/mL (C) e 20ug/mL (D) de Dpt ou aDpt em relagdo ao
controle negativo. Os dados sdo expressos como média = desvio padrdo. As diferengas
estatisticamente significantes foram determinadas por One way ANOVA com teste de
comparagdo multipla de Bonferroni ou teste de Mann Whitney. Significincia estatistica
indicada por letras diferentes p < 0,05 e ** p < 0,01. Letras iguais ndo indicam diferenca
estatistica entre as médias.
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6.3 15d-PGJ2 modula a produciio de citocinas pré-inflamatorias em células

HaCaT.

Usando como base os dados fornecidos pelo ensaio de viabilidade celular
escolhemos concentragdes menores que 2.5 uM de 15d- PGJ2 para o uso no pré-
tratamento das células HaCat. A produgdo de citocinas também foi avaliada em
sobrenadantes de cultura de células HaCaT estimuladas com 20 pg/mL de Dpt ativado
(aDpt) durante 24 horas, pré-tratadas com 0,6, 1,2 ¢ 2,5 uM de 15d-PGJ2 por 3 horas
(Fig. 3). A analise de citocinas mostrou que mesmo em baixa concentracdo de 15d-
PGJ2 (0,6 uM) observamos inibig¢do significativa (p < 0,001) da producdo de IL-8
induzida por aDpt em células de HaCat (Fig. 3A), modulando a resposta ao estimulo
aDpt. Observou-se ainda que o tratamento com 15d-PGJ2 apresenta uma tendéncia de
redug@o da produgdo de IL-6 em células HaCat, com redugdo significativa (p < 0,01)
dos niveis de IL-6 no pré-tratamento com 1,2 mM de 15d-PGJ2 (Fig. 3B), enfatizando o
perfil imunomodulador de 15d-PGJ2. Nao foram detectadas nas amostras analisadas a
presenca das citocinas TNF, IL-1f3, IL-10 e IL-12 frente ao estimulo de Dpt ou no pré-

tratamento com 15d-PGJ2 (dados ndo mostrados).
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Figure 3: Modulagdo da producdo de citocinas em células HaCat pré-tratadas com 15d-PGJ2.
As células HaCat foram previamente incubadas com diferentes concentra¢des de 15d-PGJ2 (0.6;
1.2 e 2.5 uM) por 3 horas. Em seguida, as células foram estimuladas com Dpt (20ug/mL)
ativado com 1 mM ditiotreitol (aDpt). A produgdo basal de células incubadas com meio DMEM
incompleto foi usada como controle negativo e células HaCat tratadas apenas com aDpt foram
consideradas como controle positivo. A produgdo das citocinas IL-8 (A) e IL-6 (B) foram
mensuradas por Cyfometric Bead Array. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo.
As diferencas estatisticamente significantes foram determinadas por One way ANOVA com
teste de comparagdo multipla de Bonferroni com significancia para p < 0,05. Letras iguais ndo
indicam diferenca estatistica entre as médias. Significancia estatistica indicada por letras
diferentes.
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7. DISCUSSAO

A dermatite atopica (DA) € uma doenga cronica, pruriginosa e inflamatoria da
pele que pode ser induzida por acaros domésticos, como o Dermatophagoides
pteronyssinus (SCHAFER, 2008; WEGHOFER et al., 2008). Na DA, observa-se uma
reducdo significativa da qualidade de vida do paciente e também o desenvolvimento de
distarbios de ansiedade e psicologicos, muitas vezes decorrentes do preconceito e até
mesmo das dificuldades nas relagdes sociais devido aos aspectos das lesdes cutineas.
Além disso, individuos com DA apresentam restri¢des a exposi¢do ao sol e algumas
condi¢des de trabalho. O prurido, um dos sintomas da dermatite, pode levar a distarbios
do sono, que refletem a importancia desta doenca também sob o aspecto
socioeconomico (ENK, 1997; MANCINI et al., 2008). A patogénese da DA envolve
uma interagdo complexa entre varios fatores importantes, como susceptibilidade
genética, fatores ambientais, alteracdes na barreira da pele e a fungdo do sistema
imunolégico (KABASHIMA, 2013). Os queratindcitos participam da resposta imune da
DA secretando varias citocinas e quimiocinas e também expressando varios receptores
da superficie celular envolvidos em reagdes cutaneas inflamatorias (BAL et al., 1990;

MARTEL et al., 2015; RENNE et al., 2010; RYU et al., 2015).

