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RESUMO

As respostas imunes que envolvem as inflamagdes cronicas da pele, tais como
psoriase e dermatite, sdo complexas e evidenciam o desafio no diagndstico clinico,
sendo fundamental o estudo de biomarcadores para melhor definicdo dessas doencas
0 que contribuird para uma terapia personalizada. Nesse contexto, destacamos as
galectinas (Gal), proteinas caracterizadas por uma sequéncia conservada de 135
aminoacidos no dominio reconhecedor de carboidrato (CRD) responsavel pela
afinidade a ligacdo com acgucares (-galactosideos. Nas inflamagdes da pele, o papel
das galectinas-1, -3 e -9 tem sido mostrado nas dermatites e psoriase, podendo atuar
com papel pré ou anti-inflamatério e, com isso, avaliamos o padrao de expressao das
Gal-1, -3 e -9 e sua relagao com as células inflamatérias na psoriase (Ps) e dermatite
atopica (DA). Também, avaliamos in vitro o efeito da administracdo das galectinas
recombinantes na producdo de citocinas pelos queratindcitos, linhagem HaCaT,
estimulados por TNF-a/IFN-y ou IL-17 ou IL-4. Nos estudos, foram utilizadas biopsias
de pele humana diagnosticadas para Ps ou DA (n = 10/9, respectivamente) e de
camundongos Balb/c em modelo de DA induzida pela ovalbumina de galinha. Para o
grupo controle, foram utilizadas bidpsias de margens de pele clinicamente normais
removidas junto com tumores de pele (n=10). A DA foi caracterizada por niveis
aumentados de Gal-9 na pele de camundongo e humana, especialmente na epiderme,
com influxo acentuado de eosindfilos e mastocitos positivos para Gal-9 em
comparagao com o grupo de controle. In vitro, a Gal-9 mostrou efeito imunomodulador
nos queratinocitos, diminuindo a liberagao de IL-6 em queratindcitos estimulados por
IL-4 ou aumentando os niveis de IL-6 e RANTES quando estimuladas por IL-17 ou
TNF-a/IFN-y, respectivamente. Sob o estimulo com IL-17, o tratamento com Gal-9
também alterou a taxa de proliferacdo das células. Em relacdo as Gal-1 e Gal-3,
diferentes padrdes de expressdao das proteinas € RNAm foram mostrados na
epiderme de pacientes com DA e Ps. A Gal-3 apresentou intensa imunorreatividade
na epiderme de pacientes com DA, e reducdo na intensidade em amostras de Ps,
enquanto o padrao oposto foi detectado para Gal-1 (mais fortemente expresso na Ps).
As peles com DA e Ps mostraram células inflamatérias imunopositivas para Gal-1 e
Gal-3. In vitro, a adicdo de Gal-3 anulou a liberacdo de IL-6 e RANTES em

queratindcitos estimulados por IL-4 e IL-17A, enquanto a Gal-1 reduziu a liberacido de



IL-6, IL-8 e RANTES em células estimuladas por IL-17A. Sob condicdes de
estimulagao por IL-4, a Gal-1 reduziu as taxas de migragao dos queratindcitos, e sob
estimulagdo com IL-17A ambas as galectinas aumentaram a migragcao celular em
comparagao com ceélulas ndo tratadas. No geral, niveis aumentados de Gal-9 na pele
com DA contribuem para o controle da resposta inflamatéria e do processo
proliferativo dos queratinécitos, sugerindo esta lectina como um alvo terapéutico
relevante para a DA e sendo um biomarcador para sua severidade. Além disso, as
Gal-1 e Gal-3 representam biomarcadores potenciais para diferenciar as biopsias de
pele com Ps e DA e, seus efeitos imunorreguladores e de migragédo nos queratinécitos,

as tornam ferramentas terapéuticas interessantes

Palavras—chave: Dermatite Atopica. Psoriase. Queratindcitos. Transcriptoma.



ABSTRACT

Immune responses that involve chronic skin inflammation, such as psoriasis and
dermatitis, are complex and demonstrate the challenge in clinical diagnosis, and the
study of biomarkers is essential to better define these pathologies, which will contribute
to personalized therapy. In this context, we highlight galectins (Gal), proteins
characterized by a conserved sequence of 135 amino acids in the carbohydrate
recognizing domain (CRD) responsible for binding affinity with 3-galactoside sugars.
In skin inflammation, the role of Gal-1, -3, and -9 has been shown in dermatitis and
psoriasis, and may act as a pro or anti-inflammatory role and, thus we evaluated the
expression pattern of galectins-1, -3, and -9 and its relationship with inflammatory cells
in psoriasis (Ps) and atopic dermatitis (AD). Also, evaluated in vitro the effect of
administration of recombinant galectins on the production of cytokines by
keratinocytes, HaCaT cell line, stimulated by TNF-a/IFN-y or IL-17 or IL-4. In our
studies, human skin biopsies diagnosed for Ps or AD (n = 10/9, respectively) and a
Balb/c mouse in a chicken ovalbumin-induced AD model. For the control group,
biopsies of clinically normal skin margins removed along with skin tumors (n=10) were
used. AD was characterized by increased levels of Gal-9 in mouse and human skin,
especially in the epidermis, and with a marked influx of Gal-9 positive eosinophils and
mast cells compared to the control group. Our findings are different expression patterns
for Gal-1 and Gal-3 proteins and mRNA in the epidermis of patients with AD and Ps.
Gal-3 showed intense immunoreactivity in the epidermis of patients with AD, and
reduced intensity in Ps samples, while the opposite pattern was detected for Gal-1
(more strongly expressed in Ps). Skins with AD and Ps showed immunopositivity for
inflammatory cells to Gal-1 and Gal-3. In vitro, Gal-9 showed an immunomodulatory
effect on keratinocytes, decreasing IL-6 release in IL-4-stimulated keratinocytes or
increasing IL-6 and RANTES levels when stimulated by IL-17 or TNF-a/IFN-y,
respectively. Under IL-17 stimulation, Gal-9 treatment also altered the rate of cell
proliferation. Regarding Gal-1 and Gal-3, different expression patterns of proteins and
MRNA were shown in the epidermis of patients with AD and Ps. Gal-3 showed intense
immunoreactivity in the epidermis of patients with AD, and reduced intensity in Ps
samples, while the opposite pattern was detected for Gal-1 (strongly expressed in Ps).
Skins with AD and Ps showed immunopositivity for inflammatory cells to Gal-1 and
Gal-3. In vitro, Gal-3 addition canceled the release of IL-6 and RANTES in IL-4 and IL-



17A-stimulated keratinocytes, while Gal-1 reduced the release of IL-6, IL-8, and
RANTES in IL17A-stimulated cells. Under IL-4 stimulation conditions, Gal-1 reduced
keratinocyte migration rates, and under IL-17A stimulation both galectins increased
cell migration compared to untreated cells. In general, increased levels of Gal-9 in AD
skin contribute to control the inflammatory response and proliferative process of
keratinocytes, suggesting this lectin is a relevant therapeutic target for AD and being a
biomarker for its severity. In addition, Gal-1 and Gal-3 represent as potential
biomarkers to differentiate Ps and AD skin biopsies, and their immunoregulatory and

migrating effects on keratinocytes make them interesting therapeutic tools.

Keywords: Atopic Dermatitis. Psoriasis. Keratinocytes. Transcriptome.
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PREFACIO

O desenvolvimento da tese de doutorado resultou em dois artigos intitulados
“The Role of Galectin-9 as Mediator of Atopic Dermatitis: Effect on Keratinocytes” e
“Galectin-1 and Galectin-3 in Atopic Dermatitis and Psoriasis: Potential Biomarkers
and Immunoregulatory Roles”. O primeiro artigo foi publicado na Cells, com fator de
impacto 6,600, da editora MDPI, enquanto o segundo esta em fase de analise por
revista indexada internacional.

