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RESUMO

O sistema imune tem diversos mecanismos de protecdo contra a entrada de
microrganismo patogénicos no organismo, um deles € a pele, no qual é constituido
por diversos tipos de células imunes que participam da resposta imune inata e
adaptativa, como queratindcitos, neutréfilos, mondcitos, macréfagos, células
dendriticas (DCs), linfocitos B e T. Entretanto, quando ha reac¢des imunes alteradas,
podem ocorrer doencgas inflamatérias crbénicas, como a psoriase, que acomete em
torno de 3% da populacdo no mundo. A psoriase ndo tem cura, porém existem
terapias que podem diminuir ou quase interromper os sintomas em determinado
periodo. Os compostos antioxidantes e anti-inflamatérios, como &cidos graxos, tém
sido utilizados como estratégia para o tratamento de outras doencas inflamatérias
como diabetes, dislipidemia, obesidade, cicatrizacao de feridas cutaneas e dermatites.
Nosso grupo investiga os efeitos da administracdo oral de acido oleico (OL) em
modelo de psoriase induzida por IMQ em camundongos. Os objetivos deste estudo
foram: avaliar o peso, consumo de 4gua e racao dos animais com psoriase induzida
por imiquimode (IMQ) e suplementados com oleico; avaliar a composicéo de acidos
graxos séricos apos 10 dias de suplementacdo com OL, por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM); analisar os efeitos da suplementacéo
de OL na &rea e peso do baco e linfonodos axilares no 3 e 5° dia apds o inicio do
protocolo. Para tanto, os camundongos foram divididos em 3 grupos: (C) controle que
teve aplicacéo topica de 60mg de vaselina e administracdo oral de 12,5 yL de agua,
(IMQ) com aplicacdo de 60 mg de Ixium® (5% de IMQ) e administracdo oral de 12,5
puL de agua e (IMQ+12,5uL) no qual recebeu a aplicacdo de IMQ e foi realizada a
administracdo oral com 12,5uL de acido oleico (OL). A aplicacdo do IMQ ocorreu por
5 dias consecutivos, enquanto a suplementacdo de agua ou OL aconteceu do dia 1
ao dia 10. No 10° dia, o sangue foi coletado e processado para analise por CG/EM,
mostrando que 12,5 uL de OL aumentou a incorporacao sérica de acido oleico e nao
alterou as concentragbes dos outros acidos graxos, como acido palmitico, acido

estedrico, 4cido linoleico, acido eicosapentaenoico (EPA) e o &cido docosahexaendico



(DHA). Posteriormente, coletamos o baco e os linfonodos axilares no 3° e 5° dia.
Desde modo, observamos que houve aumento da area do baco e dos linfonodos
axilares nogrupo IMQ em relacdo ao grupo controle e diminuicdo da &rea dos
linfonodos entre os grupos IMQ e IMQ+12,5 uL. A suplementacédo oral de OL nao
alterou a ingestao de racdo e agua, assim como 0 peso dos animais em comparagao
ao grupo IMQ. Logo os resultados apontam que houve a incorporacao do acido oleico
no soro dos camundongos e a suplementacdo pode atenuar o desenvolvimento da
psoriase relacionado com a resposta imunoldgica local e sistémica induzida por IMQ

em camundongos.

Palavra-chave: Nutricdo 1; Baco 2; Linfonodo 3; Pele 4; Oleico 5.
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ABSTRACT

The immune system has several protective mechanisms against the entry of
pathogenic microorganisms into the body, one of which is the skin, which is made up
of different types of immune cells that participate in the innate and adaptive immune
response, such as keratinocytes, neutrophils, monocytes, macrophages, dendritic
cells (DCs), B and T lymphocytes. However, when there are altered immune reactions,
chronic inflammatory diseases can occur, such as psoriasis, which affects around 3%
of the world's population. There is no cure for psoriasis, but there are therapies that
can lessen or almost stop symptoms over a period. Antioxidant and anti-inflammatory
compounds, such as fatty acids, have been used as a strategy for the treatment of
other inflammatory diseases such as diabetes, dyslipidemia, obesity, healing of skin
wounds and dermatitis. Our group investigates the effects of oral administration of oleic
acid (OL) in a mouse model of IMQ-induced psoriasis. The objectives of this study
were: to evaluate the weight, water and feed intake of animals with psoriasis induced
by imiquimod (IMQ) and supplemented with oleic acid; to evaluate the composition of
serum fatty acids after 10 days of OL supplementation, by Gas Chromatography-
coupled with Mass Spectrometry (GC/MS); to analyze the effects of OL
supplementation on the area and weight of the spleen and axillary lymph nodes on the
34 and 5 day after starting the protocol. For that, the mice were divided into 3 groups:
(C) control that had topical application of 60mg of Vaseline and oral administration of
12.5 pL of water; (IMQ) with application of 60 mg of Ixium® (5% of IMQ) and oral
administration of 12.5 pyL of water and (IMQ+12.5 pL) in which it received the
application of IMQ and oral administration was performed with 12.5uL of oleic acid
(OL). IMQ application occurred for 5 consecutive days, while water or OL
supplementation occurred from day 1 to day 10. On the 10th day, blood was collected
and processed for analysis by GC/MS, showing that 12.5 pL of OL increased the serum
incorporation of oleic acid and did not alter the concentrations of other fatty acids, such
as palmitic acid, stearic acid, linoleic acid, eicosapentaenoic acid (EPA) and

docosahexaenoic acid (DHA). Subsequently, we collected the spleen and axillary



lymph nodes on the 3™ and 5" day. Thus, we observed that there was a increase of
spleen and lymph node in the IMQ groups compared to the control group and a
decrease in the lymph node area between the IMQ and IMQ+12.5 L groups. Oral OL
supplementation did not change feed and water intake, as well as body weight
compared to the IMQ group. So, the results indicate that there was the incorporation
of oleic acid in the serum of mice and the supplementation can attenuate the
development of psoriasis related to the local and systemic immune response induced

by IMQ in mice.