Alguns estudos ja publicados mostram que a 15d-PGJ2, um ligante endogeno do
receptor intranuclear PPARYy, tem efeitos anti-inflamatérios em diferentes linhagens
celulares (FARNESI-DE-ASSUNCAO et al., 2012; NAPIMOGA et al., 2012; SURH
et al,, 2011). Portanto, no presente estudo avaliamos o efeito do pré-tratamento com
15d-PGJ2 na produgdo de citocinas inflamatorias induzidas por Dermatophagoides

pteronyssinus em linhagem de queratindcitos humanos.

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar a toxicidade das
diferentes concentra¢des dos tratamentos a serem utilizados nos ensaios de células de
HaCat. Os resultados mostraram que os tratamentos com Dpt e aDpt, mesmo em altas
concentragdes, mantiveram alta viabilidade celular (> 95%). Em contrapartida, as
concentragdes crescentes de 15d-PGJ2 resultaram em uma diminuigdo significativa na
viabilidade celular. Da mesma forma, um estudo usando células papilares de carcinoma
da tirdide (TPC-1) mostrou que o tratamento com concentragdes abaixo de 9,3 uM de
15d-PGJ2 ndo alterou significativamente a viabilidade deste tipo de célula, embora o

15d-PGJ2 tenha um potencial pré-apoptdtico em altas concentragdes (TRINDADE-DA-
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SILVA et al., 2016). Por esse motivo, varios estudos tem sido realizados para avaliar a
capacidade antitumoral de 15d-PGJ2 em linhagens celulares de cancer de mama
(MUHAMMAD; MOKHTAR; YAACOB, 2016), pulmdo (WANG, J.-J.; MAK, 2011),
ovarios (BRAUTIGAM et al., 2011), prostata (CHAFFER et al., 2006), entre outros.

Os 4caros da poeira domiciliar pertencentes ao género Dermatophagoides (D.
farinae e D. pteronyssinus) sdo os principais aeroalérgenos associados a ocorréncia de
doencas alérgicas, incluindo dermatite atopica (PLATTS-MILLS; CHAPMAN, 1987).
Os alérgenos Der £ 1 e Der p 1, oriundos de acaros da poeira, fazem parte da familia de
cisteina-proteases cuja atividade proteolitica estd associada a patogénese de algumas
alergias por: (1) facilitar a passagem de alérgenos através da barreira epitelial; (i1) clivar
e/ou interagir com inibidores intrinsecos de proteases e (iii) modular a fun¢ido de varios
tipos celulares através da clivagem de moléculas de superficie celular (OGAWA et al,,
2007). Além disso, D. pteronyssinus estimula as células do tecido epitelial a produzirem
citocinas e quimiocinas importantes para o desenvolvimento da DA. No entanto, a
atividade de cisteina-protease do Dpt pode ser inativada pela oxidagdo do grupo
catalitico tiol no processo de armazenamento ou purificacdo do alérgeno, mas essa
atividade proteolitica pode ser regenerada através do tratamento com agentes redutores

tais como ditiotreitol (OGAWA et al., 2007).

Em colaboragdo com esses dados, nossos ensaios mostraram que as células
HaCat estimuladas por Dpt produziram niveis de IL-8 de forma dependente da dose e a
ativagdo do Dpt com agente redutor DTT (aDpt) potencializou a indugdo da producdo
de IL-8. Estudos realizados com células epiteliais estimuladas com a cisteina-protease
Der p 1 e serina-proteases Der p 3 e Der p 9 também mostraram eleva¢do da produgdo
de IL-8 e outras citocinas pré-inflamatorias por meio da ativagdo da via de sinalizagdo
PAR-2 (ASOKANANTHAN et al., 2002; KING et al., 1998; SUN et al., 2001). No
entanto, Kita e colaboradores (2003 e 2004) sugeriram que os eosindfilos respondem a
cisteina-protease através de um receptor de protease antibacteriano (MIIKE; KITA,
2003; REED,; KITA, 2004). Portanto, para assegurar que a resposta imune de
queratinocitos na produgdo de IL-8 ocorre através da ativagdo de PAR-2 ou outras

moléculas alvo, novos estudos precisam ser realizados.