Desta maneira, a tese esta apresentada com uma introdugao contendo reviséo
da literatura sobre os aspectos morfoldgicos, fisiolégicos e imunolégicos da pele
humana. Além disso, sdo apresentados topicos sobre a dermatite atopica, psoriase e
galectinas. Em sequéncia, apresentamos o objetivo geral e especificos do trabalho.
As ilustracbes da tese foram feitas pela préopria autora através do software
CoreIDRAW 2020 e Adobe Photoshop CS6.

Os artigos estédo incluidos em inglés seguindo as normas de formatagao
recomendada pelas revistas e, por ultimo, as conclusdes em portugués. Os demais
artigos publicados como coautora durante o periodo de doutorado estédo incluidos

como apéndices.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Pele

A pele é um 6rgao complexo do corpo humano, com importantes fungdes para
manutencgado da fisiologia, tendo uma area de aproximadamente 2 m? em adultos e
correspondendo a aproximadamente 16% do peso corporal (Slominski et al., 2015;
Junqueira, 2018). Atua na prevencdo da perda de fluidos, regula a temperatura
corporal, transmite estimulos sensoriais como dor, toque e calor. Também age na
protegcdo contra os raios ultravioletas (UV) do sol, sintese de vitamina D, e nas
respostas imunolégicas e inflamatérias, tendo um sistema imunolégico altamente
especializado, crucial para o reparo e defesa (Slominski et al., 2015; Tsakovska et al.,
2017; Nguyen e Soulika, 2019). Na histologia € composta por 2 camadas, a epiderme
de origem embrionaria ectodérmica e a derme com origem mesodérmica (Tsakovska
et al., 2017). Geralmente, é classificada em dois tipos: pele espessa (epiderme com
mais de 5 mm de espessura, recobre a palma das méos e planta dos pés) e pele
delgada (Junqueira, 2018). Ainda, abriga anexos como foliculos pilosos, unhas,

glandulas sebaceas e sudoriparas (Slominski et al., 2015).

1.1.1 Estrutura e morfologia

A epiderme € a parte mais superficial da pele, com células justapostas e epitélio
estratificado que formam uma barreira composta majoritariamente por camadas de
queratinécitos unidos que sofrem diferenciagdes, migrando da camada basal até a
camada mais externa (Tsakovska et al., 2017). Os queratindcitos sdo compostos por
moléculas do citoesqueleto, como os filamentos intermediarios (permitem a sua
estrutura tridimensional), filamentos de actina (permitem a sua motilidade) e os
microtubulos (fazem parte do transporte intracelular). Os filamentos intermediarios
mais importantes da epiderme sao as citoqueratinas (K) e cada uma delas possui uma
expressao distinta no epitélio, sendo as K5/K14 tipicamente expressas na camada
basal proliferativa, enquanto K1/K10 nas camadas de diferenciacdo suprabasais.
Particularmente, as K16 e K17 sdo conhecidas por serem hiperproliferativas, sendo
encontradas em doengas como a psoriase (Rivitti, 2018; Donetti et al., 2020; Kim e
Lim, 2021).
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A camada mais profunda da epiderme é constituida por queratindcitos basais e
melanécitos, sendo adjacente a membrana basal, que é uma fina camada de matriz
extracelular (MEC) que sustenta a porgcao basal, e € composta majoritariamente de
colageno do tipo IV e outras moléculas como laminina, capaz de proporcionar local de
adesao para os hemidesmossomos (Baroni et al., 2012; Tsakovska et al., 2017,
Alberts, 2018). Os queratindcitos da camada basal tém formato mais cubico e nucleo
grande. Nessa camada ha equilibrio entre a divisao mitética e a diferenciagao celular,
algumas células em divisdo migram para a camada acima ou vao somar a populagao
de células tronco, responsaveis pela renovacgao celular (Rivitti, 2018; Chieosilapatham
et al., 2021). A renovacgao € um evento que pode levar até 28 dias, dependendo da
idade/local da pele (Baroni et al., 2012). O balango da renovagao do epitélio é
importante para a manutengdo da homeostase e em doencgas inflamatorias, como a
psoriase e a dermatite atopica (Baroni et al., 2012; Rivitti, 2018; Chieosilapatham et
al., 2021).

A porcao acima da camada basal é chamada camada espinhosa, composta por
células poligonais com nucleo de posigao central, que vao se achatando em diregao
a superficie. Nesses queratinécitos, o citoplasma possui expansdes com feixes de
filamentos de queratina que se unem as outras células por meio dos desmossomos,
conferindo a célula o aspecto espinhoso (Baroni et al., 2012; Rivitti, 2018; Donetti et
al., 2020).

A camada espinhosa € seguida pela camada granulosa, formada por células
achatadas com grande quantidade de granulos de querato-hialina. Esses granulos
possuem uma proteina rica em cistina e histidina fosforilada, responsavel pela
basofilia apresentada (Junqueira, 2018). Outros componentes dos gréanulos sao a
profilagrina (origina a filagrina) e loricrina. Uma vez formada a filagrina, ha unido com
a queratina, formando microfilamentos (Chieosilapatham et al., 2021). A sua mutacgao
pode ser associada a doengas como a dermatite atopica. Nessa camada os granulos
lamelares, responsaveis pela producéo de glicolipidios, sdo depositados na superficie
das células, auxiliando na formagao da barreira epitelial, agindo contra a desidratacéo
e penetracao de substancias na pele (Losquadro, 2017; Junqueira, 2018). A figura 1
mostra um corte histoldgico de pele humana, corada com Hematoxilina-Eosina (H&E),

evidenciando a camada espinhosa e suas jungdes com aspecto “espinhoso”.
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Figura 1 — Camada espinhosa da epiderme
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A camada lucida é melhor observada na pele grossa e tem uma camada muito
fina de células achatadas, eosinofilicas, com nucleos e organelas digeridas por
enzimas, desaparecendo. Por fim, a epiderme possui a camada cornea, composta de
células anucleadas, mortas, achatadas e com citoplasma repleto de queratina. Nessa
fase, os queratinécitos descamam e sao responsaveis pela barreira da pele,
impedindo a invasao por diferentes agentes (Losquadro, 2017; Junqueira, 2018).

Além dos queratindcitos, a epiderme é composta por células imunes residentes,
como as células de Langerhans que atuam como apresentadoras de antigenos e
interagem com linfocitos T CD8+ de memodria (Kabashima et al., 2019). Também
observamos a presenga dos melandcitos, responsaveis pela pigmentacao, adjacentes
a camada basal e das células de Merkel, envolvidas com as sensagdes tateis (Baroni
et al., 2012; Nguyen e Soulika, 2019). As células de Merkel sdo células semelhantes
a queratindcitos, conectadas por desmossomos e apoiadas na membrana basal. Sao
ligadas a uma estrutura em disco, uma placa nervosa, onde as fibras nervosas
aferentes que atravessam a membrana basal se conectam (condug¢do do impulso
nervoso para o sistema nervoso central) (Junqueira, 2018). A figura 2 mostra uma
ilustracao da estrutura em camadas da epiderme e as células residentes mais comuns,
além de evidenciar os desmossomos e hemidesmossos, responsaveis pela unidao dos

queratinocitos.
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Figura 2 — Estrutura da epiderme e suas células residentes
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Abaixo da membrana basal ha a derme, com espessura variavel de acordo com
a regido do organismo. A derme confere a pele a resisténcia mecanica. E ricamente
vascularizada, sendo responsavel pela nutricao do tecido adjacente ja que a epiderme
€ uma regido avascular. Os fibroblastos sdo as células mais presentes na derme e
sdo responsaveis pela produgao da MEC, fibras colagenas e elasticas, conferindo a
composic¢ao da estrutura do tecido. As fibras colagenas constituem até 95% da derme,
e sdo organizadas por diferentes fibras de colageno do tipo | e Il (Syed et al., 2011;
Rippa et al., 2019).