Keywords: Nutrition 1; Spleen 2; Lymph node 3; Skin 4; Oleic 5.
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1. INTRODUCAO

Sistema imune na pele

O sistema imune tem diversos mecanismos de protecédo contra a entrada de
microrganismo patogénicos no organismo, um deles é a pele, sendo considerado um
orgao imunologicamente ativo e uma barreira imunologica do sistema imune inato, tal
orgao é constituido por diversos tipos de células imunes que participam da resposta
imune inata e adaptativa (QUARESMA, 2019).

A pele é constituida pela epiderme, derme, apéndices cutaneos e tecido
subcutéaneo. Na derme encontramos matriz extracelular (MEC) e células estromais,
como fibroblastos, células estruturais dos vasos sanguineos e linfaticos. Além de
células imunoldgicas mieloides (neutrofilos, macréfagos, mastécitos e células
dendriticas) e linfoides (linfécitos, células linfoides inatas), estas podem ser residentes
ou trafegarem através da derme, que podem atuar como vigias contra as ameacas
externas, iniciando uma cascata de sinalizacao no local e sistémica (PASPARAKIS et
al., 2014; QUARESMA, 2019).

Os queratinécitos correspondem a 95% das células da epiderme, sendo que o
nivel de maturacdo delas definem o estrato basal, o estrato espinhoso, o estrato
granuloso e o estrato corneo (MEGLIO et. al., 2011; ABDALLAH, 2017). Entre os
gueratindcitos, residem as células dendriticas, sendo a sua derivagédo as células de
Langherans representando de 2 a 4% das células da epiderme (ABDALLAH, 2017;
PASPARAKIS et al.,, 2014). Pela sua proximidade com o ambiente externo, 0s
gueratinécitos podem ser iniciadores de inflamacdo, transmitindo sinais para as
células imunes da pele, que tém como papel importante na homeostase imunolégica
e na inflamacao (PASPARAKIS et al., 2014).

Todo este sistema tem a funcao de defender o organismo, entretanto quando
h& reacdes imunes alteradas podem ocorrer doencas inflamatdrias crénicas na pele,
como a psoriase, que acomete em torno de 3% da populacdo no mundo, ndo é
transmissivel e tem carater recorrente-remitente, isto €, mesmo com o quadro clinico
normalizado, os quadros de psoriase podem voltar, sendo desconhecido o estimulo
para a remissdo (KEVIN et al., 2020).
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Psoriase

A patogénese da psoriase é complexa e ainda pouco compreendida. Fatores
gue podem estar relacionados com o desencadeamento da doenca incluem alteragao
do sistema imunoldgico, fatores genéticos e ambientais, como estresse, traumas e
drogas que geram uma resposta inflamatéria, principalmente mediada por células
dendriticas (DCs), células T e queratindcitos. Caracterizada pelo aumento do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina(lL)-23 e IL-17, hiperproliferacdo e
diferenciac@o dos queratindcitos epidérmicos e angiogéneses, e entre outras (KANDA
et al., 2020; TOKUYAMA; MABUCHI, 2020; TRANCOSO et al., 2022).

Quando as células dendriticas sdo ativadas por estimulos cutaneos, secretam
TNF-a agindo de forma autdcrina e induzindo a secregéo de IL-23, esta, por sua vez,
promove a proliferacéo e diferenciacéo de células T auxiliares do tipo 17 (Th17), que
aumentam a producdo de IL-17 ou IL-22, que irdo aumentar a proliferacdo de
queratindcitos e induzir a producdo de TNF-a, peptideos antimicrobianos (AMPS)
como (B-defensina, S100A8, S100A9, LL-37, lipocalina 2) e de quimocinas, como
CXCL1 e CXCL20, que recrutam neutrofilos, mondcitos e linfocitos (MA; SHAO;
WANG, 2020; KANDA et al., 2020; TAKAHASHI; YAMASAKI, 2020).

Esse estimulo dos queratinécitos por IL-17 ou TNF-a induz a expressao das
gueratinas 6 e 16, que sdo relacionadas a acantose (aumento da espessura da pele)
e reducdo do tempo de turnover na epiderme (renovacgéo celular da epiderme). As
células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3), as células T ou as células Natural Killers (NKs),
que compde as células do sistema imune adaptativo também produzem IL-17,
relacionado com o desenvolvimento da psoriase. O eixo IL-23/IL-17 € essencial para
o desenvolvimento da doenca (KANDA et al., 2020; TRANCOSO et al., 2022).