A demonstracdo da atividade proteolitica de Der p 1 e Der f 1 estimulando a

producdo de IL-8 em queratindcitos primarios e em células HaCat ja foi anteriormente
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descrita (KATO et al,, 2005, OGAWA et al, 2007). Kato e colaboradores (2005)
mostraram que Cistatina A estd abundantemente presente na pele humana, bloqueando
as atividades proteoliticas de cisteina-proteases de acaros, em condig¢des fisiologicas
normais da pele. No entanto, pacientes com DA apresentam disfun¢do da barreira
epitelial proveniente das lesdes, diminuindo a presenca de alguns inibidores como a
Cistatina A e, consequentemente, facilitando a atividade proteolitica dos alérgenos do
Grupo 1 (Der £ 1 e Der p 1) na patogénese da DA (KATO et al., 2005). Refor¢ando os
dados encontrados pelo nosso grupo, os trabalhos precedentes mostram que a atividade
proteolitica de Dpt pode estar envolvida na sensibilizagdo através da pele, reduzindo a
funcdo fisico-quimica de barreira da pele, fornecendo uma porta de entrada para
alérgenos e irritantes que, consequentemente, estimulam os queratindcitos a produzirem

IL-8, contribuindo para a iniciagdo e manuten¢do da inflamag@o cutinea.

No presente estudo, o pré-tratamento de células de HaCat com 15d-PGJ2
demonstrou uma diminui¢do da produgdo de IL-8 induzida por aDpt. Um trabalho
anterior demonstrou que o tratamento com 15d-PGJ2 induziu um aumento na produgio
de IL-8 nos queratinocitos primarios (KIM, Y. L. et al., 2011). Neste estudo, os autores
apenas avaliaram o papel da 15d-PGJ2 nos queratinocitos primarios isolados sem
considerar a influéncia dos alérgenos neste microambiente. A comparagdo do
mecanismo fisiopatologico da resposta imune entre as linhagens celulares de
queratinocitos humanos (primario e HaCat) tem limitagdes oriundas das diferengas nos
perfis de expressdo génica dos marcadores de diferenciagdo e também dos fatores
relacionados a transcricdo de genes associados ao estrato corneo, como filagrina,
loricrina, involucrina e queratina (SEO et al., 2012). Alguns estudos publicados
mostram que os ligantes de PPAR, como o 15d-PGJ2, diminuem a expressdo de TLR2
na superficie de queratindcitos primarios (KIM, Y. I et al., 2011) e TLR4, e so ¢
observado nas células de HaCat, sugerindo que a expressdo de alguns receptores
depende da diferenciacdo celular (KOLLISCH et al., 2005; PIVARCSI et al., 2004).
Curiosamente, as células epiteliais intestinais tratadas com 15d-PGJ2 reduzem a

inflamagdo ao diminuir os niveis de mRNA para TLR4 (EUN et al., 2006).

A IL-8 ¢ um membro da familia de quimiocinas CXC e esta associada ao
recrutamento de leucocitos para o sitio inflamatério (BAGGIOLINI, 1998). A produgdo
de IL-8 pode ser induzida por uma série de citocinas pro-inflamatoérias, produtos virais,

bacterianos ou estresse celular. A sintese de IL-8 pode ser controlada a nivel
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transcricional ou pos-transcricional através das vias de transdugdo de sinal NF-x B, Erk
e JNK que regulam a atividade do promotor de IL-8, sendo que p38 MAPK rege a
sintese de IL-8 a nivel de mRNA. Apds a estimulagdo, IkB torna-se fosforilado sendo
direcionado ao proteassoma, permitindo que NF-kB se transloque para o nucleo. Em
ultima analise, a atividade de transcri¢do induzida por NF-kB aumentada também pode
requerer fosforilagdo das subunidades NF-kB, bem como a ligagdo de co-ativadores

(SCHMITZ; BACHER; KRACHT, 2001).

Um trabalho também desenvolvido com células HaCat, mostrou que IL-4 inibe a
expressdo de mRNA para IL-8 induzida por TNFo.. Mostrou ainda que a regulacdo pode
ocorrer a nivel de transcri¢do e envolve a via JAK/STAT6. A regulagdo negativa da
atividade do promotor de IL-8 ocorre parcialmente através da inibi¢do da atividade
transcricional NF-kB sem afetar a translocagdo nuclear (RAINGEAUD; PIERRE,
2005). Esses achados sugerem que 15d-PGJ2 pode estar inibindo a producdo de IL-8
mediada por Dpt, através do estimulo da produgdo de IL-4, no entanto mais estudos
devem ser realizados para avaliar qual ¢ o mecanismo associado ao efeito

imunomodulador da 15d-PGJ2 na produgéo de IL-8 em células HaCat.