A derme é composta pelas regides papilar e reticular. A camada papilar é
adjacente a membrana basal (mais superficial) e rica em tecido conjuntivo frouxo,
povoado por fibroblastos, fibras colagenas e fibras elasticas. Além disso, forma as
papilas dérmicas, reentrancias entre epiderme-derme. Na por¢ao reticular ha mais
fibras colagenas e fibras do sistema elastico, sendo constituido por um tecido

conjuntivo denso e por uma menor proporgao de fibroblastos. As fibras elasticas na
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derme papilar sdo mais espessas. No processo do envelhecimento, a derme papilar
diminui de volume, sendo substituida pela reticular (Rippa et al., 2019). A figura 3
mostra um corte histolégico de pele fina humana, corada com H&E, onde é possivel

observar a delimitagdo entre a regidao papilar e reticular.

Figura 3 — Regiao papilar e reticular da derme humana
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A derme também abriga estruturas anexas da pele, como as glandulas
sudoriparas, os foliculos pilossebaceos e o musculo eretor do pelo, também se
encontram nos vasos sanguineos, vasos linfaticos e estruturas nervosas (Tsakovska
et al., 2017; Junqueira, 2018; Rivitti, 2018). Na derme, existem células imunes inatas
como as células dendriticas dérmicas, macrofagos, mastdcitos, eosindfilos, linfocitos
T CD4+, e um pequeno numero de neutrofilos (Kabashima et al., 2019).

A hipoderme esta localizada abaixo da derme e néo faz parte da pele. E um
tecido subcutéaneo formado por tecido adiposo e conjuntivo frouxo, unindo fracamente
a derme e os 6rgaos subjacentes. Contém inumeras células adiposas dependendo da
regido e da nutricdo, constituindo o paniculo adiposo (Junqueira, 2018). Tem

espessura variavel e, em geral, pode ser sede para porgdes secretoras das glandula,
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de pelos, vasos sanguineos e nervos. Funcionalmente, além de depdsito nutritivo de
reserva, participa do isolamento térmico e na protegdo mecanica as pressdes e
traumas externos (Rivitti, 2018). A figura 4 resume a estrutura da derme, sua

composicdo. células residentes e algumas estruturas anexas.

Figura 4 — Representacgao da estrutura da derme e suas células residentes
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Além das funcbes de barreira, a pele possui funcdes enddcrinas. A mais
proeminente € a sintese de vitamina D. Os queratindcitos expressam receptores para
vitamina D e sdo capazes de converter o 7-desidrocolesterol em sua forma ativa, a
1,25 dihidroxivitamina D com o auxilio da luz UV do sol. Além disso, junto com seu
tecido adiposo, também pode ser classificada como um tecido esteroidogénico, pois
expressa a enzima CYP11A1 (citocromo P450scc) necessaria para o inicio da sintese
de esteroides (Slominski et al., 2015). Na pele, os androgenos circulantes

dehidroepiandrosterona e androstenediona sédo convertidos por diferentes vias em
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testosterona ou androstenediona e, posteriormente, pelo andrégeno 5a-di-
hidrotestosterona em regides periféricas (Zouboulis, 2009).

Também estdo presentes na pele os receptores nervosos sensoriais dos
corpusculos de Meissner (toque), corpusculos de Pacini (pressao), corpusculos de
Ruffini (mecanorreceptores), terminais nervosos livres que também penetram na
epiderme. A aparéncia geral, o turgor e outras qualidades da pele fornecem

informacdes sobre a saude geral do organismo (Slominski et al., 2015).

1.1.2 Imunologia da Pele

Por ser um 6rgéo mais exposto ao meio externo, a pele representa a primeira
barreira de defesa do corpo. As células imunes da pele enfrentam grandes desafios e
caso suas respostas sejam inadequadas, podem ocorrer exacerbagdo da resposta
inflamatdéria e gerar doencgas crénicas. No sistema imune, os linfocitos gerados
circulam pelo sangue e viajam para érgaos linfoides, como linfonodos e o baco,
fazendo a apresentagcdo de antigenos e produzindo resposta imune direcionada
(Kabashima et al., 2019; Nguyen and Soulika, 2019).

Os queratindcitos, apesar de nao serem células imunes, podem recrutar e ativar
células imunes que produzem citocinas, afetam a proliferacado celular e podem gerar
uma rede inflamatadria. Os queratindcitos podem secretar uma infinidade de citocinas,
como as interleucinas (IL)-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, linfopoietina estromal timica
(TSLP), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y), regulando a
resposta inflamatéria cutanea, reepitelizacdo e restabelecendo a funcido de barreira
epitelial (Wong et al., 2016; Dainichi et al., 2018). Além disso, expressam na superficie
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) e receptores do tipo toll (TLR) que
uma vez ativados, sinalizam o inicio de respostas inflamatorias (Grone, 2002;
Nedoszytko et al., 2014; Nguyen e Soulika, 2019). Os queratindcitos expressam na
sua superficie moléculas do complexo principal de histocompatibilidade I (MHC II)
auxiliando no reconhecimento de antigenos e tendo potencial para serem células
apresentadoras de antigenos (APC). As APCs sdo importantes para o reconhecimento
de antigenos, processamento e ativagao de células T (Nestle et al., 2009; Abbas et
al., 2018). Os fibroblastos também possuem fungdes imunoldgicas estabelecidas,
como a producao das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-25 em situagdes de

traumas e estresse. Também sido capazes de expressarem receptores PRRs que
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auxiliam na indugdo e produgdao de citocinas (Nguyen e Soulika, 2019;
Chieosilapatham et al., 2021).

Os queratinécitos também sdo uma importante fonte de peptideos
antimicrobianos (AMPs), biomoléculas que participam da defesa da pele. Sao
produzidos em locais onde ha dano/ invasdo de micro-organismos e induzem o
rompimento das membranas bacterianas. Além dos queratinécitos, fibroblastos,
células dendriticas e macréfagos sédo responsaveis por sua producao (Nestle et al.,
2009; Nguyen e Soulika, 2019). As familias de AMP mais estudadas na pele humana
sdo as (B-defensinas e as catelicidinas (Nguyen e Soulika, 2019). A catelicidina mais
estudada é a LL-37 e, juntamente com as -defensinas, podem servir como alarminas
para queratindcitos, induzindo proliferagao e migragdo. Os AMPs no geral atuam como
quimioatraentes para neutréfilos, macréfagos, células T de memoria e células
dendriticas imaturas (Tokumaru et al., 2005; Nguyen e Soulika, 2019).

A pele também possui células imunes residentes que contribuem para a
homeostase, secretando fatores de crescimento necessarios para a sobrevivéncia dos
queratinocitos e fibroblastos. Ademais, elas mantém a fung&o do tecido, fagocitando
detritos, células apoptdticas e em condicdes inflamatorias. As células imunes
residentes incluem as células dendriticas (DCs) como células de Langerhans (LC),
células dendriticas dérmicas (DC dérmicas), macréfagos, mastocitos e eosindfilos. Os
neutrofilos raramente sdo encontrados na pele saudavel, porém povoam a pele em
condigdes inflamatorias como na psoriase. As LCs e as DC dérmicas sao células
migratdrias, viajam continuamente para os linfonodos da pele promovendo tolerancia
na homeostase ou para iniciam respostas imunes adaptativas (Nguyen and Soulika,
2019). Ambas sdo APCs e ativam os linfocitos T citotoxicos CD8+ e linfocitos T
auxiliares CD4+. As APCs reconhecem e absorvem proteinas estranhas,
transportando-as para os linfonodos, iniciando as respostas imunolégicas e expansao
de linfécitos para uma resposta imune direcionada (Abbas et al., 2018; Kabashima et
al., 2019). Erros na interagéo entre queratinécitos residentes e células T podem ativar
a inflamagdo e caminhos imunoldgicos responsaveis pelo inicio, progressao e
persisténcia de doencas inflamatérias da pele como a dermatite atdpica
(Chieosilapatham et al., 2021).