Os sintomas da psoriase mais relatados séo dor, coceira e sangramento. O
diagnéstico é baseado nas caracteristicas da pele: escamosa branca/prateada,
avermelhada, com hiperproliferacdo de queratinécitos, ampliagdo dos capilares
dérmicos e, consequentemente, aumento no infiltrado de leucécitos na epiderme e
derme. Acomete ambos 0s sexos, qualquer idade, com maior incidéncia entre 15 e 30
anos e do sexo masculino, sendo a mais comum a psoriase em placas, conhecida
como psoriase vulgar (BOEHNCKE; SCHON, 2015; WEIGLE, McBANE, 2013).
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A psoriase ndo tem cura, porém existem terapias que podem diminuir ou quase
interromper o0s sintomas e que geralmente tem efeito por determinado periodo,
podendo ser de uso topico ou oral. Na forma leve da doenca, é utilizado o uso tépico
principalmente de corticosteroides com ou sem anélogos da vitamina D, que podem
trazer efeitos adversos e seu uso deve ser controlado. Além disso, temos o uso de
retindides topicos (tazaroteno) e tracolimus. Casos graves sao tratados de forma
sistémica com a combinacao do tratamento topico e fototerapia com a luz ultravioleta
B (UVB) ou fotoquimioterapia com o PUVA (psolareno + UVA), entretanto o potencial
carcinogénico, pelo uso do UVA (luz ultravioleta A) faz seu uso limitado, além de
tratamentos orais como acitretina ciclosporina e metotrexato, e imunobiologicos, como
os inibidores do TNF-a, IL-12/23, IL-17 e IL-23, no qual devem ser avaliado caso a
caso, que trazem efeitos adversos muito graves hepatite B e C, tuberculose e entre
outros, com isso € importante o desenvolvimento de formas de tratamentos com
menor efeito colateral possivel (ARMSTRONG; READ, 2020; MAIA et al., 2012;
MARQUES et al., 2012;TOKUYAMA; MABUCHI, 2020).

Ademais, estudos epidemiolégicos em individuos com psoriase moderada a
grave tém demonstrado maior propensdo a desenvolver outras doencas crénicas e
problemas de saude, com artrite psoriatica, sindrome metabdlica, obesidade,
hipertenséo, dislipidemia, diabetes, alteracdo na microbiota intestinal, doencas
cardiovasculares e doenca renal crbnica, depressdo e ansiedade. Visto a carga
emocional e psicolégica que a doenca tras, diante da caracterizacdo da pele e a
reacao da sociedade perante a doenca, prejudicando a qualidade de vida do individuo
(BOEHNCKE; SCHON, 2015; MYSLIWIEC et al., 2017; TOKUYAMA; MABUCH],
2020; TRANCOSO et al., 2022).

Acido Graxo Oleico

O habito alimentar pode influenciar no agravamento ou melhora do quadro.
Alimentos ricos em acidos graxos saturados, acucares simples, carne vermelha e
alcool podem ativar o eixo TNF-a/IL-23/IL-17 assim como suprimir células T
reguladoras (Treg). Todavia, compostos antioxidantes e anti-inflamatérios, como
acidos graxos poli-insaturados (dmega 3 e 6), vitamina D, vitamina B12, acidos graxos
de cadeia curta, selénio, fibras alimentares ou probiéticos, podem melhorar o quadro
de psoriase através da supressao das vias inflamatorias ou pela inducao das células
T reguladoras (KANDA et al., 2020).
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Os possiveis mecanismos de acédo dos acidos graxos sédo as modificacdes na
composicao lipidica da membrana celular e estrutural da pele, modulacéo da resposta
imune através da inibicdo da producdo de eicosanoides pro-inflamatorios, espécies
reativas de oxigénio (ROS) e citocinas (BALIC et al., 2020; SILVA et al., 2018) e nos
mecanismos relacionados a epigenética (BALIC et al., 2020; GONZALEZ-BECERRA
et al., 2019). Assim os acidos graxos séo utilizados como estratégia de sucesso para
o tratamento de doengas inflamatérias como diabetes, dislipidemia (MYSLIWIEC et
al., 2016; GONZALEZ-BECERRA et al., 2019), obesidade (STELZNER et al., 2016),
cicatrizacdo de feridas cutaneas (RODRIGUES et al., 2012; SILVA et al., 2018) e
dermatites (BALIC et al., 2020).

O &cido oleico (OL, C18:1, 6mega-9, w-9) pertence ao grupo dos acidos graxos
monoinsaturados, com a composi¢éo estrutural de hidrocarbonetos com uma dupla
ligacdo, encontrado em 0leos vegetais como no azeite de oliva, 6leo de canola e em
sementes de abobora e girassol, no abacate e nas nozes. Foram relados que o oleico,
pode atuar como imunomodulador relevante, inibindo neutréfilos e modulacdo as
fungbes regulatdrias das células T. No qual tém mostrado efeitos farmacolégicos
importantes, agindo como fator neurotréfico, inibindo a proliferacdo do céancer,
auxiliando na resposta imune, principalmente relacionado a doencas autoimunes,
reduz a inflamacao diminuem os riscos de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e de
doencas cardiovasculares, além da dependéncia da modulacdo intestinal, onde
estudos indicam que ha altera¢cdes no metabolismo de acidos graxos, no qual o &cido
oleico sensibilizam as DCs, aumentando a expresséo IL-14 e a infiltracdo das células
Th1l7 na leséo e diferenciacao delas, levando a inflamacao cutanea e da espessura
da epiderme. O seu papel ainda é controverso na literatura, dependendo da
quantidade e do contetdo de &cidos graxos recebido pelo modelo experimental, pode
ser considerado pr6 ou anti-inflamatério (EL MAHI et al., 2023; SALES-CAMPOS et
al., 2013; ZHAO, Q. et al., 2023; ZHAO et al., 2021).

