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INTRODUGAO

A pele é um 6rgao imunologicamente ativo, no entanto, reagdes imunoldgicas desreguladas podem
levar a doencgas crbnicas autoimunes da pele, como a psoriase, que afeta aproximadamente 1,5% da
populagao brasileira (DUARTE; OLIVEIRA; PORTO-SILVA, 2015; ROMITI et al.,, 2017). A psoriase é
caracterizada por placas escamosas e avermelhadas na pele, frequentemente acompanhadas de areas
esbranquicadas. Essas lesbes podem levar a coceira e até mesmo sangramento, resultando em
significativo desconforto para o individuo. Embora a patologia da psoriase ainda nao seja totalmente
compreendida, sabe-se que a doenga pode ser desencadeada por fatores genéticos e ambientais. A
interacdo desses fatores resulta em hiperproliferacdo e diferenciagdo de queratindcitos, gerando
hiperplasia epitelial e paraqueratose (DENG et al., 2016; TASHIRO; SAWADA, 2022).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 60 milhdes de pessoas sao
afetadas pela psoriase, sendo essencial aumentar a conscientizagdo sobre a doenga, visto que a mesma é
classificada como um problema de saude global. Assim, torna-se necessario avangos cientificos no
tratamento, que atualmente é limitado e frequentemente associado a efeitos colaterais devido ao uso de
imunossupressores para controlar os sintomas (RENDON; SCHAKEL, 2019; MASCARENHAS-MELO et
al., 2022).

Diante desse contexto, tratamentos ndo convencionais estdo sendo investigados para o0 manejo da
psoriase. A nutricdo, em particular o uso de imunonutrientes como acidos graxos, pode oferecer uma
abordagem promissora para aliviar ou reduzir os sintomas, com menor risco de efeitos indesejaveis
(KANDA et al., 2020).

As fibras alimentares sdo carboidratos que nao sio digeridos pelas enzimas do estdbmago e
intestino humano. Ao percorrer o trato gastrointestinal (TGI), essas fibras sdo, em sua maioria, degradadas
pela microbiota intestinal, resultando na formacao e liberagdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
como acetato, propionato e butirato, sendo o butirato o subproduto mais abundante desse processo
(TOPPING e CLIFTON, 2001).

A inulina é uma fibra soluvel encontrada naturalmente em vegetais como chicoria e alcachofra de
Jerusalém. Quando metabolizada pelas bactérias no lumen intestinal, a inulina AGCC, que podem servir
como fonte de energia para os colondcitos, ou serem transportados pela corrente sanguinea. Estudos
sugerem que a administracdo de inulina pode reduzir processos inflamatérios, melhorar a integridade e a
diversidade da microbiota intestinal e, assim, oferecer protecdo contra varias doencgas intestinais
(CORREA-OLIVEIRA et al., 2023). No entanto, ainda ndo se conhecem os efeitos da inulina sobre as
manifestagdes clinicas da psoriase. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do consumo de
dieta rica em inulina durante a psoriase crénica experimental em camundongos.
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METODOLOGIA

O projeto foi submetido & aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP) (Protocolo: 6259-1/2023). Foram utilizados camundongos
machos da linhagem C57BL/6, com 8 semanas de idade, provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais
foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em temperatura de 23 + 2°C. Foram realizados dois
experimentos independentes resultando em 8 camundongos por grupo, sendo os grupos: Controle (C);
Imiquimode (IMQ) e Imiquimode + inulina (IMQ + inu). Os grupos receberam dietas com diferentes
quantidades de fibras.

Os animais do grupo “C” receberam aplicagao topica de 70 mg de vaselina e dieta controle contendo
5% de celulose), os animais do grupo “IMQ” receberam 70 mg de creme Ixium® (5% Imiquimode,
FarmOquimica, Rio de Janeiro, RJ) e dieta controle (contendo 5% de celulose), os animais do grupo “IMQ
+ inulina” receberam 70 mg de creme Ixium® e dieta com alto teor de inulina (5% de celulose e 10% de
inulina) (CORREA-OLIVEIRA et al., 2023).

Para mimetizar a inflamagao psoriatica crbnica, utilizamos o farmaco Imiquimode com potencial de
modular a resposta inflamatéria, resultando em caracteristicas semelhantes a psoriase em humanos
(Swindell et al., 2017).

