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RESUMO

Introdugdo: A quimioterapia usada no tratamento de neoplasias malignas pode
provocar leucopenia, que pode levar a necessidade de suspenséo do tratamento até
a melhora da imunidade. Mesmo havendo muitos estudos que mostram o efeito
imunomodulatério de alguns lipidios, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
envolvidos. Objetivos: Avaliar viabilidade/capacidade proliferativa dos linfécitos
apos periodo de incubacédo na presenca de 6leo de figado de tubaréo (OFT) ou 6leo
de peixe (OP) e/ou quimioterdpico. Material e métodos: Células mononucleares do
plasma de homens saudaveis com idade de 20 a 30 anos, foram obtidas e
separadas em 12 grupos experimentais para avaliacdo da capacidade proliferativa
(Alamar Blue®) em presenca de 6leo de peixe (OP) ou 6leo de figado de tubaréo
(OFT) (complexados com soro fetal bovino), associados ou ndo ao quimioterapico
(Qt), com estimulo do mitégeno concanavalina A (ConA). Apoptose e necrose celular
também foram avaliadas ap6s 72 horas de incubacgdo por citometria de fluxo, e a
presenca de AGPI n-3 no sobrenadante das células foi avaliada por HPLC. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida de
pos-teste de Tukey, nivel de significancia p < 0,05. Resultados e discusséao:
Resultados obtidos com AlamarBlue® revelaram que linfécitos tratados com
guimioterapico associado com OP ou OFT demonstraram maior viabilidade celular
do que os submetidos apenas ao quimioterapico. As células tratadas com Qt1+OFT
mantiveram-se 54%, 42% e 36% mais viaveis que as células tratadas apenas com
quimioterapico, em 24, 48, e 72h, respectivamente. As tratadas com Qt1+OP
apresentaram resultado ainda mais pronunciado, com aumento da viabilidade de
64%, 69% e 74% em 24, 48 e 72h, respectivamente. As células tratadas com
Qt3+OFT mantiveram-se 38% e 45% mais viaveis que as células tratadas apenas
com quimioterapico, em 24 e 72h, respectivamente. As tratadas com Qt3+OP
apresentaram resultado ainda mais significativo, com aumento da viabilidade de
52%, 64% e 68% em 24, 48 e 72h, respectivamente. Por citometria foi possivel
observar que OP e OFT, apés 72h de cultivo, associados ou ndo a Qt, foram
capazes de reverter efeito pré-necrético do quimioterapico em maior concentracao.
Os resultados obtidos por HPLC sugerem presenca de efeito dependente e
independente de incorporacdo dos acidos graxos n-3 na membrana celular.
Concluséo: OFT e OP foram capazes de se contrapor ao efeito do quimioterapico
nas condi¢des estudadas, sendo o efeito do OP mais pronunciado.

Palavras-chave: Oleo de peixe, 6leo de figado de tubar&o, quimioterapia, linfocitos.



ABSTRACT

Introduction: Chemotherapy used in the treatment of malignant neoplasms
promotes leukopenia, which may lead to treatment suspension until immunity
improves. Although there are many studies that show the immunomodulatory role of
some lipids, little is known about the mechanism. Objectives: To evaluate the
viability / proliferative capacity of lymphocytes after the incubation period in the
presence of shark liver oil (SLO) or fish oil (FO) and/ or chemotherapy. Material and
methods: Plasma mononuclear cells from healthy men aged from 20 to 30 years
were collected and separated into 12 experimental groups for the evaluation of
proliferative capacity (Alamar Blue®) in the presence of fish oil (FO) or shark liver oil
(SLO) (complexed with fetal bovine serum - FBS), associated or not to chemotherapy
(Ct), stimulated by mitogen concanavalin A (ConA). Apoptosis and cell necrosis were
also evaluated after 72 hours of incubation by flow cytometry and presence of n-3
PUFA in the cell supernatant by HPLC. For the statistical test, data were submitted to
One-Way ANOVA, followed by Tukey post-test, significance level p<0.05. Results
and discussion: Results obtained with AlamarBlue® revealed that lymphocytes
treated with OP or OFT chemotherapy showed greater cell viability than those
submitted to chemotherapy alone. Cells treated with Chl + SLO remained 54%, 42%
and 36% more viable than cells treated with chemotherapy alone at 24, 48, and 72h,
respectively. Those treated with Chl + FO presented an even more significant result,
with a viability increase of 64%, 69% and 74% at 24, 48 and 72h, respectively. Cells
treated with Ch3 + SLO remained 38% and 45% more viable than cells treated with
chemotherapy alone, at 24 and 72h, respectively. Those treated with Ch3 + FO
presented an even more significant result, with a viability increase of 52%, 64% and
68% at 24, 48 and 72h, respectively. By cytometry it was possible to observe that FO
and SLO, after 72h of culture, associated or not to Ch, were able to revert pro-
necrotic effect of the chemotherapeutic in higher concentration. The results obtained
by HPLC suggest the presence of a dependent and independent effect of n-3 fatty
acids incorporation into the cell membrane. Conclusion: SLO and FO were able to
reverse chemotherapy effect under the investigated conditions, with the effect of OP
being more pronounced.

Keywords: Fish oil, Shark liver oil, chemotherapy, lymphocytes.
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INTRODUCAO

O sistema imunitario possui mecanismos de defesa contra micro-organismos
ou contra a transformacdo maligna de células, como o cancer (MARTINEZ &
ALVAREZ-MON, 1999). De fato, células cancerosas se dividem mais rapidamente, e
geralmente de forma desorganizada, do que as células sadias (BRASIL, 2006),
exigindo entdo alta efetividade na acao leucocitaria.

Dentre o0s tratamentos disponiveis para o0 combate ao céancer, a
quimioterapia € muito difundida e pode eliminar mesmo células em locais distantes
do sitio de origem, como em metastases, sendo considerada uma forma eficaz e
segura de tratamento dessa patologia (BENEFICIOS, 2017).

Por outro lado, tratamentos com quimioterapicos também podem causar
certos efeitos colaterais, como nauseas, émeses, ‘rash” cutdneo e danos aos
leucdcitos (leucopenia) do sistema imunitario (CARNEIRO, 2011).

Em contrapartida, o sistema imunitario pode ser modulado por alguns acidos
graxos (AG), principalmente do tipo poli-insaturado, por meio da incorporacéo
desses compostos na membrana das células de defesa (CALDER-A et. al., 2009).
Dois importantes 6leos que vem sendo estudados quanto a sua atuacao no sistema
imunitario sdo o 6leo de figado de tubardo (OFT) e o 6leo de peixe (OP), ambos
fontes de AG Omega-3 (ou n-3). No entanto, OFT também possui em sua
composicao lipidios denominados alquilgliceréis (ALQ), e € considerado a principal
fonte natural destes lipidios. Estudos prévios com ALQ jA& demonstraram acao
preventiva a leucopenia em pacientes portadoras de cancer de mama submetidas a
tratamento contra o céancer (BROHULT, 1957). Em relacdo aos AG n-3, ha
evidéncias de que seu consumo promove elevacdo do numero de leucdcitos
circulantes (HARDMAN et. al., 2002).

Pelo fato de quimioterapicos estarem relacionados com leucopenia, e tanto
OP como OFT serem nutracéuticos imunomoduladores com potencial para reduzir
leucopenia, este trabalho visa simular in vitro uma condicdo de disponibilidade de
AG n-3 e ALQ para linfocitos na presenca de quimioterapico, e avaliar a

viabilidade/capacidade proliferativa destas células.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Sistema imunitario

O sistema de defesa é essencial contra o desenvolvimento de infeccbes e
tumores. Isso é possivel pela caracteristica biolégica do nosso organismo de
reconhecer determinadas estruturas moleculares ou antigenos e desenvolver uma
resposta efetora diante destes estimulos, provocando sua destruicdo ou inativacao.
Sendo o sistema imunitario, o qual é constituido por uma complexa rede de células e
moléculas distribuidos por todo o corpo, o responsavel por essa fungdo (MARTINEZ
& ALVAREZ-MON, 1999).

Essas células que constituem o sistema imunitario se originam da medula
O0ssea vermelha e sdo encontradas circulando no plasma, organizadas em 0Orgaos
linféides como timo, baco e linfonodos ou dispersas em outros locais. As células
tronco hematopoiéticas - originadas na medula 6ssea - tém habilidade de se
multiplicar e se diferenciar em qualquer célula do sangue, como plaquetas,
eritrocitos (glébulos vermelhos) e leucocitos (glébulos brancos), que migram em
funcdo do patrulhamento dos tecidos (BERRIDGE, 1997; CALDER, 2001; CALDER,
2007).

Os leucdcitos, especificamente, sdo as células mais importantes no sistema
imunitario e se diferenciam em duas linhagens: (i) linhagem mielbide, precursora dos
macréfagos, neutrdéfilos, eosindfilos, basoéfilos e mondcitos, e, (i) a linhagem linféide
que € precursora dos linfocitos T, células natural killer (NK) e linfécitos B (Figura 1)
(CRUVINEL, et. al., 2010).
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FIGURA 1- llustracdo dos leucdcitos: Linhagem linféide e mieldéide. FONTE: Dreamstime, 2017.

De fato, essas linhagens, em conjunto, contribuem para a formacdo da
funcdo imunoldgica, por meio das respostas imunitarias inata e adaptativa
(MEDZHITOV & JANEWAY, 2000).