O azeite de oliva extravirgem é um Oleo natural originario das oliveiras (Olea
europaea) consiste em 75% de &cido oleico e 1% componentes menores, como
polifendis. A mistura de OL e polifendis tem potencial antioxidante e anti-inflamatario,
podendo reduzir os riscos de doengas inflamatorias, como a psoriase (TRANCOSO et
al., 2022). Entretanto no artigo de Trancoso et al. (2022) foi relado um aumento da

inflamacgéo da pele na psoriase. Visto os resultados controversos na literatura e a
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escassez de estudos que investiguem os efeitos do acido graxo oleico (OL) puro na
psoriase, Nn0SsO grupo investiga os efeitos da administracéo oral dele em modelo de

psoriase induzida por IMQ em camundongos.

Modelo de pesquisa

O modelo murino, com aplicacdo topica de imiquimode (IMQ) para
desenvolvimento da dermatite psoriasiforme € o mais utilizado para estudos sobre a
psoriase devido as caracteristicas fenotipicas e comportamentais semelhantes a
psoriase humana (ALVAREZ, JENSEN, 2016; KEVIN et al., 2020). O IMQ é um ligante
para o receptor Toll-like receptor (TLR7 e TLR8) sendo um poderoso ativador
imunologico, utilizado geralmente para o tratamento tépico de verrugas genitais
causadas pelo virus papiloma humano e outras anormalidades cancerigenas
cutaneas (FITS et al., 2009)

3. OBJETIVO

Objetivo geral

O objetivo foi analisar a incorporacdo de &cidos graxos no soro dos
camundongos com psoriase induzida por imiquimode (IMQ) apés 10 dias da
suplementacdo com 12,5 uL de acido oleico e os efeitos da suplementacdo nos
parametros nutricionais e no tamanho dos 6rgaos linfoides secundarios (bagco e

linfonodos axilares).

Objetivo especifico

Os objetivos especificos incluiram, in vitro, a andlise dos efeitos de diferentes
concentracfes nao toxicas de acidos graxos linoleico e oleico em células isoladas da
medula éssea. Apos isso, in vivo, 0s objetivos especificos foram: 1) avaliar o peso,
consumo de agua e racdo dos animais com psoriase induzida por imiquimode (IMQ)
e suplementados com 12,5 L oleico; 2) avaliar a composicao de acidos graxos
séricos apos 10 dias de suplementacdo com OL, por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (CG/EM); 3) analisar os efeitos da suplementagédo de OL

na area e peso do baco e linfonodos axilares no 3° e 5° dia ap06s o inicio do protocolo.
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4. METODOLOGIA
Estudo em animais

Sob aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (Protocolo: 5562-1/2020), foram
utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 2 meses de idade
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da
UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério BioNutreGen/FCA em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em temperatura aproximada de 23+2°C, alojados

individualmente em gaiolas de plastico opaco.

Coleta das células da medula 6ssea dos animais e ensaio de imunoabsorcéao
enzimética (ELISA)

Células da medula 6ssea do fémur foram coletadas e plaqueadas com 10
ng/mL de GM-CSF. O meio de cultura foi trocado nos dias 4 e 6. No dia 8, as células
foram tratadas com &acido linoleico ou oleico (0, 10, 25, 50 e 100 uM) e LPS (1ug/mL)
(Figura 1). A viabilidade celular foi avaliada por calceina (dados n&o mostrados) e o
sobrenadante, das concentracdes nao toxicas, foi utilizado para quantificacdo de

citocinas por ELISA.

Coleta das
células da
medula Tratamentos Coleta

1 1 1

D1 D4 e D6 = Troca do D8 D9

GM-CSF meio +GM-CSF
(10ng/mL)

Figura 1. Desenho experimental para avaliar os efeitos dos acidos graxos
linoleico e oleico em células derivadas da medula 6ssea de camundongos.
Células da medula 6ssea foram coletadas e plagueadas com 10 ng/mL de GM-CSF.
O meio de cultura foi trocado nos dias 4 e 6. No dia 8, as células foram tratadas com
acido linoleico ou oleico (0, 10, 25, 50 e 100 uM) e LPS (1pug/mL). A viabilidade celular
foi avaliada por calceina e o sobrenadante, das concentra¢cdes nao toxicas, foi
utilizado para quantificacao de citocinas por ELISA.

As andlises de citocinas foram realizadas no sobrenadante das células através
de ELISA utlizando-se o Kits Duo Set (R&D System®, Mineapolis, MN, USA). A

quantificacdo das citocinas foi realizada seguindo os procedimentos padrbes
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estabelecidos pelo fabricante. As citocinas analisadas foram: IL-1B3, TNF-a, IL-23, IL-
12, IL-22 e IL-10.