Os animais foram separados em gaiolas

Inicio da Depilacdo do

inchcdo de dorso Etanése  jndividuais, sendo ofertado 250 mL de agua

dermatfes no bebedouro e, aproximadamente, 70g
Tralamento com dieta 7 1 f i das suas respectivas dietas (5% celulose
dias anteriores ao dia

ou 5% celulose + 10% de inulina) durante 7
dias anteriores ao inicio do protocolo. Para
a inducéo da psoriase, o dorso dos animais
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Figura 1. Desenho experimental. A aplicopio de imiquimode ocorreu em dois ciclos |m|qU|mode) em uma area de 4 cm
(comprimento) x 2 cm  (largura),

para mimetizar a psorigse cronico, Os animais foram tratados topicamente com Y. . . .
imiguimode por 6 dios. O tratamento orol com o dieta ocorreu entre o 7¢ ¢ 269 diariamente durante 6 dias consecutivos
Imiguimade par b dias. g ruteam A M e (fase 1). Os camundongos do grupo

dia de protacolo. controle, foi aplicado 70 mg de vaselina em
gel (Vasenol®). Para a caracterizagdo do modelo de psoriase experimental crénico, ocorreu o periodo de
recuperagao de duas semanas entre os ciclos, onde os animais nao receberam aplicacdo topica de
vaselina ou imiquimode (fase 2). No 20° dia o dorso dos animais foi novamente depilado, com a
reaplicagao topica de vaselina ou imiquimode durante 6 dias consecutivos (fase 3). A eutanasia para coleta
da pele e do baco foi realizada no 28° dia (FENIX et al., 2020). O consumo da dieta controle e da dieta rica
em fibras iniciou sete dias anteriores ao protocolo e continuou até o dia da coleta dos tecidos (28° dia do
protocolo) (FACHI et al., 2019). Durante sete dias consecutivos os camundongos foram pesados, apos
esses dias, a analise do peso corporal foi realizada uma vez por semana.

Para avaliarmos o espessamento epidérmico da pele psoriatica, foi realizada a mensuragcdo em
(mm) da pele dorsal dos camundongos em cinco regibes diferentes para obter um valor médio. Para
afericdo das médias das utilizamos um paquimetro digital (Mitutoyo) (ROLLER et al., 2012). O dorso dos
animais também foi fotografado diariamente utilizando-se a caAmera digital cAmera digital Sony® cyber-shot
(DSC-S950S 4X 10MP com zoom 6ptico)

O consumo de agua e racao foi avaliado a partir da média do consumo diario. Dentro de um
periodo de 28 dias, a ragao foi pesada e o volume de agua medido trés vezes na semana, sendo realizada
a reposigao a cada 7 dias.

Para analises histoldgicas, coletamos no 28° dia a pele do dorso dos camundongos, e mantivemos
em formaldeido 4%. As amostras foram desidratadas em baterias crescentes de etanol e incluidas em
blocos de parafina Paraplast, seccionadas em micrétomo rotatério manual (microtomo Eppendorf®). Em
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seguida, coradas com hematoxilina e eosina para avaliar os aspectos gerais da psoriase. Os materiais
foram documentados em fotomicroscopio Eclipse 800 (Nikon, Japéo), utilizando-se a camera digital
Coolsnap (Media Cybernetics, USA). Foram realizadas quantitativas das camadas da epiderme, area da
epiderme e espessura da epiderme. Para analise do numero de camadas da epiderme consideradas 3
fotos de cada corte (aumento de 20x), as camadas de queratindcitos foram contadas e estabelecida uma
média das 3 analises (KULIG et al., 2016). Para a analise da area da epiderme, foram tiradas 3 fotos de
cada corte (aumento de 10x) e a area foi contornada no software ImagedJ (HA et al., 2014). Para a analise
da espessura da epiderme, 3 fotos de cada corte (aumento de 20x) foram analisadas no ImagedJ através
de 5 linhas retas tracadas entre a epiderme, os valores foram analisados a partir da média dos 5
resultados.

Para a analise estatistica, as comparagbes foram analisadas por One-way ANOVA ou Two-way
ANOVA, seguidos de pds-teste de Bonferroni e os dados foram apresentados como média £ erro padrao
da média. Para a realizagao das analises estatisticas, foi utilizado o programa Prisma 8.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas significativas para p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 2. Espessura da pele [mm). Valares sfo expressos como médio ¢ erro podrdo da média, sendo considerados significativos os valores de p < 005, (*) C
versus IO, (%) C versus (MG + inw fA); [*) C versus IMQ, (&) C versus IMQ + inuling, (&) (MO versus IMO + inw (B); (] C versus MO, [#] © versus IMO + inw (€}, por
Two-Way ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

A afericdo da espessura foi realizada diariamente durante todo o protocolo. Os resultados indicam
que os animais dos grupos IMQ e IMQ + inulina apresentaram espessura aumentada no dorso em
comparagao com o grupo controle (C), durante todo o experimento. Esse aumento é atribuido a aplicacao
de imiquimode, que induz inflamacao e, consequentemente, espessamento da pele. No entanto, o grupo
tratado com dieta rica em inulina mostrou uma reducdo na espessura do dorso, durante a fase 2,

comparado ao grupo nao tratado (IMQ), nos dias 7, 8, 9, 10, 14, 16 e 17. Esses efeitos ndo foram
observados em outras fases do protocolo.