Denomina-se inata por referir-se a natural, ou seja, o individuo ja nasce com
ela. Para o antigeno conseguir entrar no organismo, ele se depara com barreiras
mecanicas, quimicas e biolégicas que se opbem a sua entrada. Caso 0 mesmo
ultrapasse essas barreiras, a imunidade inata possui rapidas respostas a
determinados estimulos, independente de contato prévio com 0s agentes agressores
(MEDZHITOV & JANEWAY, 2000).

Essa resposta tem como principais células os granuldcitos (neutréfilos,
eosinofilos e basbfilos), macrofagos, células dendriticas e as células NK (CRUVINEL
et. al., 2010). Sendo que as células fagociticas (células dendriticas, macrofagos e
neutrofilos) expressam receptores de membrana especificos para moléculas comuns
em grupos de microorganismos. Ja 0os macrofagos se originam de um precursor
celular na medula 6ssea, sendo posteriormente transferidos para a circulacdo
sanguinea como mondcitos, onde ali permanecem por diversas horas para entéo
migrarem para os tecidos ja diferenciados em macréfagos, sendo capazes de

reconhecer e destruir invasores (NATHAN, 1983).
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Em contrapartida a resposta inata, a resposta imunitaria adaptativa produz
anticorpos contra um determinado agente infeccioso, ou seja, a imunidade
desenvolve-se em resposta a uma infeccdo e adapta-se a ela. Essa resposta
imunitaria depende de células especializadas, os linfécitos T e B que proporcionam a
especificidade e diversidade de reconhecimento, especializacdo de resposta e
memoria imunoldgica duradoura que pode ocorrer apo0s exposicdo a doenca ou
vacinacdo (CALDER, 2007; DELVES & ROITT, 2000). Essas chamadas células
linfocitarias correspondem a cerca de 30% do tecido celular circulante do sangue e
sdo responsaveis por um grande numero de mitoses (LORENZI, 2006), sendo
classificadas como linfécitos B (células derivadas da medula 6ssea que produzem
imunoglobulinas, combatem patégenos e constituem a imunidade humoral) e em
linfécitos T (células derivadas da medula 6ssea e maturadas no timo, que agem
contra patdégenos, constituindo a imunidade mediada por células).

Diferentemente, os linfécitos T apresentam receptores de membrana
especificos para antigenos, enquanto que os linfocitos B precisam ser apresentados
a eles por outras células, as células apresentadoras de antigeno (CALDER, 2007).
Os linfécitos T helper, sdo distinguidos pela presenca da proteina CD4 (CD, do
inglés cluster of differentiation) em sua superficie, enquanto linfocitos T citotoxicos
apresentam proteina CD8. Os linfécitos T citotoxicos sdo capazes de matar células
infectadas, e os linfécitos T helper auxiliam células B, macrofagos, células NK e até
mesmo outros linfocitos T, a combater infeccbes por produzir citocinas especificas
(CALDER et. al., 2002; CALDER, 2007).

As citocinas produzidas atuam como mensageiros quimicos que permitem a
comunicacao entre essas duas respostas, inata e adaptativa, por meio do contato
direto entre essas citocinas e as ceélulas (CALDER, 2001). Contudo, a possivel
ultrapassagem de ambas as respostas por ceélulas tumorais, leva a progressao
tumoral (ZITVOGEL, et. al., 2008).
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1.2 Cancer e quimioterapicos

1.2.1 Cancer

As células do corpo humano sdo estruturadas para formar tecidos que dao
origem a o0rgaos. As células possuem um ciclo celular, as quais se dividem
(duplicando seu material genético e o dividindo igualmente as suas células filhas),
amadurecem e morrem, sendo entdo renovadas para comegar um novo ciclo. Ao
considerar a presenca de alguma anormalidade nessas fases (dano no DNA) o ciclo
é interrompido até que o defeito seja reparado e o ciclo celular possa continuar, caso
contrario a célula entra em apoptose. No cancer, constituido por células anormais
esse processo natural deixa de ser seguido, sofrendo mutagcdo que pode provocar
danos em um ou mais genes (segmentos do DNA que contém a informacao
genética, que controlam as funcdes normais das células) de uma Unica célula. Se
ndo houver o reparo desse dano, a célula se divide descontroladamente e produz
novas células anormais. Contudo, se os sistemas de reparo e imunoldgico falham na
tarefa de destruir e limitar essas células anormais, esse ciclo continua repetindo-se
até que em determinado momento células cancerosas sdo produzidas, as quais
podem desenvolver mecanismos para impedir a apoptose e continuam a multiplicar-
se de forma descontrolada, podendo formar um tumor maligno, invadindo e
destruindo tecidos ou gerando metéstases, conforme mostrado na Figura 2
(BRASIL, 2006; CARNEIRO, 2011).
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corpo, formando tumores
satélites, distantes do
tumor original.

FIGURA 2 — Mecanismo geral de desenvolvimento de tumores. FONTE: Brasil, 2006.
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Mundialmente, de acordo com as estatisticas de 2012, o niumero de novos
casos de cancer € maior do que 14 milhdes, sendo que o numero de mortes por
essa doenca supera 8 milhdes (Tabela 1) (GLOBOCAN, 2012).

TABELA 1 - Namero de casos novos de cancer e mortes por cancer no mundo. FONTE: Globocan,
2012.

Mundo Ambos 0S sexos
Populagdo (milhares) 7.054.446,00
Numero de novos casos de cancer (milhares) 14.068,00
Nimero de mortes por cancer (milhares) 8.202,00

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude o numero de casos novos
aumentou de 12,7 milhdes (2008) para mais de 14 milhdes (2013), e o numero de
mortes por cancer de 7,6 milhdes (2008) para 8,2 milhdes (2013) e para 8,8 milhdes
(2017), ou seja, o numero de casos novos e mortes por essa doenca vem crescendo
constantemente (OMS-a, 2013; OMS-b, 2017).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer, sdo estimados para
0 ano de 2016-2017, 600 mil novos casos de céancer (INCA-d, 2017). Consta na
figura abaixo a distribuigcdo dos 10 tipos de céncer mais incidentes conforme o sexo
(Tabela 2).

TABELA 2- Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016

por sexo, exceto pele ndo melanoma. FONTE: INCA, 2015.

Homens Mulheres
Localizacdo Casos % Localizacéo Casos %
priméria priméria
Préstata 61.200 28,6 Mama feminina 57.960 28,1
Traqueia, 17.330 8,1 Cdlon e reto 17.620 8,6
Bronquio e
Pulmao
Coélon e reto 16.660 7,8 Colo de utero 16.340 7,9
Estomago 12.920 6 Traqueia, 10.890 53
Bronquio e
Pulméo
Cavidade Oral 11.140 5,2 Estomago 7.600 3,7
Esofago 7.950 3,7 Corpo de utero 6.950 3,4
Bexiga 7.200 3,4 Oviério 6.150 3
Laringe 6.360 3 Glandula 5.870 29
tiredide
Leucemias 5.540 2,6 Linfoma néo 5.030 2,4
Hodgkin
Sistema 5.440 2,5 Sistema 4.830 2,3
Nervoso Nervoso

Central Central
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As taxas de sobrevida dos pacientes com cancer sao diferentes ao
comparar a doenca restrita ao 6rgdo de origem ou ja estendida a outros Orgaos.
Portando, existe a necessidade de se classificar os casos de cancer baseado
nessas informacdes. Para descrever a gravidade do cancer na classificagdo dessa
doenca, a palavra estadio € utilizada. O estadio inicial significa que a pessoa tem
apenas um pequeno tumor maligno. No avancado, o tumor ja maior, pode ter se
espalhado para as outras areas do corpo (BRASIL, 2006, INCA-a, 2017).

O sistema de estadiamento TNM (preconizado pela Unido Internacional
Contra o Cancer) é o mais utilizado, em que ocorre a classificacdo do tumor maligno,
onde “T” equivale as caracteristicas do tumor primario (variando de TO a T4), “N” é
designado as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
orgdo em que o tumor se localiza (variando de NO a N3) e “M” para a presenca ou
auséncia de metastases (variando de MO a M1) (INCA - a, 2017).

Ao avaliar a classificacdo clinica TNM para intestino delgado por exemplo,
T3N1MO significa que T3 refere a tumor que invade desde a muscular prépria até a
subserosa, N1 metastase em linfonodos regionais e MO auséncia de metastase a
distancia (BRASIL, 2004).

A causa dessa doenca pode estar relacionada a fatores como a auséncia de
exercicios fisicos, sedentarismo, alimentacdo inadequada, exposicdo a radiacao
ultravioleta sem protecéo, uso de tabaco e de &lcool em excesso, a ndo-vacinacao
contra agentes infecciosos como hepatite B e pratica sexual sem protecdo (BRASIL,
2006).

1.2.2 Quimioterapia

Dos diversos tratamentos para essa doenca (cancer), os principais sao
radioterapia, cirurgia, transplante de medula 6ssea e quimioterapia (INCA-B, 2017).
A gquimioterapia especificamente, pode causar severos danos as séries de células
brancas do sistema imunitario. Mesmo assim, mais de 50% dos pacientes com
cancer recebem a quimioterapia como forma de tratamento, por ser capaz de
eliminar as células cancerosas em locais distais as fontes de cancer originais, sendo

considerada uma forma segura e eficaz no tratamento de cancer, além de diminuir a
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chance de recidiva da doenca e reduzir o tamanho de tumores grandes em caso de

cirurgia, possibilitando uma cirurgia menos invasiva (BENEFICIOS, 2017).
Basicamente, o tratamento com quimioterdpicos tem diferentes finalidades,

gue sao dependentes do tipo e do estadio em que a doenca se encontra (Tabela 3):

TABELA 3 — Tipos de quimioterapia, classificados conforme suas diferentes especificidades. FONTE:
INCA-C, 2017.