Inducéo da psoriase experimental com imiquimode

O dorso dos camundongos foi depilado um dia antes do inicio do protocolo
como descrito na literatura, denominamos este dia como DO (HAN et al., 2019). No
dia seguinte (D1), os animais foram anestesiados com isoflurano utilizando-se o
Sistema de Anestesia Inalatéria por Infusdo — Baixo Fluxo — Compact - Bonther®
(volume de 0,3L/m e taxa de infusédo de 1,5%, conforme recomendado pelo fabricante)
e entdo foi iniciada o protocolo de indugdo da aplicacdo de 60 mg de Ixium® (5% de
IMQ), em uma area de 4 cm (comprimento) x 2 cm (largura), por 5 dias consecutivos.
Para a analise dos aspectos fisiopatologicos da psoriase, diariamente, aferimos a
espessura da pele utilizando um paquimetro digital (Digimess®), pesavamos e

tiravamos fotos do dorso dos animais (Figura 2).

Administragdo oral de agua ou de acido graxo oleico
C57BL/6 (12,5 pL; 25 pL e 50 pl) e 50 pL de agua

machos
|

Depilagdo  © . | . L !
do dorso Aplicacdo topica de 60 mg de Ixium® (5% de imiquimode —
' IMQ) e para os controles de 60 mg de vaselina (*)
)
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10
A 4 A 4 ¥ A 4 A 4
Controle de Controle de Controle de Controle de Controle de
agua e ragao dgua e racao agua e ragdo agua e ragdo 4gua e ragdo
*Coleta do bago e *Coleta do bago e Coleta do soro
linfonodos axilares linfonodos axilares

Figura 2. Desenho experimental em animais. Os camundongos foram
divididos em 4 grupos: IMQ, IMQ suplementados com 12,5; 25 ou 50 uL de acido
oleico (OL) (n=4/5 animais/grupo). A coleta do soro foi realizada no 10° dia para
analise da composicao lipidica por CG/EM. (*) Posteriormente, em outro lote foi
realizada a coleta do baco e dos linfonodos axilares, no 3° e 5° dia apos a
suplementacdo com 12,5 pL oleico, além da introducdo do grupo controle com
aplicacédo de 60mg vaselina e suplementacao oral com agua (placebo).

Diariamente os camundongos foram suplementados com o acido graxo oleico
(OL) (0; 12,5 pL; 25 pL e 50 pL), através de pseudogavagem. ApGs o experimento
dose-resposta, escolnemos a menor dose com efeito (12,5 pL de OL) e entédo foram

analisados os parametros nutricionais, como consumo de agua e racao trés vezes na
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semana e a analise da incorporacao de acidos graxos no soro foi feita utilizando-se o
CG/EM.

Posteriormente, os camundongos foram divididos em 3 grupos: (C) controle que
teve aplicacdo de 60 mg de vaselina e administracdo oral de agua como placebo;
(IMQ) com aplicacdo de 60 mg de Ixium® (5% de IMQ) e administracéo oral de agua
e (IMQ+12,5uL) com aplicacdo de 60 mg de Ixium® (5% de IMQ) mais administragdo
oral de 12,5uL de &cido oleico (OL). Entéo foi realizada a coleta dos 6rgéos linfoides
secundério baco e linfonodos axilares apés 3 ou 5 dias de inducdo da psoriase e

administracdo de 12,5 yL de agua (placebo) ou de acido oleico (Figura 2).
Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa (CG/EM)

A metodologia do CG/EM foi adaptada de Shirai et al. (2005). Brevemente, 0
sangue foi coletado via intracardiaca por puncao cardiaca, através do plexo toracico,
deixado em temperatura ambiente por 1 hora e entdo centrifugado por 15 minutos a
3000 rpm a 25°C e imediatamente congelado a -80°C até a analise. Para o
processamento das amostras, foi adicionado 1 mL de hidroxido de sédio (NaOH)
metandlico, 150 pL de amostra e 25 pyL de padréo interno do acido pentadecandico (1
mg/mL isoctano) e as amostras foram vortexadas. As amostras foram aquecidas por
10 minutos e resfriadas em agua fria. Foi adicionado 2 mL de reagente de esterificacao
trifluoreto de boro (BFs3) e vortexadas. Em seguida, elas foram aquecidas por 5 minutos
e resfriadas. Foi adicionado 2 mL de isoctano, vortexou-se e foi adicionado 5 mL de
solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl). As fases separaram-se e entdo a fase
superior foi aspirado com pipeta pasteur de vidro. As amostras foram diluidas com
isoctano (1:2) para a leitura no cromatégrafo a gas acoplado ao espectrébmetro de
massa CG/EM-QP2010 Ultra (Shimadzu®, Quioto, Jap&o), com o Split de 1 para 10.