Os linfécitos T tém capacidade de reconhecer diferentes antigenos através dos
seus receptores, servindo como repositério de memoria imunoldgica, persistindo por

décadas e fornecendo imunidade flexivel. Na superficie da pele de um adulto existem
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mais de 20 bilhdes de linfécitos, numero superior ao encontrado na circulacido. Os
linfécitos T virgens, ou naives, sdo encontrados na circulagéo e nos linfonodos, local
onde encontram as DCs contendo antigenos. Uma vez apresentados aos antigenos,
sofrem diferenciagcdo e ganham func¢des efetoras, como a produgdo de citocinas e
citotoxicidade. A maior parte dos linfocitos na pele sdo de memoaria (Clark, 2010).

Os linfocitos T formam populacdes com fungdes distintas, sendo as mais bem
definidas as células T auxiliares (helper) e os linfécitos T citotéxicos. Os linfécitos T
helper CD4+ secretam citocinas que estimulam a resposta imune, recrutando
leucécitos e estimulando que estes eliminem micro-organismos. Os linfécitos
citotoxicos CD8+ estao envolvidos na eliminagao de células infectadas. Os diferentes
linfécitos sdo distinguidos pela expressdao de proteinas na superficie celular,
chamadas por um numero CD (cluster de diferenciagédo). As células T CD4+ naives
podem se diferenciar em subpopula¢gées em resposta especifica a um antigeno ou
citocinas e promover uma resposta mais direcionada, sendo as subpopulacdes
principais chamadas de Th1, Th2 e Th17 (Abbas et al., 2018). Na epiderme a maioria
dos linfécitos sdo T CD8+ de memodria, tendo uma proximidade com as LCs. Na derme,
as células T estao preferencialmente agrupadas em torno das vénulas pés-capilares
e logo abaixo da epiderme ou préximas as estruturas anexas (Nestle et al., 2009).

Os macroéfagos sdo encontrados na camada dérmica da pele. Depois da fase
embrionaria, a maior fonte de macrofagos dérmicos sdo os mondcitos circulantes que
amadurecem assim que adentram a pele, sendo responsaveis por remover detritos
celulares. Evidéncias sugerem que os macréfagos desempenham um papel essencial
na manutengao da homeostase e integridade da pele, auxiliando na cicatrizagao de
feridas, no reparo de tecidos e na resposta ao estresse (Yanez et al., 2017).

Os mastdcitos sao as células residentes mais presentes na derme. Sao
rapidamente ativadas apos estimulos, liberando uma variedade de mediadores pré-
formados como histamina, proteases, triptase e citocinas como TNF-a. Depois de
ativados, os mastdcitos ainda podem secretar outros mediadores como
prostaglandinas e leucotrienos (Wilgus e Wulff, 2014; Voss et al., 2021). Os mastécitos
expressam receptores de alta afinidade a IgE (FceRIl) que se ligam a anticorpos
imunoglobulina E (IgE) soluveis produzidos por linfocitos B apds a sensibilizagdo a um
alérgeno especifico. Também, sdo o principal depdsito de histamina, uma amina
bioativa que conduz as reagdes alérgicas e anafilaxia. Uma importante fungdo dos

mastocitos € a comunicacdo com outras células, por exemplo os fibroblastos, que sao
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estimulados através de IL-4, IL-13 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(Voss et al., 2021). Os mastdcitos tém efeitos inibitérios e ativadores sobre os
queratinécitos. Eles podem expressar fator de crescimento de queratindcitos (KGF) e
fator de ativagédo de plaquetas (PAF) que ativam os queratindcitos. Ja a liberagao de
histamina, heparina e outros mediadores, inibe a proliferagdo dos queratindcitos,
controlando a regeneragao epidérmica. A histamina € o principal mediador que leva a
dilagao e permeabilizagcdo dos vasos sanguineos, levando a edema local. As citocinas
e quimiocinas como TNF, IL-6, CXCL1 e eotaxinas s&o responsaveis pelo
recrutamento precoce de neutréfilos e, devido a permeabilidade, impactam no
recrutamento de outras células imunes para o local da inflamacao. Além dessas
fungdes, os mastocitos podem afetar as DCs, através de TNF e histamina,
promovendo a ativagdo e a migragdo dessas células. Os mastocitos tém sido
implicados no aparecimento de dor neuropatica, coceira e prurido, sendo este ultimo
alguns dos principais sintomas da psoriase (Voss et al., 2021).

Os eosindfilos estdo envolvidos na defesa do hospedeiro, expressando
diferentes receptores, como TLR, quimiocinas, citocinas e outros. A estimulacao
desses receptores leva a liberagdo de seus granulos que séo repletos de proteinas
potentes e téxicas, como a proteina basica principal (MBP), peroxidase de eosindfilos
(EPO), neurotoxina derivada dos eosindfilos (EDN) e proteina catidnica eosinofilica
(ECP). Assim como os mastécitos, os eosinofilos produzem leucotrienos e
prostaglandinas (Nguyen e Soulika, 2019). Os eosindfilos funcionam como células
imunomoduladoras por serem associados a linfécitos Th2, respondendo a IL-5 e
secretando IL-4, IL-9 e IL-13, afetando outros linfécitos Th2, células B e macréfagos.
Além disso, podem atrair neutrofilos por liberarem GM-CSF e IL-8, além de terem
relacdo com prurido por serem fonte de IL-31, importante em doengas como a
dermatite atdpica (Radonjic-Hoesli et al., 2021).

A figura 5 mostra um resumo da resposta imune na pele. A invasao de micro-
organismos (virus ou bactérias), pode ativar diretamente os linfécitos T residentes da
pele e/ou serem reconhecidos por DCs que fardo o reconhecimento, processamento
desses antigenos. Apds o processamento, as DCs migram até os linfonodos, pela via
aferente e apresentam o complexo peptideo-MHC para as células T naives, causando
sua diferenciacdo em linfécitos T especificos. Os linfocitos migram pela via eferente

linfatica até o local do processo inflamatério, proporcionando uma resposta
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imunoldgica por secretar citocinas especificas e recrutam leucdcitos para destruigao

dos agentes invasores e restabelecimento da estrutura da pele.

Figura 5 — Ativacao do sistema imune na pele
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Na pele, o agrupamento de leucdcitos representa uma estrutura local de
apresentacao de antigenos, denominada tecido linfoide associado a pele (SALT, do
inglés skin-associated lymphoid tissue). Apesar de ser um termo conceitual, € uma
estrutura real, aparecendo transitoriamente ao redor das vénulas pds-capilares em
resposta a varios estimulos imunogénicos. O SALT é composto por diferentes células
inflamatorias, como macréfagos, DCs dérmicas e células T. Apos a resposta imune
na pele, as DCs dérmicas exibem aglomerados ao redor das vénulas pdos-capilares
em poucas horas. Citocinas produzidas por queratindcitos ativam macréfagos ao redor
das vénulas que auxiliam no recrutamento de DCs. Na psoriase, uma estrutura
semelhante ao SALT foi relatada nas lesdes de pele em humanos, mostrando que o
SALT pode servir como uma estrutura importante no desenvolvimento de respostas
imunoldgicas em outras doengas inflamatérias da pele (Kabashima et al., 2019;
Egawa e Kabashima, 2020).
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1.2 Dermatite Atopica

A dermatite atépica (DA), também conhecida como eczema, € uma doenga que
tem inicio na infancia e normalmente tem auto resolugao até a fase adulta. Entretanto,
uma significante parte dos casos persistem na fase adulta. As lesdes em criangas sao
localizadas nas bochechas, pescocgo, tronco e areas extensoras, sendo lesdes
avermelhadas, com bordas indistintas entre a pele afetada e nao afetada, provocando
prurido intenso e descamacao. As feridas sdo umidas e podem ser colonizadas por
diferentes micro-organismos (Guttman-Yassky e Krueger, 2017; Kapur et al., 2018).
Os pacientes adultos, especialmente que tiveram inicio ou recorréncia na idade adulta,
tem predilecdo por lesbes na cabeca/pescoco, méaos e pés (Sacotte e Silverberg,
2018). As coceiras provocadas pelas lesdes pioram no periodo noturno e independe
da idade do paciente (Kapur et al., 2018). As lesbes causam estigma social aos
pacientes, o que leva a perda da qualidade de vida, com profundo impacto
psicossocial e econdmico, podendo ocasionar disturbios do sono e quadros
depressivos (Coghi et al., 2007; Castro et al., 2021; Milanesi et al., 2021).