Curativa Usada aspirando conseguir o controle completo do tumor
Adjuvante Ap6és cirurgia curativa, visando esterilizar células residuais
Neoadjuvante Indicada para se ter reducdo parcial do tumor, permitindo uma
complementacéo terapéutica com cirurgia e/ou radioterapia
Paliativo Tem o objetivo de melhorar a qualidade de sobrevida do paciente, sem
finalidade curativa

Ao contrario de outros tratamentos contra ceélulas tumorais, o0s
quimioterapicos sdo toéxicos para células normais, especialmente as localizadas na
medula éssea e células da mucosa. Porém, os agentes utilizados no tratamento do
cancer acarretam maior dano as células malignas do que as dos tecidos normais. Os
efeitos toxicos dos quimioterapicos sobre as células sanguineas levam a
mielossupresséao, granulocitopenia, plaquetopenia e anemia de forma imediata (7 a
21 dias). Sua indicacdo depende de uma série de fatores como a idade do paciente,
seu estado nutricional, as funcdes renal, hepatica e pulmonar, a presenca de
infeccbes, metastases e o tipo de tumor. Entretanto, apesar das rea¢cdes adversas, a
guimioterapia ainda é uma ferramenta eficaz no tratamento do cancer (FONSECA,;
et. al., 2000; INCA-c, 2017).

Em relacdo a dose dessa quimioterapia, ela é escolhida baseada na
superficie corporal. O céalculo, que segue na Figura 3, é realizado com base no peso
e altura do individuo, visando a administracdo de uma dose equilibrada de
quimioterapia, evitando efeitos adversos associados a super dosagens (MAIA,
2010).

Peso (kg) x Altura (cm)
3.600

Superficie Corporal (m?) =

FIGURA 3 - Calculo da dose de quimioterapia baseado na superficie corporal. FONTE: Maia, 2010.
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Além das diferentes finalidades da quimioterapia e do calculo da dose,
também existe a classificacdo conforme o mecanismo de acdo da droga (Tabela 4),

sendo esses:

TABELA 4- Classificacdo e mecanismo de acéo dos antineoplasicos. FONTE: Carneiro, 2011.

Podem quebrar a cadeia de DNA ou formar pontes entre as cadeias do acido
Alquilantes nucléico, impedindo a duplicacéo do DNA, levando a apoptose celular.
Ex: Ciclofosfamida, bussulfano, carmustina e cisplatina

Competem com os metabdlitos necessarios para as reacfes bioquimicas
Antimetabdlitos normais, inibindo a fungdo normal da célula, incluindo a divisao celular.

Ex: Fludarabina, Citarabina e Fluoruracila

Paralisam a mitose devido sua acdo sobre a tubulina, formadora dos

Inibidores microtibulos que constituem o fuso mitético, pelo qual migram os
mitoticos cromossomos, interrompendo a divisdo celular.
Ex: Vincristina e docetaxel
Antibiéticos Inibem a sintese do DNA ou de proteinas essenciais ao ciclo celular.
antitumorais Ex: Daunorrubicina e Doxorrubicina
Inibidores da Interferem na transcricdo e replicagdo do DNA

Topoisomerase | e  Ex: Irinmotecano e Etoposideo
Il
Limitam a a¢éo de horménios naturais
Ex: Dexametasona, Tamoxifeno, Megestrol
Estimulam o sistema imune, que por meio da sinalizacdo das células do
tumor maligno podem prevenir seu crescimento ou induzir a apoptose
Ex: Cetuximabe

Hormoénios

Anticorpos
monoclonais

1.2.3 Fluoruracila

O quimioterapico fluoruracila é um antineoplasico antimetabdlito,
caracterizado por possuir estrutura quimica semelhante aos compostos naturais
encontrados no organismo humano, precursores do DNA e vitaminas (Figura 4). E
denominado como antimetabdlito por competir com os metabdlitos necessarios para
reacdes bioquimicas normais, inibindo a fun¢éo normal da célula, incluindo a divisdo
celular. E utilizado para tratamento de cancer de mama, ovario, cabeca e pescoco,
pancreas, estbmago, colorretal (CARNEIRO, 2011), figado, vesicula e vias biliares,
colo de utero e bexiga (BRASIL, 2013).

Por outro lado, existem dificuldades encontradas na terapia com fluoruracil,
sendo a maior delas a toxicidade (MYERS et. al., 1976).
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FIGURA 4 — Estrutura quimica da fluoruracila.

Nas células a fluoruracila é convertida intracelularmente em metabdlitos
ativos, apos ser processado pela enzima uridina fosforilase, formando nucleotideos
citotoxicos: o nucleotideo FUTP (5-fluoru-uridina-5-trifosfato), o qual substitui a UTP
(Uracila trifosfato), bloqueando a sintese de RNA; o nucleotideo FAUDP (5-fluoro-2-
deoxiuridina-5-difosfato), que substitui a dTTP (timina 5-trifosfato) e incorporagéo ao
DNA; e o nucleotideo FAUMP (5-fluoro-2-deoxiuridina-5-monofosfato), que inibe a
atividade da enzima TS (timidilato sintase), responsavel por catalisar a metilacdo
redutiva de dUMP (deoxiuridina-monofosfato) para dTMP (deoxitimidina-
monofosfato) para o fornecimento de timina para a sintese de DNA. Com a enzima
TS inibida, ndo ocorre o fornecimento de timina para sintese de DNA (Figura 5).
Uma vez que DNA e RNA sado essenciais para a divisdo celular, a deficiéncia de
timina criada pela fluoruracila leva a morte celular (CARRERAS & SANTI, 1995).

Boa parte da fluoruracila (5-FU) é catabolizado no figado (AU et. al., 1983).
Mais de 80% é processado nas células hepaticas pela enzima DPD
(dihidropirimidina-dehidrogenase), formando o DHFU (dihidro-fluorouracil) um
metabalito inativo para ser eliminado (CARRERAS & SANTI, 1995).
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DHFU DPD Uridina fosforilase FUrd )
(forma inativa — S>-FU- >
do 5-FU a ser Figado (floururacila) Células alvo ¢
limImeeie) (80%) FUMP Metabdlitos ativos

«&— | FUTP | «—
i blogueio

Vg

'

FUDP — | FdUDP

FdUMP ) b?oqeueio DNA

*inibe

dUMP | — dTMP
TS dTDP
dTTP

bloqueio*

(fornecimento
de timina)

FIGURA 5- Vias de metabolizagéo e mecanismo de a¢édo do 5-FU. DHFU (dihidro-fluorouracol), DPD
(dihidro-pirimidina-desidrogenase), FUrd (fluoxuridina). FUMP (fluoro-uridina-monofosfato), FUDP
(fluoro-uridina-difosfato), FUTP (fluoro-uridina-trifosfato), FAUMP (fluoro-deoxi-uridina-monofosfato),
dUMP (deoxiuridina monofosfato), dTMP (deoxitimidina-monofosfato). FONTE: Aguiar Junior, 2004 —
adaptado.

De fato, o quimioterdpico ndo atua exclusivamente sobre as células
tumorais, pois estruturas que se renovam constantemente, como a medula éssea e
a mucosa do tubo digestivo também sao atingidas pela acdo dos quimioterapicos
(INCA-C, 2017). Em contrapartida, esse quimioterapico gera algumas reacfes
adversas dermatoldgicas, gastrointestinais e hematologicas, sendo essa Ultima
representada pela leucopenia e mielossupressdo (CARNEIRO, 2011).

Como as células normais apresentam um tempo de recuperacao previsivel,
€ possivel aplicar a quimioterapia repetidamente, desde que observado o intervalo
de tempo necessario para a recuperacdo da medula 0ssea e mucosa do tubo
digestivo. Por este motivo a quimioterapia € aplicada em ciclos periddicos (INCA-C,
2017). O primeiro ciclo de quimioterapia € chamado de indugéo e possui o objetivo
de remissao completa ou parcial da doenca, o restante precisa ser eliminado nos
ciclos subsequentes (MAIA, 2010).

Os ciclos de quimioterapia com a fluoruracila possuem intervalos que variam
de 0 - 7 - 14 - 21 e 28 dias, conforme 0 protocolo a ser aplicado e geralmente é

associado a outros antineoplasicos como cisplatina, docetaxel, oxaliplatina,



26

irinotecano, mitomicina C, ciclofosfamida, metotrexate e doxorrubicina (HITT et. al.,
2005; VAN CUTSEM et. al., 2006; ANDRE et. al., 2009; FISCHER et. al., 1990;
PRITCHARD et. al., 1997; COOPER et. al., 1999; AJANI et. al., 2008; MACDONALD
et. al., 2001; NIGRO et. al., 2006; SMALLEY et. al., 2006).

1.3  Oleo de figado de tubaréo

Assim como existem substancias que desafiam o sistema imunitario, como
0S quimioterapicos, existem compostos que podem contribuir para a otimizacao
desse sistema, como o 6leo de figado de tubardo.

O chamado 6leo de figado de tubardo (OFT) vem sendo estudado desde os
anos 50, e é composto por AG n-3, por esqualeno, que € um precursor esterdide do
colesterol, sendo a esqualamina um esterdide aminado conhecido por apresentar
funcdo como inibidor de angiogénese e pelos ALQ (MARWIC, 2001; PALMIERI
et.al., 2014).

