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INTRODUGAO:

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e atua como uma barreira fisica e imunolégica para o
organismo. Do ponto de vista imunoldgico, possui um sistema complexo, incluindo neutréfilos, mondcitos,
macroéfagos, células dendriticas, linfocitos, células de Langerhans, protagonistas na produgcdo de uma
grande variedade de mediadores inflamatérios como citocinas, tais como interleucina (IL)-17 e 22,
qguimiocinas como ligantes de quimiocina 1 e 20 (CXCL1 e CXCL20) e peptideos antimicrobianos, como os
gue atuam majoritariamente em queratindcitos (S100a8, S100a9) (ABDALLAH et al., 2018). A interacéo
entre esses componentes é essencial para a manutencéo da homeostase imunolégica desse 6rgdo. Assim,
guando desreguladas, podem causar doengas inflamatdrias, sendo uma dessas a psoriase.

A psoriase é uma desordem dermatolégica de carater recorrente-remitente caracterizada por
processos autoimunes e inflamacéo cronica (GOMES et al., 2023). O mecanismo exato da patogénese da
doenca permanece nao elucidado, contudo, sabe-se que um dos fatores criticos € a interacédo entre células
imunes e as citocinas, com destaque para a ativagcao exacerbada do eixo do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)/1L-23/1L-17, resultando em maior ativacdo de células T, com destaque para as Th17 (LIANG et al.,
2017; KANDA et al., 2020). Outro fator critico da doenca é a presenca aumentada de genes ligados a
hiperproliferacdo de queratindcitos, como a queratina 17 (Krt17) (JIN; WANG, 2014; SHI et al., 2011). Esse
aumento, juntamente com outras intera¢des do sistema imune, resulta em hiperproliferacéo e diferenciacao
de queratindcitos, gerando hiperplasia epitelial acompanhada de paraqueratose, vasodilatacéo,
angiogénese e infiltracdo de leucécitos na derme (DENG et al., 2016; TASHIRO; SAWADA, 2022).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 60 milhdes de pessoas sdo afetadas pela
psoriase. Esta doengca ndo tem cura e o tratamento é escasso, com muitos efeitos colaterais, ja que os
protagonistas sdo 0s imunossupressores que amenizam 0s sintomas (RENDON; SCHAKEL, 2019;
MASCARENHAS-MELO et al., 2022).
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Diante desse cenario, a nutricdo, especialmente por meio de imunonutrientes, como os acidos
graxos, pode representar uma abordagem eficaz para aliviar ou reduzir os sintomas sem causar efeitos
colaterais indesejaveis (KANDA et al., 2020). Estudos prévios, como o de Silva, et al. (2021) demostram que
a dieta mediterrnea, naturalmente rica em 6mega-9 devido ao consumo de azeite de oliva, tem a
capacidade de modular a producéo de citocinas, interferir na expressédo de moléculas de adesao celular e
influenciar a funcdo das células imunolégicas, 0 que sugere seu potencial como modulador imunoldgico
(SILVA et al., 2020). Concomitantemente, autores como Farag, M e Gad, M (2022) estudaram as
propriedades pré-resolutivas do acido oleico em doencas inflamatérias, incluindo hepatite, sindrome do
intestino irritavel e pneumonia (BORNIQUEL et al., 2010; FARAG; GAD, 2022).

Considerando o conhecimento atual sobre os efeitos imunomoduladores dos acidos graxos, e tendo
em vista que sdo poucos os trabalhos que investigam os efeitos do 6mega-9 (w-9) no contexto da psoriase
(SALES-CAMPOS et al., 2013) este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos microscopicos e
moleculares da administragdo oral de acido graxo oleico (C18:1, w-9, OL) no quinto dia de psoriase

experimental induzida por Imiguimode (IMQ) em camundongos.

METODOLOGIA:

Perante aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas
(CEUA/UNICAMP) (Protocolo: 5562-1//2020), utilizamos camundongos machos da linhagem C57BL/6
provenientes do CEMIB/UNICAMP.