Coleta do baco e linfonodos axilares

A coleta do baco e linfonodos axilares ocorreu apés 3 e 5 dias do inicio do
protocolo (Figura 2). O baco e os linfonodos foram pesados em balanca analitica
digital de preciséo e fotografados sobre um papel milimétrico com zoom 6tico de 1,5
e 2,0x, respectivamente. A area dos 6rgaos foi avaliada utilizando o software ImageJ
(National Institute of Mental Health-NIH), de maneira cega, ou seja, o avaliador ndo

sabia quem eram os grupos.
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Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média. Para a
realizacdo das andlises estatisticas, foi utilizado o programa Prisma 8.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas significantes
para p<0,05. Comparacfes entre os grupos foram realizadas pelo One-way ANOVA
e 0 pos-teste Bonferroni (Figura 3; 4; 8 e 9), teste t de Student e pds-teste de Mann-
Whitney (Figura 6A; 6B e 7) e Two-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (Figura 5
e 6C).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise da coleta das células da medula 6ssea dos animais e ensaio de

imunoabsorcado enzimética (ELISA)

A analise do sobrenadante das células origindrias da medula Ossea, foi
realizado para a escolha de qual acido graxo iriamos utilizar no modelo in vivo. O
tratamento com 10, 25 e 50 uM de LA aumentou as concentracdes de citocinas
inflamatorias relacionadas com o quadro de desenvolvimento da psoriase, como a
interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-22 (IL-22),
ao mesmo tempo que reduz IL-10 (Figura 3). Todas as concentracdes utilizadas foram

nao toxicas pelo método de calceina-AM (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Concentragcdo de citocinas no sobrenadante das células
derivadas da medula 6ssea apo6s 24 horas de tratamento com 0, 10, 25 e 50 uM
de acido linoleico. Concentracdes de interleucina 1-B (IL-B), fator de necrose
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tumoral-a (TNF-a), interleucina-23 (IL-23), interleucina-12 (IL-12), interleucina-22 (IL-
22) e interleucina-10 (IL-10), com ou sem LPS. Valores sdo expressos como média +
erro padrdo da média, sendo considerados significativos valores de p < 0,05. (*)
Diferenga em relagao ao 0 pM, por One-Way ANOVA e pGs-teste de Bonferroni. ND:
N&o detectavel.

Ja4 em relagdo ao tratamento das células com diferentes concentracées de
acido oleico, observamos que apenas a concentracao de 10 yM nao foi toxica para as
células (dados nédo mostrados). Assim, quantificamos as concentracfes das
citocinas, apenas no sobrenadante das células tratadas com 10 uyM de OL e
observamos reducdo da producado de IL-12 e IL-23 pelas células da medula éssea
(Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo de citocinas no sobrenadante das células
derivadas da medula 6ssea apés 24 horas de tratamento com 0 e 10 yM de acido
oleico. ConcentragOes de interleucina 1-B (IL- B), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), interleucina-23 (IL-23), interleucina-12 (IL-12), interleucina-22 (IL-22) e
interleucina-10 (IL-10), com ou sem LPS. Valores séo expressos como média * erro
padrdo da média, sendo considerados significativos valores de p < 0,05, (*) Diferenca

em relagdo ao 0 pM, por One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. ND: N&o
detectavel.

Devido aos resultados obtidos da cultura de células da medula éssea,
definimos a utilizacao de acido graxo oleico para o modelo in vivo por ter demostrado
resultado mais promissor visto as caracteristicas fisiopatoldgicas da psoriase.

Seguindo a metodologia elucidada anteriormente (Figura 2).



Efeitos da suplementacdo com o acido graxo oleico na psoriase induzida por
IMQ em camundongos

Apbs a escolha do &cido graxo oleico, iniciamos o estudo dose-resposta para
investigar os efeitos de diferentes doses de OL (12,5; 25 e 50 pL) na psoriase
experimental. Observamos que do 3° ao 7° dia, todas as doses de oleico reduziram o
percentual de espessura do dorso em comparacao ao grupo IMQ (Figura 5A).
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Figura 5. Percentual da espessura da pele em relacdo ao 1° dia até o 10°
dia. Camundongos tratados com 3 mg de imiquimode (IMQ, linha azul), tratados com
IMQ e suplementados com 12,5uL de &cido oleico (IMQ+0OL(12,5), linha vermelha),
tratados com IMQ e suplementados com 25uL de acido oleico (IMQ+OL(25), linha
verde), tratados com IMQ e suplementados com 50uL de acido oleico (IMQ+OL(50),
linha roxa) do dia 1 ao dia 10 apds inicio do protocolo. (A) Percentual de espessura
da pele em relacdo ao 1° dia. (n: 5/grupo). (B) fotos representativas do dorso nos dias
3, 5 e 7. Valores sdo expressos como média = erro padrdo da média, sendo
considerados significativos valores de p < 0.05, (*) IMQ versus IMQ+0L(12,5); (&) IMQ
versus IMQ+OL(25); (#) IMQ versus IMQ+OL(50), por Two-Way ANOVA e pés-teste
de Bonferroni.

Na Figura 5B observamos as fotos representativas do dorso dos animais. E
possivel observar uma menor descamacao e vermelhiddo no 5° e 7° dias ap6s o inicio
do protocolo nos camundongos que receberam 12,5uL de &cido oleico. Deste modo,
escolhemos a menor dose de 12,5 uL de oleico para continuar as andlises dos

experimentos.
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Analise dos parametros nutricionais

Em relacdo aos parametros nutricionais, observamos que a suplementacao
com 12,5 pL né&o alterou aspectos nutricionais como ragcédo consumida (Figura 6A) e
ingestdo de 4gua (Figura 6B), bem como a porcentagem de perda de peso corporal

em relacdo ao 1° dia (Figura 6C).
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Figura 6. Parametros nutricionais. (A) Consumo de racéao (g). (B) Consumo
de agua (mL). (C) Porcentagem de perda de peso em relacdo ao 1° dia, dos
grupos IMQ e IMQ +12,5uL (n=5/grupo). Valores sdo expressos como média * erro
padrdo da média (SEM), sendo considerados significativos valores de p < 0.05 por
teste t de Student e pos-teste de Mann-Whitney (A e B) e diferenca em relacdo ao dia
1, por Two-Way ANOVA e pés-teste de Bonferroni (C).