Esses ALQ representam em torno de 30 a 50% do OFT e os principais ALQ
encontrados nesse Oleo sdo Chimil (hexadecilglicerol), batil (octodecilglicerol) e
selaquil (octadecilglicerol) (Figura 6). Sdo gorduras formadas por uma cadeia
hidrocarbébnica, saturada ou insaturada (sendo os dois primeiros saturados e o
altimo insaturado), unida por ligacdo tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol
(BROHULT et. al., 1970; BROHULT, 1977; PALMIERI et. al., 2014).

CH-,OH alcool quimil: R= (CH, ), — CH,

| 5 3

CHOH alcool batil:  R=(CH;);7— CH4

|

CHO—R alcool selaquil: R=(CH3}g— CH=CH—(CH,),— CH,

FIGURA 6 - Estrutura quimica dos principais ALQ.

Essa ligacao éter € a chave para o entendimento funcional dos ALQ. A
ligagdo C-O-C € encontrada em muitos compostos biolégicos importantes, como a
tiroxina da glandula tiredide por exemplo. Os éteres glicerdis sdo muito difundidos,

sendo estes isolados de muitas formas de vida e em diferentes arranjos
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moleculares. A estrutura basica dos ALQ geralmente € encontrada associada a
cadeias de acido graxo unidas ao glicerol por ligacéo éster (Figura 7) (PUGLIESE et.
al., 1998). Os ALQ metoxi-substituidos, assim chamados por ter um atomo de
hidrogénio substituido pelo grupamento metoxi-substituidos (-OCH3) no inicio de
sua cadeia alifatica, sdo caracterizados por possuirem atividade biolégica ainda mais
significativa quando comparados aos ALQ em geral. (CARBALLEIRA, 2002;
HALLGREN et. al., 1978).

Ligacao
H l - étgrg
V"R
H
Hr)ﬂ lz «— Ligagées HC=0 JRZ""" Ligagdes
0 ester

HH—OH Hr~0—CR) H—0—C(Ry

Glicerol Triacilglicerol Alquildiacilglicerol

FIGURA 7 - Estrutura quimica do triglicerideo demostrando as ligagBes Ester e do alquilglicerol
demonstrando a ligacéo éter.

Em relagdo aos ALQ e suas fontes, sdo encontrados abundantemente no
figado de algumas espécies de peixes elasmobranquios, como o0s tubarbes
(IANNITTI & PALMIERI, 2010) e estdo presentes em peqguenas quantidades no leite
humano (QIAN et. al., 2014). Dependendo da espécie de tubardo, o 6leo extraido
pode ser bastante rico em ALQ, 0s quais parecem exercer efeitos bacteriostaticos,
fungistéticos, antiinflamatérios e hematopoiéticos (BORDIER et. al., 1996). Esses
éteres lipidicos também séo encontrados no colostro humano e no leite de ovelha e
humano, sendo que este contém aproximadamente dez vezes mais ALQ que o leite
de vaca (HALLGREN et. al., 1974). Uma pequena quantidade de ALQ € encontrada

nas células vivas de grande parte dos tecidos animais, principalmente nos érgaos
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hematopoiéticos, incluindo baco, figado, tecidos linfaticos, sangue e
majoritariamente na medula 6ssea (SNYDER & WOOD, 1969).

Em fontes naturais, os ALQ podem estar esterificados com acidos graxos,
principalmente poli-insaturados, formando alquildiacilglicerdis, ou ainda compondo o
esqueleto carbonico de fosfolipidios, neste caso, fosfolipidios éteres (Figura 8)
(BROHULT, 1962).

CH,O(CH,),,CH,
| O
1
CHIZJHZI:CH?]I"CH3
OH |
|
grupoc —0O— P—O—CH
polar (I:I:.

Fosfolipideo éter

FIGURA 8 - Estrutura quimica de um fosfolipidio éter.

Os ALQ provenientes da dieta sdo absorvidos sem ocorrer a quebra da
ligacdo éter, sendo posteriormente incorporados aos fosfolipidios de membrana,
principalmente nos fosfolipidios fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina, possibilitando
assim sua (ALQ) disponibilidade para serem usados pelas células como precursores
de outras moléculas, exercendo seus efeitos bioldégicos (BLANK et. al., 1991,
REICHWALD & MANGOLD, 1977). Essa absor¢cdo dos éteres lipidicos ocorre no
intestino. De acordo com o estudo de Bergstrom e Blomstrand (1957), cerca de 95
por cento de 4&lcool quimil (ALQ saturado com 16 carbonos) radiomarcado
administrado foi absorvido no intestino, enquanto que o restante (5%) foi excretado
nas fezes (BERGSTROM & BLOMSTRAND, 1957).

Ja os ALQ dos extratos lipidicos da medula éssea, vem sendo usados na
Europa desde a década de 30 para o tratamento de granulocitopenia. Sendo
descoberto que a fragcdo nao saponificavel dessa medula era a responsavel pelo
aumento da quantidade de leucdcitos (PUGLIESE et. al., 1998).
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Algo semelhante foi visto em 1952 no tratamento de cancer, mais
especificamente leucemia infantil, onde ocorreu a ingestdo de ALQ por meio da
gordura ndo saponificavel da medula éssea de gado. (BROHULT, 1962).

Dentre os efeitos imunoprotetores atribuidos aos ALQ, os quais sdo vistos
como agentes protetores da medula Ossea, cita-se a ativacdo de macréfagos
citotoxicos, por aumentar a resposta imunitaria humoral (BERDEL et. al.,, 1980;
BROHULT, A. 1957), além de estimular a hematopoiese (DENIAU et. al., 2010).

No estudo de Yamamoto (1987), foram testados dois ALQ sintéticos em
camundongos, sendo que ambos induziram a estimulacdo de macréfagos, porém
um de forma mais eficiente que o outro, ocorrendo a potencializacdo imunoldgica
(YAMAMOTO & NGWENGA, 1987).

Em estudo realizado por Pambland et. al. (1990) foi verificado também que
varios tipos de ALQ poderiam estimular a resposta funcional de neutréofilos em
humanos, devido a ativacdo do metabolismo oxidativo, aumento da concentracdo de
calcio intracelular, ou ambos.

A suplementacdo de ALQ sintéticos na dieta de ratas lactantes aumentou
significativamente a concentracdo de éteres lipidicos no leite, que por sua vez
induziu ao aumento de granulécitos no sangue periférico e de imunoglobulinas (IgG
e IgM) no plasma dos filhotes amamentados, sugerindo que esse composto exerce
importante funcdo no desenvolvimento da resposta imunitaria (OH & JADHAV,
1994).

Além de macréfagos e neutrofilos os ALQ também atuam em linfécitos. Em
um estudo in vitro, com células de camundongos imunizados com HBsAg (antigeno
de superficie da hepatite B), as células TCD4 esplénicas foram estimuladas com
anti-CD3 e anti-CD8 e os linfécitos B por anti-BCR e anti-CD8. Verificou-se que 0s
ALQ proporcionaram um aumento na proliferacdo células B e T. Também houve o
aumento de citocinas Thl (TNF-a e IFN-Y) e diminuicdo nos niveis de citocinas Th2
(IL-4 e IL10), demonstrando assim que os ALQ podem modular as respostas imunes
aumentando a proliferacéo de linfocitos in vitro (QUIAN et.al., 2014).

Algo similar ocorreu com ratos suplementados com OFT, em que houve
maior proliferacdo de linfocitos do baco dos ratos sedentarios que receberam o OFT
se comparados aos sedentarios que nao receberam, porém, a proliferacdo de
linfocitos associados ao intestino foi similar em ambos os grupos (VITORINO et. al.,
2010).
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Contudo, apesar das inumeras funcdes biologicas terem sido
constantemente confirmadas por diversos estudos, 0s mecanismos moleculares
precisos de acdo dos ALQ ainda nao estdo completamente elucidados (LE BLANC
et. al., 1995).

Na década de 60, Astrid Brohult fez experimentos pioneiros suplementando
com OFT pacientes com céancer de Utero submetidas a tratamento radioterapico,
demonstrando que a administracdo de OFT durante a exposicao a radioatividade
reduziu significativamente a leucopenia. Entretanto, os efeitos relacionados a
prevencdo de leucopenia e trombocitopenia podem variar, possivelmente de acordo
com o tipo de ALQ (BROHULT et. al., 1977). Interessantemente, o OFT j& era
considerado uma medicacao antiga entre os pescadores da costa oeste da Noruega
e Suécia, sendo utilizado para cicatrizacdo de feridas, tratamento de irritacbes do
trato respiratorio e alimentar e linfadenopatia (IANNITTI & PALMIERI, 2010), além de
sua atuacdo em dermatites (NOWICKI & BARANSKA-RYBAK, 2007) e cancer
(IAGHER et. al., 2013) demonstrados por outros autores e de fato, estudos
demonstram a acdo do OFT sobre a imunidade em populacdes e condicbes

distintas.

Foram verificados diversos efeitos benéficos do uso de ALQ tais como:
reducdo dos efeitos colaterais de radioterapia (leucopenia e trombocitopenia),
inibicdo do crescimento tumoral, além de estimular e modular a resposta imunitaria
(PUGLIESE et. al., 1998).

Ainda, ALQ sintéticos sao cogitados como adjuvantes em formulacdes de
vacinas pela sua propriedade de estimular respostas imunitarias incluindo o aumento
da producéo de anticorpos (ACEVEDO et. al., 2006).