Os nossos experimentos também mostraram que o tratamento prévio com 15d-
PGJ2 apresenta uma tendéncia de reducdo dos niveis de producio de IL-6 induzida por
Dpt em células HaCat corroborando com os dados de Trindade-da-Silva e colaboradores
(TRINDADE-DA-SILVA et al., 2016), que documentaram a reduc¢do da expressdo dos
niveis de mRNA para IL-6 apos o tratamento com 15d-PGJ2 em células TCP1. Os
efeitos anti-inflamatorios da ativacdo de PPARY em macrofagos ja foram demonstrados
em varios estudos (RICOTE, M. et al., 1998; VALLEDOR; RICOTE, 2004). Na
presenga de 15d-PGJ2 ou tiazolidinedionas, a secre¢do de véarios mediadores
inflamatorios, como por exemplo, IL-6, TNF-a e IL-1f3 sdo inibidos, bem como a
producdo de oxido nitrico sintase-induzivel (iNOS). Além disso, outro trabalho mostra
que o tratamento com 15d-PGJ2 inibe a produgdo de IL-10 e IL-12 em macrofagos

(AZUMA et al., 2001).

Corroborando com os dados ja registrados em macrofagos, as nossas analises
mostraram que o pré-tratamento com 15d-PGJ2 em células HaCat ndo induziu niveis
significativos das citocinas TNF, IL1f3, IL-10 e IL-12. Sabe-se que em linhagem de

mondcitos/macréfagos, a IL-4 exibe propriedades anti-inflamatorias, por exemplo,
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inibindo a producdo de IL1PB, TNFa e IL-10 induzida por LPS (D'ANDREA et al.,
1995). Em células HaCat, IL-4 e IL-13 inibem a produg¢do de TNFa, contribuindo

parcialmente para manter o equilibrio Th1/ Th2 em doengas inflamatorias como DA

(XIAO et al., 2003).

O tratamento com 15d-PGJ2 reduz significativamente a migracdo de eosinofilos
para a cavidade peritoneal, reduzindo a eosinopoiese. Os agonistas de PPAR-y
principalmente 15d-PGJ2, tém apresentado eficacia terapéutica em doengas induzidas
por eosinofilos como um mecanismo de controle alternativo, via IL-23 / IL-17 e 1L-33

(FARNESI-DE-ASSUNCAO et al., 2012).

Conforme os dados apresentados, os estudos com 15d-PGJ2, agonista de
PPARYy, mostraram ser bastante promissores € podem contribuir para compreender
melhor a resposta imune na indug@o de DA in vifro bem como avaliar a capacidade de
15d-PGJ2 em modular a resposta imunoldgica em resposta a DA, permitindo sua

posterior utilizagdo no desenvolvimento de novas terapias para a doenga.
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8. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

e Foi possivel estabelecer um modelo in vitfro de ativagdo queratindcitos induzida
por alérgenos do adcaro Dermatophagoides pteronyssinus, utilizando células
HaCat.

e As concentragdes usadas nos ensaios com estimulos com extrato de
Dermatophagoides pteronyssinus ativado ou ndo por ditiotreitol e no pré-
tratamento com 15d-PGJ2 ndo foram toxicos para as células HaCat.

e As células HaCat ativadas com o extrato de Dermatophagoides. pteronyssinus,
secretam altos niveis de IL-8, de maneira dose-dependente, sugerindo que os
queratindcitos podem participar ativamente da imunoregulacdo do processo
inflamatorio na dermatite atopica.

e A producdo de IL-8 em células HaCat € potencializada através da utiliza¢do do
extrato de Dermatophagoides pteronyssinus ativado por ditiotreitol.

e (Células HaCat estimuladas com extrato de Dermatophagoides pteronyssinus
ativado por ditiotreitol produzem altos niveis de citocinas pro inflamatérias
como IL-6 e IL-8 mas ndo produzem TNF, IL-1f3, IL-10 e IL-12.

o O pré-tratamento com 15d-PGJ2 promove reducido da producio de IL-6 e IL-8
secretadas pelas células HaCat estimuladas com o extrato Dermatophagoides
pteronyssinus, ativado por ditiotreitol, permitindo sua posterior utilizagdo no

desenvolvimento de novas terapias para a doenca.

Dado o exposto, rejeita-se a hipdtese HO e admite-se a hipdtese H1 confirmando
que o pré-tratamento com 15d-PGJ2 reduziu significativamente a produgdo de citocinas
inflamatorias, IL-6 e IL-8, induzidas por alérgenos do 4acaro Dermatophagoides

pteronyssinus em linhagem de queratindcitos humanos.
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