A perda de peso observada entre os dias 1 e 4 nos grupos IMQ é descrita na
literatura, sendo resultado dos efeitos sistémicos causados pelo uso da droga
(ALVAREZ, JENSEN, 2016). E importante ressaltar que antes do protocolo de inducéo
e tratamento, os camundongos tiveram um tempo de adaptacdo ao local, de no
minimo uma semana, para nao interferir nos resultados. Outro ponto importante a
observar que nédo houve alteragcdo do consumo de agua e racado ou peso entre oS
animais IMQ e IMQ suplementados com oleico, evidenciando que os efeitos do oleico

na psoriase sdo devidas as altera¢cfes no sistema imune e néo altera¢des nutricionais.
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Analise da composicéao lipidica do plasma por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

Através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) foi analisada a composicéo lipidica do soro. Na figura 7 observamos que a
suplementacdo aumentou a concentracdo de acido oleico no soro, sendo que néo
houve alteracdo em outros acidos graxos como palmitico, estearico, linoleico, EPA e

DHA (Figura 7). Isso confirma que a suplementacéo foi eficiente para a incorporagéo

do oleico.
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Figura 7. Composicédo dos acidos graxos no soro em pg/mL apés 10 dias
de suplementacao (n=5/grupo). O dorso dos camundongos C57BL/6 foi depilado um
dia antes do inicio do protocolo e entéo foi iniciada a aplicacdo do IMQ ou vaselina
por 5 dias consecutivos e acompanhados até o 10° dia, além disso, houve a
administracédo oral de 12,5 pL de acido oleico ou agua (placebo) do dia 1 ao dia 10.
Os animais foram eutanasiados para a coleta do soro sanguineo no 10°. Valores séo
expressos com média + erro padrdo da média, sendo considerados significativos
valores de p < 0.05, teste t de Student e pds teste de Mann Whitney.

A andlise da composicao de acidos graxos (CG) no sangue é um importante
método para avaliar composi¢ao e absorcéo lipidica. Sendo, o conjunto de técnicas
empregadas para estudar os lipidios em diferentes tecidos, a cromatografia € a mais

utilizada para caracterizar e quantificar. No qual, antigamente era realizada separando
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as diferentes classes moléculas lipidicas por cromatografia em camada delgada (TLC)
ou em colunas de fase sélida, apos digestdo alcalina dos lipidios. Além disso,
diferentes métodos enzimaticos ou imunoquimicos foram ou ainda séo utilizados para
quantificar lipidios. O desenvolvimento da espectrometria de massa (EM) propiciou
analise melhor sobre o nimero e estrutura das moléculas de lipidios em um curto
tempo, sem a necessidade de digest&o anterior (ACIDOS, 2015).

Os acidos graxos (AGs) podem atuar como agentes pré ou anti-inflamatorios,
dependendo do comprimento e da sua saturacdo. Dietas ricas em &cidos graxos poli-
insaturados (AGPIs) e dietas mediterraneas, com altas quantidade acidos graxos
monoinsaturados (AGMIs), como o oleico, estdo associados a baixas taxas de
doencas relacionadas a inflamacédo (STELZNER et al., 2016).

Diante disso, concentracdes de AGs tém demostrado relacdo com a gravidade
das lesdes psoriaticas em modelo animal (MYSLIWIEC et al., 2017). Sendo que os
AGs sdo a principal fonte de energia para o corpo e estrutura para formacao da
membrana celular, além de atuar como moléculas de sinalizagdo em vias de
inflamatorias e metabdlicas (MYSLIWIEC et al., 2019).

No artigo de Trancoso et al. (2022), foi relatado que a suplementacdo com
azeite de oliva extravirgem, que continha 75% de &cido oleico, promoveu o0 aumento
do espessamento das lesdes cutaneas psoriaticas através da superexpressao de Nrf2
e um desbalanco nos niveis de acidos oleicos e linoleicos, o que compromete a fungéo
da barreira cutédnea e agrava a inflamacéao da pele semelhante a psoriase. Entretanto,
eles utilizaram 1,5g/kg de azeite de oliva, considerando que a média de peso dos
animais relatado foi de 30g, temos uma suplementacéo com 0,045g, sendo 75% é de
OL, temos 0,034g. No nosso estudo, utilizamos o &cido graxo oleico puro 12,5 uL, que
equivale a 0,012mL, levando em conta a densidade dos 6leos de aproximada de
0,9195 (PHILLIPPI, 2019, p.204), contemos em torno de 0,011g de oleico uma

guantidade menor comparada com o utilizado no artigo.
Analise da area e peso do baco e linfoides axilares