Nos dados encontrados na literatura, é visivel que a estimulacéo da resposta
imunitaria tem sido o alvo principal de investigacado envolvendo OFT, principal fonte
natural de alquilgliceréis. Porém nao é conhecido o mecanismo do OFT em evitar a
leucopenia. Estas investigacbes podem contribuir para o melhor entendimento da
acao dos éteres lipidicos, gerar novas informacgdes considerando os mecanismos de
acao e permitir futuras aplicagdes considerando o potencial beneficio propiciado por

eles.
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1.4  Oleo de peixe

Os AG poli-insaturados (AGPIl) da familia n-3 presentes no OP
correspondem ao &cido alfa-linolénico (ALA), que endogenamente pode ser
convertido em acido eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (Figura
9), pela utlizacdo de processos enzimaticos sequenciais de elongacdo e
dessaturacéo (Figura 10), sendo que a deficiéncia desse AG essencial pode causar
disfuncdo imunoldgica (CALDER, 2003).

C18: 3555401215
ALA "

(‘20 5(:':4‘.8.“,14.1' —_—
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C22: ¢cisat 10131619

DHA -

FIGURA 9 - Estrutura quimica do EPA, DHA e ALA.
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FIGURA 10- Metabolizacdo dos acidos graxos n-3. FONTE: Rose, 1999 (adaptado).

A essencialidade dos AG ¢é caracterizada por ser imprescindivel ao
organismo e nao pode ser sintetizado pelo mesmo. Os AGPI sdo classificados
quanto ao primeiro carbono insaturado do lado metila. Para reforcar a idéia de

numeracao a partir do final da molécula, tal classificacao foi associada a letra grega
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omega (Q), que € a ultima letra do alfabeto grego, embora as vezes se utilize a letra
“n”, sendo assim, classificado em 6mega-3 (ou como padronizado neste manuscrito:
n-3), a primeira insaturacdo entre os carbonos 3-4 do lado metila (Figura 11) (CURI-

B, 2002).

O

3 1
HO )‘I\/\/\A/u—-vu—-v—-v-—-v

omega-3

FIGURA 11 - Estrutura quimica de um &cido graxo n-3.

Quando individuos ingerem OP, EPA e DHA substituem parcialmente os AG
n-6, principalmente o ARA, nas membranas de provavelmente todas as células
(SIMOPOULOS, 2002; CALDER et. al., 2002). Os alimentos de origem marinha
apresentam grande quantidade de AG n-3, os quais sdo encontrados no plancton e
em algas que servem como alimento para os peixes (DOMMELS et. al.,, 2002).
Acredita-se que o0 grande consumo de produtos marinhos pelos esquimos,
japoneses e populacdes do Alasca e Groelandia, proporciona um efeito protetor
contra o cancer, em consequéncia do consumo elevado de AGPI n-3, tais como
DHA e EPA (WOUTERSEN et. al., 1999).

JA4 a alimentacdo de humanos de paises ocidentais possui como
caracteristica sua riqgueza em AG n-6 (ARA). Esses AG sdo incorporados em
fosfolipidios de células de defesa mononucleares (linfocitos e mondécitos). O mesmo
ocorre com a incorporacdo de AG n-3 apoés ingestédo via oral de OP (EPA e DHA),
sendo possivel perceber que os lipidios provenientes da alimentacdo tém influéncia
na composicao lipidica da membrana celular de células de defesa. Sendo assim,
esses lipidios podem alterar propriedades da membrana celular, afetando vias de
sinalizacao intracelular, alterar a producédo de eicosanoides e docosanoides pelas
células, influenciando na resposta imunitaria (CALDER, 2004; PRESCOTT &
STENSON, 2005; SINGER et. al., 2008).

Ao analisar o conteudo desses AGPI n-3 no plasma de pacientes com
diversas doencas neurologicas, relativas ao funcionamento hepatico, ao sistema

imunitario e a inflamacéo, verificou-se que ha correlacdo entre estes estados
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patolégicos e o baixo conteudo do AGPI n-3 com relacdo a populacdo saudavel
(HOLMAN, 1998). A deficiéncia de AG n-3 parece estar relacionada com a etiologia
de diversas enfermidades, como cardiopatias, problemas associados & pacientes
submetidos a transplantes renais, hepatite e outras (HOLMAN, 1998).

Ao testar duas doses de EPA associado ao DHA, sendo a dose nutricional
(0,85¢g/d) e a dose farmacéutica (3,4g/d) durante 8 semanas em pacientes humanos
saudaveis com hipertrigliceridemia, foi mostrado que a dose mais elevada diminuiu a
quantidade de triglicerideos, porém ambas as doses ndo apresentaram melhora no
estado inflamatorio, inclusive na expressao de genes inflamatorios de citocinas em
linfécitos isolados (SKULAS et. al., 2011).

Estudos também vém mostrando que dietas ricas em n-3 estdo associadas a
um melhor prognostico e a uma maior sobrevida de pacientes com doencas auto-
imunes (HARBIGE, 1998; WATANABE et. al., 1994; HAMAZAKI, 1992). O consumo
regular a longo prazo de alimentos ricos em n-3 levou a um menor nimero de
células NK e atividade de neutrofilos, mas maior producdo de linfotoxina por
linfécitos, sendo consistentes com a diminuicdo da reacdo inflamatéria e danos
teciduais em pacientes com transtornos inflamatérios suplementados com AGPI n-3
(MUKARQO et. al., 2008).

Em pacientes pds cirargicos de cancer de cabeca e pescoc¢o suplementados
com AGPI n-3 e dietas reforcadas com arginina por 12 semanas demonstraram
melhores parametros nos niveis de linfécitos (LUIS et. al., 2013).

Desse modo, o conteudo de AGPI n-3 e n-6 na dieta é determinante da
supressdo ou inducdo do desenvolvimento tumoral, via alteracdo da sintese de
eicosanodides, pois 0 EPA inibe competitivamente o metabolismo do ARA através
das vias da ciclooxigenase e lipooxigenase. Os eicosanodides formados a partir do
ARA participam de processos inflamatorios, reacdes alérgicas, arteriosclerose e
também sdo moduladores do crescimento e disseminacdo de neoplasias (CHAPKIN
et. al., 1989).

Nesse caso, células tumorais morrem quando tratadas com varias drogas
antineoplasicas. Os AGPI n-3 potencializam a citotoxicidade de algumas drogas
como mitomicina C, vincristina e doxorrubicina. O DHA pode aumentar o efeito dos
agentes citotéxicos sobre o tumor. Tumores de animais alimentados com OP sé&o
mais responsivos a quimioterapia que os animais que recebem dieta contendo 0Oleo
de milho (BURNS & SPECTOR, 1994). Uma vez que o OP é altamente insaturado,
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sua ingestdo aumenta consequentemente o grau de instauracdo de AG nos
fosfolipidios da membrana, facilitando a destruicdo das células neoplasicas (BURNS
& SPECTOR, 1994).

Esses efeitos citotoxicos dos AG variam de acordo com o tipo de neoplasia,
do mesmo modo que, nas culturas variam conforme o tipo celular. Esses estudos
tém importancia clinica, uma vez que a seletividade para acdo citotoxica deve
restringir-se apenas as células neoplasicas (CURI-B et. al., 2002).

]|De acordo com Fernandes (1994), dietas ricas em OP (n-3) estdo
relacionadas com a elevacédo da expressdo do TGF-B1 (transforming growth factor
beta 1), um fator de crescimento que modula a resposta imune (FERNANDES et. al.,
1994), sendo mostrado por outros autores a relacdo no efeito inibitério sobre o
desenvolvimento tumoral (ROSE, 1997; RAO et. al, 1996; FRITSCHE &
JOHNSTON, 1990). Dietas contendo o OP suprimem a carcinogénese por diminuir a
atividade da ciclooxigenase (COX-2) e assim diminui a biossintese das

prostaglandinas implicadas na transformacédo neoplasica (LATHAN et. al., 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

As estimativas referentes ao ano 2016-2017 do Instituto Nacional do Céncer
apontam o surgimento de 600 mil casos novos de cancer no Brasil (INCA-D, 2017).
Um dos tratamentos mais utilizados é a quimioterapia, que provoca varios efeitos
colaterais tais como queda de cabelo, diarréia, feridas na boca, nausea, vomito,
anemia, leucopenia e trombocitopenia, afetando fortemente a qualidade de vida do
paciente. Particularmente a leucopenia acarreta importantes consequéncias,
incluindo a necessidade de suspenséao do tratamento até a melhora da imunidade. O
quimioterapico Fluorouracila traz a informagdo que o tratamento deve ser
interrompido quando os glébulos brancos estiverem inferiores a 3.500/mm?3 e o
paciente deve ficar em isolamento em casos inferiores a 2.000/mm3(FAULDFLUOR,
2017). Apesar de haver muitos estudos que mostram o efeito estimulatério dos OP
e OFT sobre células do sistema imunitario, pouco se sabe sobre 0os mecanismos
envolvidos. Dessa forma, o contato dos linfocitos plasmaticos com Oleo e
guimioterapico in vitro como proposto neste trabalho visa simular esta condicdo
observada na clinica a fim de ser estudada e gerar novas informacdes a respeito da

acdo desses nutracéuticos associados ao tratamento quimioterapico e a leucopenia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do OP e OFT sobre a viabilidade de linfécitos de individuos
saudaveis expostos ao quimioterapico fluoruracila in vitro.

3.2 Especificos
1. Avaliar viabilidade/capacidade proliferativa dos linfocitos apds periodo de
incubacao na presenca de 6leo e/ou quimioterapico;

2. Avaliar a proporcao de células viaveis, apoptoticas e necroéticas apds periodo
de incubacéo na presenca de 6leo e/ou quimioterapico;

3. Identificar e quantificar AG n-3 presentes no sobrenadante do cultivo celular
apos 72h.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Nutracéuticos e reagentes

O OP utilizado como suplemento foi gentiimente doado pela Fundacéo
Herbarium (Colombo, PR, BRA), o OFT, pela Naturalis Alimentos Naturais Ltda (Séo
Paulo, SP, BRA). O quimioterapico Fauldfluor® (Fluoruracila) pelo Instituto de
Pesquisa Pelé Pequeno Principe (Curitiba, PR, BRA).