As caracteristicas histopatologicas das lesdes na DA incluem: a espongiose
(acumulo de liquido, levando a formagao de vesiculas), acantose (espessamento da
camada espinhosa), a hiperqueratose ortoqueratética (aumento da camada cérnea
com queratindcitos anucleados) e o infiltrado celular de eosindfilos e mastécitos na
derme (Guttman-Yassky et al., 2011). Os efeitos prejudiciais da DA ndo se resumem
apenas a pele, sendo alguns pacientes detentores de elevados niveis de IgE, que é
associado a caracteristicas alérgicas como a rinite, asma e alergias alimentares,
chamado de marcha atépica. Além da relagdo com as alergias, os afetados podem
sofrer obesidade, problemas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il, complicacbes
oculares, osteoporose, fratura de osso e doencgas articulares. Muitas dessas
comorbidades estao relacionadas a gravidade da DA e ao controle insatisfatério da
doenga a longo prazo (Guttman-Yassky et al., 2018; Sacotte e Silverberg, 2018).

A DA pode afetar mundialmente mais de 30% das criangas, tendo uma
prevaléncia de 9,8% nos Estados Unidos, 15,3% no Reino Unido e a menor de 2,7%
em lIsrael. Na América Latina, o Brasil tem a maior prevaléncia, sendo de 20,1%
(Sacotte e Silverberg, 2018; Silverberg et al., 2021). Estudos internacionais sobre a
DA em adultos encontraram prevaléncia de até 9,7% que variam por regido, chegando

afetar até 34,1% dos adultos de até 30 anos na Escandinavia (Bylund et al., 2020).
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A patogénese da DA é atribuida a um desequilibrio no sistema imune
adaptativo e a um desbalango na barreira da pele, incluindo a disfungcao das células T
helper (Th) e aumento da produgao de IgE (Dhingra et al., 2013; Guttman-Yassky e
Krueger, 2017). A barreira cutdnea nestes pacientes possui anormalidades, com
provavel associagdo a mutagdo em genes como da filagrina, uma proteina necessaria
para a estrutura da pele. A pele acometida também é deficiente na expressdo de AMP
como a catelicidinas (reduzida também pelas citocinas IL-4 e IL-13). Todas essas
anormalidades levam a perda de agua transepidérmica, facilitando a entrada de
alérgenos e micro-organismos na pele. E comum a colonizacdo por Staphylococcus
aureus nas lesdes de DA (Guttman-Yassky et al., 2018; Kapur et al., 2018).

O comprometimento da barreira cutdnea junto com a colonizagdao por micro-
organismos promove a liberagao de citocinas pelos queratindcitos, como IL-25, IL-33
e TSLP que estimulam as LC e as DC dérmicas a ativarem linfocitos Th2, liberando
IL-4, IL-13 e IL-31. (Dainichi et al., 2018; Guttman-Yassky et al., 2018; Wong et al.,
2021). Os linfécitos Th2 e Th22 sdo as populagdes mais ativas na maioria dos subtipos
de DA e estdo envolvidos na ativagdo de células dendriticas (Guttman-Yassky e
Krueger, 2017). As células dendriticas na DA possuem alta expressao do receptor
para TSLP e para o ligante OX40L, responsaveis por direcionar a polarizagao Th2 dos
linfocitos através da expressao induzida de OX40 nas células T ativadas. Outra
caracteristica de células dendriticas atopicas é a alta expressao do FceR que € uma
conexdao para a inflamacao alérgica (Guttman-Yassky e Krueger, 2017; Dainichi et al.,
2018). A histamina liberada pelos mastdcitos, o TSLP e a IL-31 estimulam os nervos
sensoriais, provocando prurido intenso no local da lesao (Furue, 2021; Wong et al.,
2021).

No estagio crbénico da DA, as células dendriticas também produzem IL-23 que
ativa resposta Th17 e podem produzir IL-12, responsavel pela ativagao da resposta
Th1. As citocinas produzidas por linfécitos Th2, Th17 e Th22 (IL-4/IL-13 e IL-17/IL-22,
respectivamente) vao atuar inibindo a diferenciagdo terminal da epiderme,
intensificando a quebra da barreira epitelial, criando um mecanismo de
autoalimentagao (Guttman-Yassky e Krueger, 2017; Dainichi et al., 2018). A resposta
da hiperplasia epidérmica na DA cronica € impulsionada diretamente pela IL-22 que
também contribui para a ativacdo de STAT3 (do inglés, Signal Transducer and
Activator of Transcription 3), aumentando a proliferagdo de queratindcitos nucleados

(hiperplasia) na epiderme. Esse mecanismo também pode acontecer pela indugao
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indireta da IL-17, que aumenta a producgédo de IL-19 ou IL-36 (Guttman-Yassky e
Krueger, 2017). A alta produgcdo de IgE na DA, como nas reagdes alérgicas, é
impulsionada por IL-14 e IL-13 e a IL-5 é principal responsavel pelo recrutamento/
manutengao de eosinofilos no local da les&o (Oldhoff et al., 2005; Dainichi et al., 2018).

A DA é uma doenga complexa, possuindo alguns subtipos como a associagao
a IgE (DA extrinseca) ou néo (intrinseca, sendo menos comum). Outras classificagdes
incluem a DA pediatrica que possui apenas linfécitos Th2 no sangue, mas as lesdes
cutaneas tém ativacao robusta de populagdes de células Th2, Th17 e Th22. Ja a DA
Europeia-Americana tem o eixo Th17 diminuido quando é extrinseca (depende de
IgE), mas permanece aumentado na DA intrinseca (sem agao de IgE). Entretanto, a
DA asiatica tem caracteristicas semelhantes da psoriase, com forte ativagdao de
linfécitos Th2, Th17 e Th22 nas lesdes, assim como na DA pediatrica, distinguindo
dessa pela ativacéo de linfécitos Th1 (Guttman-Yassky e Krueger, 2017; Brunner e
Guttman-Yassky, 2019).

O tratamento para a DA pode ser complicado devido aos multiplos eixos que
contribuem para as caracteristicas da doenca. O tratamento pode ser feito com
emolientes, corticoides como a dexametasona, fototerapias e imunossupressores tais
como ciclosporina A, que sao eficientes na redugcado da inflamagao, mas causam
efeitos adversos, como a toxicidade renal, surgimento de neoplasias malignas na pele
e recaidas com o abandono dos tratamentos (Luger et al., 2015; Guttman-Yassky et
al., 2018). Os novos tratamentos promissores incluem agentes bioldgicos que s&o os
anticorpos monoclonais. Um caso curioso € que apesar da existéncia de um eixo Th1
em alguns quadros de DA, o tratamento com inibidores de TNF ndo se mostraram
uteis e podem até exacerbar os sintomas, como o Infliximabe e o Etanercept (Buka et
al., 2005; Jacobi et al., 2005). A administracdo do antagonista monoclonal de IL-5
Mepolizumabe em pacientes com DA reduz a eosincfilia periférica, mas ndo é o
suficiente para melhorar o quadro da doenca (Oldhoff et al., 2005). O uso do
Dupilumabe tem resultados notaveis contra a DA. Esse anticorpo bloqueia a
subunidade alfa do receptor IL-4, bloqueando a acédo de IL-4 e IL-13, principais
citocinas do eixo Th2. Esse tratamento também reduz os niveis de IgE nas primeiras
semanas de tratamento, mas infelizmente ndo impede a resposta alérgica. Apesar dos
efeitos, aproximadamente 60% dos pacientes tém resultados positivos, o que
evidencia que a DA atua por multiplos eixos, sendo interessante que tratamentos

futuros utilizem o bloqueio de diferentes eixos, como Th22 e potencialmente Th17, por
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aturem em diferentes tipos de DA (Guttman-Yassky e Krueger, 2017; Guttman-Yassky
etal., 2018; Wong et al., 2021). A figura 6 resume os principais eventos na patogénese
da DA.