Foram realizados dois experimentos independentes, totalizando 6 camundongos por grupo, sendo
os grupos: controle (C); (IMQ); (IMQ+OL), onde o grupo (C) recebeu a aplicacdo tépica de vaselina e
suplementacao oral de agua, o grupo (IMQ) recebeu aplicacéo tépica de 60 mg de creme contendo 5% de
IMQ e foi suplementado com agua, e por fim, o grupo (IMQ+OL) recebeu a aplicacdo tépica de IMQ e foi
suplementado com 12,5 uL de acido graxo oleico (OL) por 5 dias consecutivos (Figura 1).
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Figura 1. Desenho experimental. O dorso dos animais foi depilado (Dia 0) no dia anterior ao 1° dia de aplicagdo topica de 60 mg
de Ixium® (5% de imiquimode), a aplicacdo ocorreu diariamente até o 5° dia. Diariamente ocorreu a suplementagdo com 12,5ul de
acido graxo oleico, os animais foram pesados, fotografados e o0 espessamento da pele aferido. As amostras da pele foram coletadas
no 3° e no 5° dia para analise da expressao génica por PCR em tempo real e no 5° dia para analises histologicas.

Ao longo dos 5 dias, diariamente, os animais foram pesados, o dorso de cada animal foi fotografado
e 0 espessamento da pele foi avaliado com a utilizacdo de um paquimetro digital (NOURBAKHSH et al.,
2022).
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Para as analises histologicas, coletamos a pele do dorso dos camundongos e mantivemos em
formaldeido 4% por 24 horas. Entéo, as amostras foram desidratadas e incluidas em parafina, cortadas em
micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014: HOU et al., 2018). Com
a utilizacdo do software ImageJ foi avaliado o numero de camadas de queratinécitos (KULIG et al.,2016), a
area da epiderme e a distancia entre e epiderme e a camada muscular (espessura da derme). Os dados de
area da epiderme e espessura da derme sdo expressos em unidade relativa, sendo que a normalizacao foi
feita em relacdo a média do grupo controle.

Para avaliar a expressao génica de citocinas e peptideos associados com a proliferacao e estresse
de queratinécitos, sucedeu-se o experimento de PCR em tempo real (PCRrt), utilizando aproximadamente
30 mg de tecido mantidos em RNAlater até o momento da extracdo do RNA. Para isso, primeiramente o
RNA foi extraido e a qualidade do RNA foi analisada com base na relacédo da absorbancia A260/A280, assim
como na visualizacdo do RNA apds eletroforese em gel de agarose 1,5%. A partir disso, as amostras de
RNA com baixa qualidade foram excluidas e o experimento foi realizado utilizando como controle end6geno,
0s niveis de ubiquitina C (UBC).

Para a analise estatistica, as comparacdes foram analisadas por One-way ANOVA ou Two-way
ANOVA, seguidos de pos-teste de Bonferroni e os dados foram apresentados como média + erro padréo da
média. As diferencas foram consideradas significantes para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A suplementagédo com 12,5uL de acido oleico reduziu o percentual da espessura da pele dorsal em
relacdo ao 1° dia, quando comparado com o grupo controle do tratamento, grupo (IMQ) do 2° ao 7° dia
(Figura 2). Portanto, a suplementagdo amenizou os efeitos da aplicacdo de IMQ em camundongos.
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Figura 2. Aplicagao topica de IMQ por 5 dias consecutivos induz alteragdes fenotipicas na pele de camundongos e a
suplementacgdo oral com acido graxo oleico amenizou esses efeitos. (A) Porcentagem da espessura da pele em relagdo ao 1°
dia durante 10 dias, sendo que a aplicagdo do IMQ e suplementacéo (IMQ+OL) com 12,5uL de acido oleico ocorreram ao dia 1 ao
5. (B) Fotos representativas do dorso dos camundongos no 5° dia de indugéo da doencga (D5). Os valores sdo expressos como
média + erro padrdo da média, valores de p < 0,05 sdo considerados significativos, (*) C versus IMQ, (&) IMQ versus IMQ+OL, por
Two-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