Os sais utilizados para preparo de tampfes foram obtidos da Reagen
Quimibras Industria Brasileira S/A (Rio de Janeiro, RJ, BRA), Vetec Quimica Fina
Ltda (Rio de Janeiro, RJ, BRA) ou Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda
(Diadema, SP, BRA).

Meio de cultura (RPMI 1640), antibiéticos (penicilina G e estreptomicina) e
soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (Grand Island, NY, USA). lodeto de
propideo, concanavalina A, acidos graxos para HPLC, azul de tripan, foram obtidos
da Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA). A anexina V foi adquirida da BD
Pharmigen (Franklin Lakes, NJ, USA) e o Alamar Blue® da Bio-Rad (Santo Amaro,
SP, BRA).

4.2 Desenho experimental:

4.2.1 Obtencao das amostras

A coleta de sangue foi realizada no Laboratério de Metabolismo Celular,
Departamento de Fisiologia da UFPR. Como critérios de inclusdo foram
selecionados humanos do género masculino, na faixa etaria de 20 e 30 anos e
saudaveis. Foram considerados saudaveis aqueles com auséncia de doencas por
meio de questionario aplicado. Apos coleta foi realizada contagem de leucdcitos
para verificar se estavam dentro da normalidade, caso contrario o sangue seria
descartado adequadamente. Foram excluidos aqueles de ndo concordarem em
assinar o TCLE. Inicialmente houve a abordagem pessoal, com uma explanacao
sucinta sobre a pesquisa, e em caso de interesse pela participacdo como voluntario,

uma explicagdo completa foi efetuada, concomitante com a leitura do “Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE). Somente depois de o voluntario
concordar com todos os termos, o TCLE foi assinado. Foi coletado material biol6gico
(sangue) de diferentes individuos, em varios experimentos independentes para
verificar a reprodutibilidade dos resultados. O material biolégico (sangue) foi utilizado
unicamente para essa pesquisa e foi descartado em lixo biolégico ao término do

estudo.

4.2.1.1 Isolamento dos monécitos:

O sangue foi coletado em tubos com EDTA e posteriormente submetido a
uma primeira centrifugacéo (1400g, 10min) para a separacao do plasma (Figura 12).
O sobrenadante foi descartado. O infranadante contendo as células do sangue foi

colocado em um tubo tipo falcon de 15mL, adicionado 0 mesmo volume de PBS em

temperatura ambiente e homogeneizado.

~ b
r,, ik

—

FIGURA 12 - Sangue ap0s centrifugagdo demonstrando células sanguineas separadas do plasma.
FOTOGRAFIA: A autora.

Em outros dois tubos falcon de 15mL foi adicionado 3mL de Ficoll Paque
Plus® em temperatura ambiente, sobre o qual foram adicionados cuidadosamente
8mL da mistura anterior (células e PBS), e esses dois tubos foram centrifugados a
4009 a 18°C por 40 minutos (Figura 13).
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FIGURA 13 - Formacdo da nuvem de linfécitos apds centrifugacdo. FOTOGRAFIAS: A autora.
FONTE: Bonatto, 2008.

Foi retirada a nuvem formada (linfécitos e mondcitos) e descartado o
restante. A nuvem foi colocada em um tubo falcon de 15mL e centrifugada a 1400g,
por 7 min. Foi descartado o sobrenadante (ficoll e PBS), e as células foram lavadas
com PBS. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 4mL de meio RPMI
(10% SFB+1% antibiético) e homogeneizado. Uma aliquota foi destinada para
contagem das células em camara de Neubauer (tripan blue e PBS), e
posteriormente adequado o nimero de células a fim de se obter 10° células por well

da placa de cultivo de 24 wells.

4.2.1.2 Complexacao dos 6leos

O dleo de figado de tubardo e o 6leo de peixe foram solubilizados em SFB
em camara de fluxo laminar na propor¢céao 1:10. ApOs preparadas as misturas, estas
permaneceram em um agitador tipo gangorra a 4°C por um periodo de 24 horas e

foram armazenadas em geladeira, envoltas em papel aluminio.
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4.3 Grupos experimentais

ApGs isolamento, as células mononucleares do sangue foram separadas em
12 grupos experimentais de acordo com as incubagdes realizadas em placa de

cultura (Tabela 5):

TABELA 5 — Composi¢do de cada grupo por well.

Grupo Célula RPMI  ConA SFB  Qt1(10*M) Qt3(10°M) OFT  OP
Cel X X
ConA X X X
SFB X X X
ConA+SFB X X X X
Qtl X X X X X
Qt3 X X X X X
OFT X X X X X
oP X X X X X
Qt1+OFT X X X X X X
Qt1+OP X X X X X X
Qt3+OFT X X X X X X
Qt3+0OP X X X X X X

Foram realizados cerca de 19 estudos-piloto para determinagcdo da
concentracdo de quimioterapico a ser utilizada no estudo, bem como para demais
ajustes metodologicos. Para a obtencdo dos dados de viabilidade/proliferacéo
celular foram realizados 4 experimentos independentes (n=2 em cada grupo), para
os dados de apoptose/necrose celular, 3 experimentos independentes (n=1 em cada
grupo) e para a deteccao de n-3 por HPLC, 3 experimentos independentes (n=1 com

cada grupo).
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A concentracdo de quimioterapico utilizada foi determinada em estudo piloto
no qual o produto Fauldfluor® (fluoruracila 50 mg/ml) foi diluido para concentracao
proxima aquela considerada o6tima no plasma de individuos sob tratamento
quimioterapico (QT3, equivalente a 103 M) e uma dose maior (QT1, equivalente a
10t M). Foi utilizado 50ug/ml do mitbgeno ConA, pois esse quimioterapico possui
melhor desempenho em células em divisao celular. O tempo de incubacdo com 6leo

e com o quimioterapico foi de 72 horas conforme determinado por estudo piloto.

4.4 Alamar Blue

As células foram plaqueadas (Figura 14) conforme os grupos ja citados. Ao
final foi adicionado o reagente Alamar Blue® 10% do volume total e a placa foi
levada a estufa. O Alamar Blue® é indicado para medir quantitativamente a
proliferacdo celular,ele € um indicador de crescimento colorimétrico relacionado a
atividade metabdlica das células viaveis. A medida que as células crescem a
atividade metabdlica resulta na reducdo quimica do Alamar Blue®. Um crescimento
continuo mantém um ambiente reduzido (vermelho) enquanto uma inibicdo do
crescimento mantém um ambiente oxidaddo (azul), viabilizando a leitura de

absorbéancia e leitor de microplaca.

N° células x 10*x 2 x 10> — Diluido 100x em PBS
L Diluido 2 vezes (tripan e PBS)

Céamara de Neubauer

FIGURA 14 - Calculo para contagem de linfécitos.

As células foram incubadas em placas de 24 wells (Figura 15), com 100uL

de solugao contendo células, sendo 2 wells por grupo.
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FIGURA 15 - Placa com 24 wells pronta com os 12 grupos. FOTOGRAFIA: A autora.

A placa permaneceu em estufa por 72 horas com o mesmo meio de cultivo e
sem reposi¢ao do Alamar Blue, sendo aferidas as leituras de absorbancia em leitor
de microplaca (Synergy HT multi-detection microplate readre®) no comprimento de
onda 570 e 600 em 24h, 48h e 72h. Os dados foram calculados conforme indicado

no datasheet do Alamar Blue®.

4.5 Proporcdo de células viaveis, apoptoticas e necroticas avaliadas por

citometria de fluxo

Apbs 72 horas em cultivo nas mesmas condi¢cdes e grupos descritos nos
itens anteriormente, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas e colocadas
em 1mL de tampéao de ligagdo (Composicédo 10x concentrado: 0,1M Hepes (ph 7,4),
1,4M NaCl, 256mM CacCl diluidos em agua MilliQ). Para usar, foi deixado em 1x
concentrado. Apés centrifugacdo adicionou-se 100 pL de tampao de ligacéo, 5uL de
FITC anexina V (BD Pharmigen FITC Annexin V ®) para marcar as células em
apoptose, deixado no escuro por 15 minutos, e adicionou-se mais 400uL do tampéo
de ligagdo. Em cada tubo foram adicionados 2,5 pL de iodeto de propideo (1mg/ml)
imediatamente antes da leitura em citdbmetro de fluxo (FACSCalibur®) para marcar

as células em necrose.
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4.6 Perfil lipidico e High performance Liquid Chromatography - HPLC

O perfil lipidico do sobrenadante do meio de cultivo dos 12 diferentes grupos
apos 72h foi determinado por HPLC. Extracdo dos lipidios dos sobrenadantes foi
efetuada de acordo com o método descrito por FOLCH et. al., 1957, adaptado.
Brevemente, o sobrenadante foi homogeneizado em 1,33ml de cloroférmio: metanol
(2:1 vlv). Ao sobrenadante resultante da homogeneizacdo adicionou-se 0,24ml de
metanol para precipitacdo de proteinas. As amostras depois de homogeneizadas,
foram centrifugadas durante 10min a 970g. A fase superior (hidrometandlica) foi
transferida para outro tubo de ensaio, adicionou-se 0,48ml de cloroférmio e 0,41ml
de &gua, para formacdo de emulsdo. Apdés a formacdo espontanea de sistema
bifasico, a cada amostra foi adicionado 1ml da solucdo de Folch (cloroférmio:
metanol: agua, 3:48:47 v/v) para eluicdo da fracdo hidrometandlica. Os extratos
lipidicos foram submetidos a secagem em fluxo de nitrogénio gasoso.