Figura 6 — A patogénese da DA. A quebra da barreira epitelial facilita a entrada
de alérgenos na pele que ativam queratinécitos a secretarem fatores como IL-25, IL-
33 e TSLP, ativando as DCs e liberando IL-4, IL-13 e IL-31. A IL-4 e IL-13 sdo as
principais envolvidas com a cronicidade da DA, pois ativam queratinocitos, facilitando
a perda de agua pela epiderme e recrutando células inflamatérias como mastdcitos,
eosindfilos e aumentando a produgao de IgE. As DCs na DA expressam receptores
FceR que se ligam a IgE, relacionado as reagdes alérgicas. As citocinas Th17 e Th22
também estdo envolvidas, aumentando a espessura da epiderme por inducdo da
STAT3 e promovendo a hiperproliferagdo de queratindcitos anucleados, evento
nomeado de ortoqueratose. A IL-31 na DA é a principal citocina envolvida com os

sintomas de prurido por ativar os nervos cutaneos, caracteristica marcante da doencga.
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Um possivel tratamento mais recente utiliza o Nemolizumabe, anticorpo
monoclonal humano contra o receptor IL-31RA, envolvido no prurido e na inflamacao
(Kabashima et al., 2020). Nos ensaios clinicos, os pacientes tiveram redugado do
prurido e seu uso com corticoides intensificou os efeitos. O Nemolizumabe foi capaz
de diminuir a gravidade da dermatite, reduzir disturbios do sono, melhorar a qualidade

de vida e comprometimento da produtividade/atividade no trabalho (Furue, 2021).

1.3 Psoriase

A psoriase (Ps) é uma doencga inflamatéria cronica da pele com forte
predisposi¢cao genética e até mesmo ag¢ao do envelhecimento. Fatores ambientais,
trauma, infecgdo e drogas podem influenciar o desenvolvimento da doenca (Petit et
al., 2021). Os produtos genéticos envolvidos na inflamag¢ao da Ps representam uma
parte consistente da suscetibilidade genética, estabelecida progressivamente por
numerosos estudos gendmicos nos ultimos anos, com a identificacdo de loci genéticos
de risco de psoriase, denominados PSORS 1-9, explicando seu perfil imunolégico
peculiar (Chiricozzi et al., 2018). As lesbes caracteristicas s&o placas eritematosas
com descamacao prateada, bem demarcadas e com diferentes graus de prurido,
acometendo também unhas das méaos e pés (Guttman-Yassky et al., 2018). As regides
acometidas mostram distribuigao simétrica, envolvendo comumente o couro cabeludo,
regido sacral, superficie extensora dos cotovelos e joelhos (Dainichi et al., 2018). A
prevaléncia da Ps pode atingir até 11% da populagdo de alguns paises como a
Noruega e cerca de 1,3% da populagéo brasileira (Michalek et al., 2017).

O pico de inicio das manifestagcdes dos sinais de Ps é na fase adulta, por volta
dos 30-39 anos (Dainichi et al., 2018). Cerca de 30% dos acometidos podem
desenvolver artrite psoriatica, envolvendo entese (endurecimento) de articulagbes ou
mesmo da coluna vertebral. Além da artrite psoriatica, a Ps é cada vez mais
reconhecida como uma doenca multissistémica, podendo ocorrer a sindrome
metabdlica, obesidade, doenga inflamatoria intestinal (doenga de Crohn), disturbios
cardiovasculares e transtornos psicolégicos/psiquiatricos como ansiedade e
depressao (Oliveira et al., 2015). Observando a histologia das lesdes na Ps, o
espessamento da epiderme é um dos eventos histologicos mais importantes e ocorre
pela proliferagdo descontrolada dos queratindcitos (Dainichi et al., 2018). A

caracteristica desse epitélio € o alongamento das cristas epidérmicas, com
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alargamento bulboso, pustulas espongiformes de Kogoj formadas pela migracéo de
neutréfilos com agregacgao abaixo do estrato corneo e a medida que esses neutrdfilos
migram para o estrato corneo, se tornam picnéticos e formam os microabscessos de
Munro (Murphy et al., 2007). As lesdes, diferente da DA, s&o secas, e normalmente
nao provocam coceira excessiva. A hiperqueratose que ocorre é do tipo
paraqueratética, onde os queratindcitos mais externos sao nucleados (Guttman-
Yassky et al., 2011). A figura 7 exemplifica os achados histolégicos que ocorrem tanto

na DA como na Ps, na coloracao por H&E.

Figura 7 — Caracteristicas histoldégicas da DA e Ps. A: pele normal, epiderme
(Ep) e derme (Der) de aspecto saudavel, sem espessamento da epiderme e infiltrado
inflamatério na derme. B: Dermatite Atépica. E possivel observar o espessamento
epidérmico e infiltrado inflamatério na derme. C: Psoriase. E possivel observar
espessamento epidérmico por aumento das células espinhosas (acantose), as
projecdes da epiderme com alongamento das cristas epidérmicas e a presenca de
infiltrado inflamatorio. D: Espongiose na epiderme (cabega de setas), caracterizada
por edema intercelular. E: Pustula de Kogoj, causada pela infiltragdo de neutrdéfilos na
epiderme. F: Microabcesso de Munro, neutréfilos picnéticos provenientes da pustula
de Kogoj. No detalhe, o fenbmeno da paraqueratose € evidenciado (cabeca de setas

para o nucleo das células). *: hiperqueratose. Coloragao H&E.
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A patogénese da Ps néo é totalmente esclarecida. Uma das vias propostas
ocorre por diferentes gatilhos (patdgenos, estresse ou traumas) que estimulam os
queratinécitos a secretarem AMPs. Esses queratindcitos na Ps secretam
especialmente a LL-37, B-defensinas e proteinas da familia S100. A LL-37 é a principal
responsavel por ativar receptores como TLR9, ativando células dendriticas que
secretam TNF-a e IL-23 (Rendon e Schakel, 2019). A IL-23 ¢é a principal estimuladora
da producéo de linfécitos Th17, além de também estimular mastdcitos e neutrdfilos, a
secretar |IL-17. Outras citocinas derivadas de linfocitos Th1, Th22 e queratindcitos
como IL-19, IL-20, IL-22, IL-36, IFN-y e quimiocinas CCL20, CXCL1 e CXCL8 também
contribuem para o desenvolvimento da Ps (Chiricozzi et al., 2018). Estas citocinas
junto da IL-17 ativam fatores de transcrigdo como STAT1, fator nuclear kappa B
(NFkB) e proteinas da familia C/EBP (ligante CCAAT/potenciador) nas células
residentes da pele, principalmente queratinoécitos, criando resposta inflamatéria que
se auto amplifica (Guttman-Yassky e Krueger, 2017).