Na coleta do baco e linfonodos axilares apds 3 dias e 5 dias do inicio do
protocolo, observamos que houve aumento da area dos bagos no grupo IMQ em
relagcdo ao grupo controle no 3° dia e no 5° dia. Nao foram observadas diferencas

entre os grupos IMQ e IMQ+OL (Figura 8).
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Figura 8. Peso (g) e area dos bacos (cm?) apds 3 e 5 dias no protocolo de
suplementacdo com OL. (A) Peso (g) do baco, area do baco (cm?) e fotos
representativas na coleta de 3 dias. (B) Peso (g) do baco, area do baco (cm?) e fotos
representativas na coleta de 5 dias. O bago foi pesado e a area quantificada no
software ImageJ (n=6-7/grupo), escala: 1 cm. Cada simbolo no grafico significa um
animal. Valores sdo expressos como média + erro padrdo da média, sendo
considerados significativos valores de p > 0.05. (*) Diferenca entre C e IMQ por teste
One-Way ANOVA e pés-teste de Bonferroni.

Um dos efeitos sistémicos da aplicacdo topica do IMQ no camundongo € o
aumento da massa do baco, ha poucos estudos que investiguem a ligacdo entre o
baco e a psoriase na inflamacédo sistémica. Mas, considerado que o bagco é maior
orgao linfoide secundério do corpo, sendo altamente vascularizado, cujas principais
funcdes é retirar da circulacdo células sanguineas envelhecidas, danificadas ou
substancias (imunocomplexos e microrganismos opsonizados), e induzir respostas
imunes adaptativas a antigenos pelo sangue. Onde por exemplo, a IL-10 produzida
em muitos 0rgaos no organismo, um deles atraves das células B na zona marginal do
baco, ela é considerada uma citocina anti-inflamatoéria, com isso colabora com o0s
achados que este aumento vem de uma resposta sistémica do sistema imune ao
estado na psoriase, como uma tentativa de controle da inflamagéo induzida (ABBAS,

2019; BALATO, N. et al., 2015).
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Com relacéo a area do linfonodo axilar do 3° e 5° dia, houve aumento com a
aplicacao do IMQ. Entretanto, a suplementacdo com OL reduziu a area comparado

com o grupo IMQ (Figura 9).
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Figura 9. Peso (g) e area do linfonodo axilar (cm?) 3 e 5 dias no protocolo
de suplementacdo com OL. (A) Peso (g) dos linfonodos, area dos linfonodos (cm?)
e fotos representativas na coleta de 3 dias. (B) Peso (g) dos linfonodos, area dos
linfonodos (cm?) e fotos representativas na coleta de 5 dias. Os linfonodos foram
pesados e a area quantificada no software ImageJ (n=3-6/grupo), escala: 1 cm. Cada
simbolo no gréfico significa um animal. Valores sdo expressos como média + erro
padrdo da média, sendo considerados significativos valores de p > 0.05, (*) Diferenca
entre C e IMQ e (&) Diferenca entre IMQ e IMQ+OL(12,5) por teste de One-Way
ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

Os linfonodos séo 6rgaos linfoides secundarios. No corpo humano existem
mais de 500 espalhados, o que facilita o inicio de respostas imunes adaptativas a
antigenos transportados dos tecidos pelo sistema linfatico. O aumento do tamanho do
linfonodo também é um sinal de efeito sistémico do IMQ, sendo que essa alteracdo é
descrita na literatura, como um dos efeitos do Interferon-a (IFN-a) ativando as células
dendriticas a provocar a migragao para os linfonodos, intensificando as células T
auxiliares e induzem diferenciacéo dessas células em células efetoras de homing para
a pele (ABBAS, 2019). A reduc¢éo do tamanho dos linfonodos ap0s a suplementagéo

com oleico sugere que pode estar protegendo contra uma inflamacao sistémica,
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reduzindo a migracao de células dendriticas da pele para os linfonodos, neutrofilos,

monaocitos, assim como a ativacéo de linfécitos.
6. CONCLUSAO

No modelo de psoriase induzida por IMQ em camundongos, a suplementacao
oral com acido oleico ndo alterou a ingestéao de racdo e agua, assim como o peso dos
animais em comparacao ao grupo IMQ. Assim, os efeitos do oleico na psoriase nao
séo devido a alterag8es nutricionais e sim devido a efeitos no sistema imunologico. A
suplementacao oral com &cido oleico teve uma tendéncia de aumentar a incorporacao
de &cido oleico no soro e reduziu o tamanho dos linfonodos axilares.

Logo os resultados sugerem que o acido oleico atenua o desenvolvimento da
psoriase induzida por IMQ em camundongos, o que pode estar relacionado com
reducgéo da inflamacéo local e sistémica. Deste modo, investigagdes futuras sobre o
potencial sistémico serdo realizadas para elucidar as vias de acdo em que a
suplementacao pode ter efeito.

Para perspectivas de futuros experimentos o grupo de pesquisa ira avaliada a
incorporacdo de acidos graxos na pele dos animais suplementados. Além disso,
paralelamente a este trabalho, sera observado os efeitos benéficos do acido graxo
oleico na psoriase induzida por IMQ em camundongos, relacionada com um efeito
bifasico na expressao génica da IL-12p40 (reducdo no 3° dia e aumento no 5° dia) e
reducdo da migracéo de neutréfilos e mondcitos para a pele. Em préximos experiéncia
investigaram o papel da IL-12 no efeito do acido oleico na psoriase, assim como as

células responsaveis pela sua producao.
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