Apdbs secagem, os extratos lipidicos foram saponificados, processo pelo qual
sdo separados apenas os acidos graxos dos lipidios totais. A cada amostra foram
acrescentados 0,1ml de metanol e saponificadas com 2ml de solucédo alcalina em
metanol (hidréxido de s6dio 1M em metanol 90%) sendo entdo incubadas em banho-
maria a 37°C, sob agitacdo por 2h (NISHIYAMA-NARUKE et. al., 1998).

Apo6s incubacéo as amostras foram resfriadas em banho de gelo e a solucéo
alcalina foi acidificada até atingir pH 3.0 pela adicdo de acido cloridrico 1mol/L. Os
acidos graxos contidos nesta solucdo foram extraidos pela adicdo 1ml de hexano,
em trés repeticbes. A fracdo obtida das extracbes foi evaporada em fluxo de
nitrogénio gasoso. Apos secagem, amostras foram acondicionadas a -20° C, até a
derivatizacdo. Para a derivatizacdo os acidos graxos foram ressuspendidos em
acetonitrila e colocados na presenca de Bromometil-Metéxi-Coumarin (BMMC) (1
mg/mL), a 60° C por 15 minutos (ABUSHUFA et. al., 1994). Apé6s a incubacéo, e
adicdo de igual volume de acetonitrila em todas as amostras, as amostras foram
mantidas a 10°C até o momento da inje¢édo no HPLC.

Para a andlise dos &cidos graxos derivatizados foram realizadas inje¢cdes no
volume de 100 pL de cada amostra. Os acidos graxos foram injetados em
cromatografo liquido Varian Pré-Star 6.0® e separados em coluna de silica
C8(250mm de comprimento X4,5mm de diametro) de fase reversa, com particula

interna de 5 um e poro de saida de 100 A A eluicdo aconteceu com sistema de fase
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movel, composto de acetonitrila e agua, com gradiente inicial de 77:23 v:v e final
90:10 v:v. Uma vez eluidos, os acidos graxos foram detectados através de detector
de fluorescéncia, com excitacdo 325 nm e emissdo 398 nm. As concentracdes de

acidos graxos séo apresentadas como percentual do acidos graxos totais.

ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram apresentados como média * erro padrao da média e foram

submetidos a analise de variancia de uma via (One-Way ANOVA), seguido de pos-

teste de Tukey no programa Prisma 6, com nivel de significancia para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade Celular - Alamar Blue

Nos graficos a seguir serdo comparados 0s grupos tratados com seus

respectivos controles, como mostra a Tabela 6:

TABELA 6 - Grupos controles e seus respectivos tratados.

CONTROLES TRATADOS
Célula ConA
SFB
ConA+SFB Qt1
Qt3
OFT
OoP
Qtl Qt1+OFT
Qt1+0OP
Qt3 Qt3+OFT
Qt3+0P

De acordo com esta tabela, entre grupo tratado e controle ha apenas uma
diferenca. Por exemplo, entre os grupos Qt1+OFT e Qtl, a Unica diferenca é a

presenca ou nao de OFT na cultura.

Ao comparar alguns dos grupos considerados controles em diferentes
tempos de incubacdo (Figura 16) € possivel perceber diferenca da proliferacédo
celular do grupo ConA, que apresentou aumento de 38%, 24% e 29% comparado ao
seu controle (grupo Célula), em 24 horas, 48 horas e 72 horas, respectivamente
(p<0,05). Ap6s 24h de cultivo, o grupo ConA +SFB apresentou proliferacéo celular
menor que o grupo ConA (p<0,05), entretanto, em 48 horas e 72 horas ndo ha mais
diferenca significativa entre ConA e ConA+SFB. E possivel observar que associando
a ConA (que demonstrou aumentar a proliferacdo celular) ao SFB (que demonstrou
uma tendéncia a menor proliferacdo celular) prevalece o estimulo de aumentar a
proliferacdo celular em relacdo ao grupo Célula, sendo considerado suficiente

conforme o objetivo do estudo.
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FIGURA 16: Porcentagem de reducdo do Alamar Blue dos grupos controle: Célula, Concanavalina A
(ConA), Concanavalina A + Soro Fetal Bovino (ConA + SFB), e Soro fetal Bovino (SFB). a- p<0,05 em
relagdo ao respectivo grupo Célula; b- p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo ConA.

Ao comparar os grupos contendo quimioterapico (Qtl e Qt3) com o grupo
ConA + SFB (Figura 17), Qtl e Qt3 apresentam menor viabilidade/proliferacédo
celular em 24 horas, 48 horas e 72 horas (p<0,05). Em 24 horas no grupo Qtl havia
36% menos células vivas, enquanto no grupo Qt3 23% menos, jA em 48 horas Qtl
28% menos e Qt3 22%, e apds 72 horas no grupo Qtl havia 25% menos células e

no Qt3 24% menos que seu controle.
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FIGURA 17 - Porcentagem de reducdo do Alamar Blue dos grupos com quimioterapico:
Concanavalina A + Soro Fetal Bovino (ConA + SFB), Quimioterapia na concentragdo 10 (Qtl),
Quimioterapia na concentragéo 10 (Qt3). 2p<0,05 em relacéo ao respectivo grupo ConA+SFB.
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O grafico dos grupos contendo células + ConA+SFB + OFT ou OP (Figura
18), demonstra que OP promoveu aumento da proliferacdo celular em relacdo ao
grupo ConA+SFB apos 48 e 72h de cultivo (27% e 32%, respectivamente) (p<0,05).
OFT foi capaz de elevar a proliferacéo celular apés 48 e 72h de cultivo em relagéo
ao grupo ConA+SFB (13 e 11%, respectivamente), porém ndo de forma

estatisticamente significativa.
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FIGURA 18 — Porcentagem de reducdo do Alamar Blue dos grupos com oleo: Concanavalina A +
Soro Fetal Bovino (ConA+SFB), Oleo de figado de tubardo (OFT), ou Oleo de peixe (OP). 2 p<0,05
em relacdo em relagéo ao respectivo grupo ConA+SFB.

Quando OFT e OP sédo adicionados ao meio contendo quimioterapico na
concentracdo de 101 M (Figura 19) é possivel observar que o grupo Qtl + OFT em
relacdo ao grupo Qtl (controle), apresentou 54%, 42% e 35% a mais de
viabilidade/proliferacdo celular em 24 horas, 48 horas e 72 horas respectivamente
(p<0,05). O grupo Qtl1 + OP apresentou incremento da viabilidade/proliferacao ainda
maior de 64%, 69% e 74% em 24 horas, 48 horas e 72 horas, respectivamente em
relacdo ao grupo Qtl (p<0,05). Além disso, apos 72h de cultivo o grupo Qtl1 + OP
apresentou maior viabilidade/proliferacao celular do que o grupo Qtl+ OFT (28%,
p<0,05).
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FIGURA 19 — Porcentagem de reducdo do Alamar Blue dos grupos com Qtl+oleos: Quimioterapia
10-1 (Qt1), Quimioterapia 10-! + Oleo de figado de tubardo (Qtl + OFT), e Quimioterapia 10-! + Oleo
de peixe (Qt1+OP). 2p<0,05 em relacdo em relacéo ao respectivo grupo Qtl; ? p<0,05 em relacdo ao
respectivo grupo Qtl + OFT.

O Grupo OQt3+OFT (Figura 20), apresentou 38% e 45% maior
viabilidade/proliferacdo celular em relacdo ao grupo Qt3 (controle), em 24 e 72
horas, respectivamente. Valores maiores de viabilidade/proliferagdo celular foram
obtidos na presenca de OP no meio de cultura (grupo Qt3+OP) em relacdo ao

controle (52%, 64% e 68% apos 24, 48 e 72 horas) (p,0,05).
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FIGURA 20 — Porcentagem de reducdo do Alamar Blue dos grupos com Qt3+06leos: Quimioterapia
10-1 (Qt1), Quimioterapia 10-2 + Oleo de figado de tubardo (Qt3 + OFT), e Quimioterapia 10-3 + Oleo
de peixe (Qt3+OP). 2p<0,05 em relagdo em relacdo ao respectivo grupo Qt3;
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5.2 Proporcdao células viaveis, apoptoticas, necroéticas por citometria de fluxo

Na tabela a seguir estdo os dados percentuais referentes a células viaveis,
apoptose, necrose, apoptose tardia dos linfécitos avaliados por citometria de fluxo
(Tabela 7).

TABELA 7 — Grupos avaliados por citometria de fluxo e seus respectivos percentuais de células
viaveis, apoptéticas, necréticas e apoptoticas tardias.

ConA+SFB, grupo em que as células receberam ConA e SFB in vitro; QT1, grupo em que as células
receberam Qtl in vitro; QT3, grupo em que as células receberam Qt3 in vitro; OFT, grupo em que as
células receberam OFT in vitro; OP, grupo em que as células receberam OP in vitro; Qt1+OFT, grupo
em que as células receberam Qtl e OFT in vitro; Qt1 + OP, grupo em que as células receberam Qtl e
OP in vitro; Qt3+OFT, grupo em que as células receberam Qt3 e OFT in vitro; Qt3+OP, grupo em que
as células receberam Qt3 e OP in vitro. a p<0,05 vs conA+SFB, b p<0,05 vs QT1, ¢ p<0,05 vs QT3.