A IL-17 também ativa, por via indireta, a STAT3 através do estimulo de IL-19/IL-
36, responsaveis por sua ativagao na epiderme. O mesmo pode ocorrer através da IL-
22 e IL-20 de forma direta por serem também ativadoras da STAT3 (Guttman-Yassky
e Krueger, 2017). A resposta da epiderme na Ps é caracterizada, principalmente, pela
via inflamatéria IL-23 — Th17, onde a IL-23 conduz a expansdo das células Th17
(Rendon e Schakel, 2019). O TNF-a possui duas fungdes, ativar as células dendriticas
para a sintese de IL-23 e fazer sinergia com a IL-17 para a indugdo de muitos genes
relacionados a Ps em queratindcitos. Assim, um antagonista da via IL-23/Th17
representa um antagonista indireto do TNF-a (Guttman-Yassky e Krueger, 2017).
Além disso, muitos alelos de risco codificam proteinas que direcionam a diferenciacao
dos linfocitos Th17. Assim, consideramos que a Ps € um exemplo de imunidade
polarizada para Th17, sendo consolidada pela observacédo de que aproximadamente
90% dos pacientes com Ps podem ser tratados por antagonistas especificos de IL-17
(Guttman-Yassky e Krueger, 2017). A figura 8 mostra um resumo da patogénese da
Ps.

Figura 8 — Patogénese da Ps. Apos diferentes gatilhos, os queratindcitos
secretam AMPs que ativam as DCs para producao de TNF-a e IL-23. A IL-23 estimula
a proliferacao de linfécitos Th17, além de ativar mastdcitos e neutréfilos. Os linfocitos

Th1 e Th22 auxiliam na disfuncdo da barreira epitelial e aumento da espessura da
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epiderme através da ativacdo da STAT3. Na Ps, os queratinécitos proliferam numa
taxa rapida, ainda possuindo nucleo quando chegam na camada externa, resultando
na paraqueratose. As citocinas atuantes na Ps auxiliam na migracao de neutréfilos

para epiderme, sendo comum encontra-los nessa regiao em pacientes com Ps.
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Os tratamentos para a Ps requerem uma terapia a longo prazo. A escolha é
devido a gravidade e a comorbidades presentes. Os pacientes sao classificados em
dois grupos, leve ou moderada, ou grave, dependendo da gravidade clinica das
lesdes, da porcentagem da area de superficie corporal afetada e a qualidade de vida
do paciente. O escore PASI (grau de severidade do processo psoriatico) €
amplamente utilizado em ensaios clinicos, especialmente aqueles pertencentes ao
desenvolvimento de drogas bioldgicas. A Ps leve a moderada pode ser tratada com
glicocorticoides, fototerapia e imunomoduladores, como a ciclosporina. Infelizmente

esses tratamentos podem ter efeitos colaterais como toxicidade renal, cancer e
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nauseas (Rendon e Schakel, 2019). Na atualidade, novas estratégias vém sendo
adotadas para tratar os casos graves. Muitos dos novos agentes sédo bioldgicos,
principalmente anticorpos monoclonais que tém como alvo as principais vias das
citocinas. Inibidores do TNF-q, incluindo Etanercepte e Infliximabe vem sendo usados
para tratar a Ps (Guttman-Yassky et al., 2018). O Ustekinumabe €& um tratamento
aprovado para Ps, onde se liga a sua subunidade p40 da IL-23, impedindo a ativagao
de linfécitos Th17. E uma terapia que mostrou eficacia de aproximadamente 70% em

12 semanas de tratamento (Noda et al., 2015).

1.4 Dermatite Atopica x Psoriase

Os queratindcitos sé&o o principal alvo das doengas de pele como a Ps e DA.
Os queratinécitos da linhagem HaCaT sao imortalizados, oriundos da pele normal de
um adulto e exibem diferenciacdo normal, representando uma ferramenta de estudo
da regulacdo de células humanas. Sao semelhantes aos queratinécitos normais,
mantendo as queratinas especificas de diferenciacao, K1 e K10 e outros marcadores
como involucrina e filagrina (maior componente dos granulos de querato-hialina)
expressos e regularmente localizados. Além disso, permanecem nao tumorigénicas e
nao invasivas in vivo. Seu nome mostra sua origem a partir de queratinécitos da pele
humana, cultivados sob baixas condigbes de Ca?* (calcio) e temperatura elevada
(Boukamp et al., 1988).

Embora a DA e a Ps sejam clinicamente diferentes, seus estagios cronicos tém
muitas semelhangas histologicas, incluindo hiperplasia epidérmica aumentada e
grande infiltrado de linfécitos T e DCs. Em estudos gendmicos, foi possivel observar
que genes envolvidos na regulagao da proliferagcado de células epidérmicas sao supra
regulados em ambas as doengas (Guttman-Yassky et al., 2011). Além disso, um
subconjunto de pacientes com Ps tem lesGes que se parecem com a DA, ou seja, hao
apresentam as caracteristicas tipicas de forte descamacao da Ps. Também, quando
observados os processos de patogénese de doengas na pele, ha muitas
sobreposi¢cdes e semelhancas na ativagao de células imunes, alteracdes resultantes
na estrutura e funcdo do tecido, particularmente quando se considera as formas
intrinsecas, asiaticas e pediatricas de DA (Guttman-Yassky e Krueger, 2017).

Devido a essas sobreposigdes, o seguinte trabalho busca analisar o papel de

proteinas endégenas como possiveis biomarcadores para DA e Ps, e compreender
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suas funcdes durante o processo inflamatério. Nesse contexto, destacamos as

galectinas, descritas no proximo topico.

1.5 Galectinas

As lectinas sédo proteinas de ligagao a carboidratos que reconhecem uma
diversidade de estruturas de polissacarideos em diversos glicoconjugados (Chan et
al., 2018). Elas podem atuar como sinais, receptores e elementos estruturais em
microambientes intracelulares e extracelulares (Farhadi e Hudalla, 2016). Como
resultado, a ligagdo lectina-glicano pode iniciar, amplificar, atenuar ou inibir a
transducdo de sinal transmembrana para modular a proliferacdo celular,
diferenciagdo, migracdo, apoptose e imunidade e tolerancia em varios processos
normais e patologicos (Farhadi e Hudalla, 2016; Chan et al., 2018).

As galectinas (Gals) sdo membros da familia das lectinas, sdo pequenas
proteinas citosoélicas que se ligam aos residuos B-galactosideos e compartilham uma
sequéncia de aproximadamente 135 aminoacidos em seu dominio de reconhecimento
de carboidratos (CRDs) onde ocorre a ligagao com os glicanos. A descoberta das Gals
ocorreu através do isolamento de uma proteina chamada de eletrolectina, isolada da
enguia elétrica e, apds estudos subsequentes, foi reconhecida como o primeiro
membro descrito da familia (Teichberg et al., 1975; Kamili et al., 2016). As Gals estédo
presentes em todos os metazoarios, tornando-as uma das familias de ligantes de
glicanos evolutivamente mais antigas expressas em mamiferos (Kamili et al., 2016).

Quinze membros da sua familia ja foram identificados em mamiferos e
nomeados de acordo com sua organizacéo estrutural e ordem de descoberta, sendo
categorizadas em trés subfamilias: prototipica, quimérica e repeticdo em tandem
(Chan et al., 2018). A subfamilia prototipica inclui as Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -
14 e -15, onde cada Gal contém um unico CRD que podem homodimerizar, tendo uma
funcao bivalente quanto a sua ligag&o aos carboidratos. A subfamilia do tipo repeticéo
em tandem (tandem repeat) incluem as Gal-4, -6, -8, -9 e -12. Cada uma contém dois
CRDs diferentes em cada extremidade da cadeia polipeptidica e possuem funcao
bivalente com esses dois locais para ligacdo aos carboidratos. A subfamilia do tipo
quimera possui apenas um membro, a Gal-3, composta por um dominio ndo lectina

N-terminal ligado a um CRD podendo assumir forma homotipica multipla, como um
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pentdmero, que pode se ligar a carboidratos multivalentes (Chan et al., 2018;
Johannes et al., 2018).