Na Figura 3 é possivel observar que o &cido oleico reduziu o nimero de camadas e da &rea da
epiderme em comparacao ao grupo (IMQ) (Figura 3A e B). Estes dados sugerem um efeito benéfico do
acido graxo oleico na reducao da hiperproliferacéo epidérmica de queratindcitos e na formacao de placas
psoriaticas, parametros caracteristicos da doenca (DENG et al., 2016; TASHIRO; SAWADA, 2022).
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Figura 3. Analises histoldgicas no 5° dia. (A) Nimero de camadas de queratindcitos na epiderme. (B) Area da epiderme, dado
expresso em unidade relativa normalizado pelo controle. (C) Espessura da derme, dado expresso em unidade relativa normalizado
pelo controle. (D) Imagens representativas no aumento de 10x e 20x e escala de 100um. Valores sdo expressos como média + erro
padrdo da média, sendo considerados significativos os valores de p < 0.05, (*) C versus IMQ; (&) IMQ versus IMQ+OL, por One-
Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. Epi=Epiderme.

Através do PCRrt, observamos que no 3° dia de tratamento com IMQ houve aumento da expressao
de genes relacionados com a hiperproliferacdo de queratinécitos, como Krtl7, S100a8, S100a9 no grupo
IMQ, quando comparado ao grupo C. Por outro lado, a suplementagdo com acido oleico foi capaz de reduzir
significativamente a expressao desses genes no grupo IMQ+OL em comparagdo ao IMQ. Como se trata de
genes associados a hiperproliferacdo de queratindcitos, os resultados do PCRrt se completam e condizem
com os dados da espessura da pele, ja que foi visto aumento da espessura da epiderme, do nimero de
camadas de queratinécitos e um pico no 5° dia de aplicagdo, provavelmente pela proteina ja estar
desempenhando fungéo, por isso do aumento da expressao génica estar presente no PCRrt de 3 dias e ndo
mais no de 5 dias.

Em relac&o aos outros genes avaliados, no 5° dia de tratamento a expressao das citocinas IL-22, IL-
1B, IL-17, IL-23 e IL-12p40 foi aumentada no grupo IMQ em comparacgao ao controle. No caso da IL-17, II-
23 e 1112p40 estavam aumentadas também no 3° dia. Tais resultados sdo consistentes com a literatura que
descreve elevada expressao desses genes na psoriase, especialmente porque se trata de genes que
codificam proteinas responsaveis por respostas inflamatérias, como vasodilatacao, migracao e infiltracéo de
células imunes na derme, ativacao de células T, em especial células Th17 e producado de quimioatraentes
(BALIWAG; BARNES; JOHNSTON, 2015).

Também observamos que a administracdo do acido graxo oleico aumentou a expressao génica de
IL-12p40 em comparacdo ao grupo IMQ, em ambos os tempos. Esse aumento tem sido relacionado com
um potencial regulatério da IL-12 em certas células envolvidas na manutencao da psoriase, se contrapondo
a funcdo patogénica exercida pela IL-23 nesse contexto (ZWICKY et al., 2021). Paralelamente, Kulig et al.
(2016) sugere que a sinalizacao de IL-12 é benéfica pois tem atuado limitando a inflamacdo da pele nos
queratindcitos (KULIG et al., 2016). No entanto, os alvos e mecanismos envolvidos nessa possivel prote¢do

conferida pela IL-12, e mais especificamente sua subunidade p40, ndo estéo elucidados.
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Figura 5. Expresséo génica de citocinas na pele no 5° dia do protocolo. A expressao génica de citocinas foi avaliada por PCR
em tempo real (tPCR) com um n=5 a 7 por grupo. Valores sdo expressos como média + erro padrdo, (*) C versus IMQ; (&) IMQ
versus IMQ+ OL, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, por One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

CONCLUSOES:

Os resultados deste estudo sugerem que a administracdo oral de &acido graxo oleico durante a
inducéo da psoriase experimental murina, induzida por IMQ, resultou em efeitos benéficos na reducdo da
espessura da pele, na melhora de parametros histologicos cutaneos e na modulacdo da expressao génica
de citocinas protagonistas na doenca, inclusive com potencial protetivo na doenca. Esses achados suportam
a hipétese do potencial terapéutico do acido graxo oleico como um agente imunomodulador na psoriase. A
compreensédo dos mecanismos subjacentes a esses efeitos e a avaliagdo de sua eficacia por meio de outras
andlises sao necessarias para explorar e compreender ainda mais suas aplicacoes.
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