Os resultados referentes ao consumo de agua mostraram que nao houve diferenga significativa
entre os grupos ao longo de todo o protocolo. Isso indica que o grupo que ingeriu uma dieta com maior
teor de fibras sollveis, ndo apresentou um
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g ! : : ® ) [ g s auséncia de significancia estatistica, os grupos
g oo | g s g el IMQ e IMQ + inulina apresentaram um
Q [&] [¢]

s . . consumo de agua que foi semelhante entre si.

Figura 3. Comsumo de agua (mil. A ingestio de dguo dos grupos descritos meste projeto (C, MO e IMQ + inuling) fol mensurodao trés vezes por semana
(previamente definidos) durante o5 28 dias. Valores 5o expressos como médio ¢ erro podrio do media, sendo considerodos significativos o5 volores de p < 0.05,
por One-Woy ANOVA ¢ pas-teste de Bonferroni,
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Os resultados do consumo alimentar mostraram que, na fase 1, o grupo IMQ + inulina reduziu a
ingestao da dieta em comparagao aos grupos IMQ e C. Ja na fase 2, o grupo IMQ aumentou o0 consumo
de dieta em relacdo ao grupo C. Esses resultados sugerem que o grupo que recebeu a dieta com maior
teor de fibras, consumiu uma quantidade menor de dieta em gramas em comparagdo ao grupo nao
tratado. Esse efeito pode estar relacionado ao aumento da saciedade atrelado ao consumo de fibras.

-m C
26— -= IMQ
-= |MQ + inulina

Peso corporal (g)
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Figura 5. Peso corporal {g). Volores sto expressos coma média £ erro padrfo do média, sendo considerados significativos os valores de p< 008, (*) C versus IMO
nos digs 2 3456 e 7; (#) Cversus IMQ + inu nos digs 2.3,4,5 & 6, por Two-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni,

Na figura 5 os resultados mostram que os animais dos grupos IMQ e IMQ + inulina apresentaram
uma reducgao do peso corporal em comparagao com o grupo C. No entanto, a partir do 7° dia os animais
comecgaram a recuperar peso, resultando em valores mais homogéneos entre os grupos.

Os resultados obtidos por meio da analise com o software ImageJ mostram que a area do bago nos
grupos IMQ e IMQ + inulina esta significativamente aumentada em comparagao com o grupo controle C. O
mesmo padrao foi observado em relagao ao peso do bago, onde os grupos que receberam imiquimode

apresentaram um aumento

. e significativo no peso do 6rgédo em
comparagdo ao grupo controle.
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Figura &, Pesa {mg) e Area fcm?) do baco. Valores siio expressos como média # erro padriio do média, sendo considerades significativas os valores de p < 0.05, (*)
Cversus IMG; (81 C versus IMO + inw, peso do bogo e area do bogo, respectivamente, por One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni,
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Figura 7. Andlize de histologia. Volores sdo expressos como média + erro podrdo do média, sendo considerados significativos os valores de p < 0U05, () C versus
IAQ; (#) Cversus IMQ + inu; (&) IMO versus IMQ + inu, area, espessura e comodos da epiderme, respectivamente, por One-Way ANOVA e pas-teste de Bonferroni,

Os grupos IMQ e IMQ + inu demonstraram aumento significativo da area e espessura da epiderme
quando comparado ao grupo C. Em relagdo as camadas da epiderme, houve diferencga significativa dos
grupos IMQ e IMQ + inu quando comparado ao grupo controle, porém, o grupo tratado com dieta rica em
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inulina apresentou uma reducéo significativa das camadas da epiderme em comparagédo ao grupo IMQ.
Esses resultados indicam a necessidade de analises adicionais para entender como a inulina esta
modulando o numero de camadas da epiderme.

28 dias

dias, na coloracdo em hematoxilina
e eosina as imagens representativas
demonstram um maior
espessamento da epiderme, devido
a hiperproliferacao de queratindcitos,
durante a formacdo de placas
psoriaticas, caracteristicos da
doencga. Observou-se a presencga de
acantose com  projegbes da
epiderme na derme, bem como
paraceratose, resultado da rapida
i -~ maturacdo das células epidérmicas
e sw,., e da auséncia da camada granulosa.

IMQ+inu A partir da analise histologica de 28

&

Figura &, Imogens representativas, As fotos estio apresentodas em escala de 100 e 50 pm respectivamente,

CONCLUSAO
Os efeitos da administracao oral da dieta rica em inulina durante a psoriase cronica experimental
nao demonstraram resultados significativos relacionados aos aspectos macroscopicos e microscopicos da

inflamacgao psoriatica.
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