Na superficie de membranas, as Gals séo capazes de fazer ligagdo com os
glicanos de glicolipideos ou glicoproteinas por intermédio do seu CRD, podendo fazer
um crosslink, ou seja, formando redes necessarias para que haja a transmissao de
sinais. Interessantemente, as Gals sdo monoméricas em solugdes com concentracoes
fisiolégicas, e a maioria é capaz de se agregar formando redes (Johannes et al., 2018).
Por exemplo, a Gal-1 possui um dimero fraco, mas apo0s a ligagao a sua dimerizagao
aumenta (Salomonsson et al., 2010). Ja a Gal-3 existe como um monémero e pode
agregar e se unir na sua regiao N-terminal ndo CRD (Ahmad et al., 2004; Nieminen et
al., 2007). A maior parte das fungbes da Gal-3 depende da oligomerizagao da regiao
N-terminal, e a remogao dessa regidao impede a Gal-3 de exercer as suas fungdes
(Pelletier e Sato, 2002). As Gals com dois CRD distintos, como no grupo tandem-
repeat, também podem formar dimeros (Kamili et al., 2016). A ligagao das Gals pode
modular receptores, ativando linfécitos T, promovendo a secregcdo de citocinas,
ativagao de neutrofilos ou ativando a apoptose. Também pode regular a proliferagéo,
diferenciagao e sobrevida de células (Vasta et al., 2012). A figura 9 exemplifica os

subgrupos das galectinas descritas em mamiferos até o momento.

Figura 9 - Estrutura das Galectinas.
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As Gals sao encontradas no citosol, nucleo, matriz extracelular ou na
circulagao. Os seus transcritos sao traduzidos nos ribossomas livres no citoplasma da
célula e as proteinas podem ser translocadas para o nucleo onde se associam com
as ribonucleoproteinas. Através de mecanismos n&o convencionais, as Gals sao
secretadas para o espaco extracelular e podem ter diferentes atuagdes. Entre elas:
receptores para glicanos de micro-organismos, ligagdo com glicanos da superficie
celular da célula hospedeira, ou formar redes entre elas e os glicanos da MEC,
promovendo a migragao celular. Elas também podem formar redes com os glicanos
da superficie celular e desencadear cascatas de sinalizacdo ou promover interacao
entre células vizinhas (Vasta et al., 2012). No ambiente intracelular, as Gals podem
exercer fungdes biolégicas que nao envolvem a interagcdo com glicanos, podendo
regular a motilidade celular, a apoptose, o ciclo celular e o trafego de vesiculas e
participar do splicing do pré-mRNA e da ativagéo de fatores de transcricdo (Wu e Liu,
2018). A Gal-3 intracelular, por exemplo, faz associagédo com o centrossoma e corpos
basais, e sua delegao faz com que haja desarranjo de microtubulos e defeitos na
morfologia do epitélio de cilios (Koch et al., 2010). Ja algumas das fung¢des extra e
intracelulares das Gals sdo opostas. A Gal-1 extracelular, por exemplo, é responsavel
por promover a proliferagao de células cancerosas, mas intracelular desempenha um
papel oposto na proliferagcao celular (Than et al., 2015). A inibicao da Gal-1 em modelo
murino de cancer induzido pela inoculagdo subcutanea de células tumorais da
glandula mamaria (linhagem 4T1), mostrou uma redugéo no crescimento tumoral e na
formagao de metastases (Dalotto-Moreno et al., 2013).

Na pele, as Gals foram detectadas em diferentes tipos celulares, sendo a Gal-
1 expressa em queratindcitos, fibroblastos e LC (Akimoto et al., 1995), a Gal-3
expressa em queratinécitos, fibroblastos, DCs e macrofagos (Larsen et al., 2011), a
Gal-7 é expressa em queratindcitos (Chen et al., 2016) e a Gal-9 expressa em
queratinécitos (Corréa et al., 2021). Diferentes Gals podem ter relacdo com a
patogénese de diferentes doengas cutaneas como a DA, Ps, dermatite de contato
alérgica, nas cicatrizagdes e também processos tumorais da pele (Wu e Liu, 2018).
Pacientes com DA apresentam altos niveis de Gal-9 no sangue e na epiderme, que
sao maiores quanto mais severa a doenga e diminuem apos tratamento dos pacientes
(Nakajima et al., 2015). Além disso, a expressdo da Gal-9 é relacionada com
severidade da DA (Farag et al., 2020). Em modelo experimental de DA, camundongos

tratados com a Gal-1 recombinante tiveram melhora dos sinais clinicos e redug¢ao do
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infiltrado inflamatério (Corréa et al., 2017).Ja a Gal-9 exdgena exerce papel anti-
inflamatdrio na DA de contato experimental e na Ps, diminuindo os sinais inflamatérios
e a produgéo de IFN-y e IL-17, mas ndo de citocinas Th2 (Niwa et al., 2009). Em
bidpsias de pele com e sem lesdes de Ps, foi detectada baixa expressdo do RNAm de
Gal-1 e IL-10 em relacao as peles sem a doencga, enquanto o RNAm de Gal-3 diminuiu
somente nas lesdes e Gal-9 ndo mostrou alteracdo em nenhuma condi¢cédo (De La
Fuente et al., 2012). Em pacientes com Ps, os niveis séricos de Gal-3 sao diminuidos
e apos 3 meses de tratamento com luz UVB, ha diminuicdo do escore PASI e
restabelecimento dos niveis de Gal-3 sério (Khater et al., 2020). Ja pacientes com DA,
ha aumento da expressao da Gal-3 nas células inflamatérias da pele (Saegusa et al.,
2009).

Devido aos seus diversos papéis como sinais moduladores do comportamento
de células imunoldgicas e a centralidade desses eventos de sinalizagdo para varios
processos normais e patoldgicos, ha um interesse crescente nas Gals como alvos
terapéuticos e a analise comparativa da expressao dessas proteinas em bidpsias de

pele com Ps e DA podera auxiliar no diagndstico diferencial de ambas as doengas.
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5 CONCLUSOES

e Emrelagdo a Gal-9 na DA:

1. A Gal-9 tem seus niveis aumentados em queratindcitos na DA murina e
humana;

2. Em camundongos, mastécitos e eosinodfilos sdo fonte potencial dessa lectina
na inflamacéo causada pela DA;

3. A analise de transcriptomas mostra que a pele lesionada tem aumento dos
niveis do RNAm da Gal-9, enquanto a pele sem lesao de pacientes com DA e
apos o tratamento com Dupilumabe, tem seus niveis reduzidos;

4. A Gal-9 exégena tem efeito imunomodulador e na proliferacdo de

queratinécitos estimulados por citocinas presentes na DA,;

e Emrelacido as Gal-1 e -3 na DA e Ps:

1. As lesdes com DA apresentam intensa imunorreatividade para a proteina Gal-
3 na epiderme, enquanto as lesbes de Ps apresentam expressdo mais intensa
de Gal-1 na epiderme.

2. Os niveis de RNAm da Gal-1 s&o reduzidos na pele com DA e nenhuma
alteracéo significativa foi detectada entre as lesdes de Ps e a pele saudavel.

3. Os niveis de RNAmM da Gal-3 sao reduzidos nas lesdes de pele com DA e Ps
em comparagao com a pele controle.

4. In vitro, as Gal-1 e Gal-3 mostraram efeitos imunomoduladores e migratérios

em queratindcitos estimulados por IL-4- ou IL-17.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que niveis aumentados da Gal-9 na
patogénese da DA representam uma etapa importante para a contrarregulacéo da
resposta inflamatéria da pele e proliferacdo da epiderme. Também, que as Gal-1 e
Gal-3 representam potenciais biomarcadores para bidpsias de pele com Ps e DA, e
seus efeitos imunomoduladores e de migracdo nos queratinécitos as tornam

importantes ferramentas terapéuticas.
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