GRUPOS
ConA+SFB QT1 QT3 OFT OP QT1+OFT QT1+OP QT3+OFT QT3+OP
Viaveis 12,9+2,7 4,9+2.3 5,8+0,6 7,6+£2,0 9,8+0,1 3,9+1,3 4,8+0,03 9,0+1,3 12,4+0,8¢
Apoptose 40,8+2,5 19,4+3,72 33,7+2,3 39,6+2,2> 37,4+3,0° 39,218,8 37,04£9,5 40,5+6,1 34,0+6,4
Necrose 2,6+0,9 6,5+2,4 1,5+0,3> 0,5+0,03* 1,5+0,2° 0,9+0,2b 0,3+0,1° 1,2+0,3 1,9+0,4
Apoptose 43,7+6,2 69,2+4,7 58,9+1,9 52,2+3,3 51,3+7,3 52,4+6,8 57,0£6,4 48,9+11,6 51,2+7,6
tardia

A analise por citometria de fluxo da porcentagem de células viaveis,
apoptéticas e necrdticas é apresentada na Tabela 7. O grupo QT1 apresentou
reducdo da quantidade de células viaveis de cerca de 2,6 vezes em relacdo ao
grupo controle (conA+SFB), enquanto o grupo QT3 apresentou reducdo de 2,2
vezes. A associacdo dos oleos (grupos QT1+OFT e QT1+OP) néo foi capaz de
reverter a reducdo de células viaveis promovida pelo quimioterapico na maior
concentragcdo (QT1). Quando a menor concentragdo de quimioterapico foi utilizada
na presenca de OP (grupo QT3+OP), foi possivel observar aumento da porcentagem
de células viaveis em relagcdo ao grupo QT3 (p<0,05), e quando foi utilizada na

presenca de OFT (grupo QT3+OFT), foi possivel observar aumento da porcentagem
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de células viaveis em relacdo ao grupo QT3, porém sem diferenca estatistica.
Células tratadas com OFT ou OP (grupos OFT e OP) apresentaram porcentagem de
células viaveis que nao foi maior que o grupo controle (conA+SFB).

Em relacdo a porcentagem de células apoptéticas € possivel notar que o
qguimioterapico na maior concentracdo (grupo QT1) promoveu menos apoptose do
gue nos grupos conA+SFB (reducéo de ~2 vezes), QT3 (1,7 vezes), OFT (2 vezes),
OP (1,9 vezes), QT1+OFT (2 vezes) e QT1+OP (1,9 vezes) (p<0,05), sendo que
guando o OFT e OP foram adicionados a Qtl1 o percentual de apoptose manteve-se
similar ao grupo ConA+SFB. No entanto, QT1 apresentou a maior porcentagem de
necrose (4 vezes maior que a observada para o grupo QT3; 13 vezes maior que
OFT; 4 vezes maior que OP; 7 vezes maior que QT1+OFT; e 22 vezes maior que
QT1+0P; p<0,05).

A apoptose tardia, detectada através da marcacdo simultdnea com anexina
e iodeto de propideo, foi maior no grupo QT1 em relacdo a todos os demais grupos,

apesar da auséncia de significancia estatistica nas comparacoes.

5.3 Perfil lipidico obtido por HPLC

TABELA 8 — Percentual de acidos graxos obtidos do sobrenadante da cultura de células
mononucleares apés 72h.

OFT, grupo em que as células receberam OFT in vitro; OP, grupo em que as células receberam OP in
vitro; Qt1+OFT, grupo em que as células receberam Qtl e OFT in vitro; Qtl + OP, grupo em gque as
células receberam Qtl e OP in vitro; Qt3+OFT, grupo em que as células receberam Qt3 e OFT in
vitro; Qt3+0OP, grupo em que as células receberam Qt3 e OP in vitro; SFB, grupo em que as células
receberam SFB in vitro; OFT complexado, grupo sem células, apenas o OFT complexado in vitro; OP
comple, grupo sem células, apenas o OP complexado in vitro. a p<0,05 vs OFT

GRUPOS
ACIDOS OFT OoP QT1+OFT  QT1+OP  QT3+OFT QT3+OP SFB OFT OP
GRAXOS COMPL. COMPL.
%
EPA N.D. 22,2+0,3 N.D. 7,4+0,0 N.D. 9,7+0,5 N.D. N.D. 20,046,5
(20:5 n-3)
DHA 2,2¢0,7 13,9¢+1,52 52412 5,540,0 2,9+0,7 5,740,1 N.D. 4,1+0,1  13,443,1

(22:6 n-3)
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O sobrenadante da cultura dos grupos OP e OP complexado com SFB
apresentaram porcentagem de EPA e DHA similares, que reduziram quando
quimioterapico estava presente (grupos QT1+OP e QT3+OP; reducdo de
aproximadamente 2,5 vezes).

Os grupos OFT complexado com SFB, OFT, QT1+OFT e QT3+OFT nao
tiveram EPA detectado. No grupo OFT complexado com SFB e no grupo OFT a
porcentagem de DHA foi de 4 a 6 vezes menor que a encontrada nos grupos OP e
OP complexado com SFB.

A identificacdo e quantificacdo dos &acidos graxos EPA e DHA do
sobrenadante do grupo SFB foi importante para mostrar a auséncia destes
compostos no grupo controle, sendo assim, esses AGPI foram provenientes dos
Oleos.
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6 DISCUSSAO

Alquilglicerdis e acidos graxos n-3 sdo capazes de alterar a sinalizacao
intracelular e, além disso, atuam como moléculas imunomoduladoras. Alguns
estudos mostram que a suplementacdo com Oleo de figado de tubardo, principal
fonte natural de alquilglicerdis, ou com 6leo de peixe, rico em acidos graxos n-3, é
capaz de modular a funcionalidade de células do sistema imune, melhorando sua
resposta. Este efeito € de suma importancia em individuos submetidos a tratamento
guimioterapico, e conhecer os mecanismos pelos quais estes lipidios atuam sobre
células mononucleares, mais especificamente sobre linfécitos, foi o intuito deste
trabalho.

O mitégeno utilizado foi a concanavalina A (ConA), lecitina que em cultura
celular tem capacidade de induzir atividade mitogénica dos linfocitos T (SIGMA,
2012). Essa atividade mitogénica foi verificada por Jeurink et. al. (2008), os quais
realizaram estudo com objetivo de estabelecer o estimulo policlonal mais adequado
em experiéncias com células mononucleares de sangue periférico humano,
avaliando a viabilidade e proliferacdo celular. Concluiu-se que a proliferacdo de
células T em culturas de sangue periférico humano a longo prazo deveria incluir anti-
CD3, anti-CD8 ou ConA como controle positivo. ConA ativa linfécitos B em repouso,
mas apenas estimula as células a entrar no ciclo celular, ndo ocorrendo divisdo
(HAWRYLOWICZ & KLAUS, 1984). Ja em linfocitos T, ConA atua diretamente nos
receptores onde ocorre reconhecimento de antigeno (PALACIOS, 1982;
BRETSCHER, 1999).

No presente estudo foi utilizado mitégeno pois os efeitos do quimioterapico
sdo mais marcantes em células em divisédo celular (FAUDFLUOR, 2017). Em nosso
estudo foram utilizadas as células mononucleares de sangue periférico de humanos
saudaveis estimuladas por ConA. O mesmo protocolo foi empregado por Pinzon
(2015), que utilizou linfécitos de pessoas saudaveis e ConA, bem como Alamar Blue
(PINZON et. al., 2015), indicador metabdlico também utilizado no presente trabalho.

O SFB foi utilizado para complexacéo tanto do OFT como do OP. Para néo
receberem o SFB apenas os grupos em que um dos 6leos foi adicionado, os demais
grupos receberam o SFB na mesma proporgao.

SFB € um suplemento amplamente utilizado para meios de cultura de

células por causa do alto teor de fatores de promocédo de crescimento. Quando é
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utilizado em quantidades adequadas fornece componentes que satisfazem requisitos
metabdlicos especificos para cultura de células (SIGMA, 2017).

No presente estudo as células do grupo SFB apresentaram a mesma
viabilidade que o grupo Célula. Por outro lado, o mitégeno ConA utilizado cumpriu
sua funcao, estimulando eficazmente a proliferacéo linfocitaria do grupo ConA em
relacdo ao grupo Célula (p<0,05). Quando se associou ConA e SFB (grupo
ConA+SFB) foi possivel perceber que a proliferacdo celular foi menor que a
encontrada para o grupo ConA em 24h, no entanto apdés 48h e 72h de cultivo, a
proliferacdo do grupo ConA+SFB tornou-se progressivamente maior em relacéo ao
grupo Célula (6% e 10%, respectivamente) (Figura 16), de modo que foi considerado
estimulo suficiente para o estudo. E possivel que a proliferacdo menor observada no
grupo ConA+SFB em relacdo ao grupo ConA seja pelo fato de que as proteinas
presentes no SFB (3,5 a 5,59/100mL conforme assessoria cientifica da empresa
Thermo Fisher) possam ter sequestrado moléculas de ConA, disponibilizando menos
mitbgeno para as células.

Outro composto utilizado associado aos linfécitos foi a fluoruracila,
guimioterapico que provoca diminui¢cdo da quantidade de células brancas no sangue
de individuos em tratamento contra o cancer. Essa diminuicdo de células brancas
provocada por fluoruracil foi mostrada, dentre outros autores, por Garg et. al.,
(2012), que avaliou 73 pacientes com cancer colorretal tratados com fluoruracila
associado ao leucovorin, e verificou leucopenia em 46% deles. De fato, fluoruracila é
um quimioterdpico utilizado em associacdo com muitos outros para o tratamento de
diversos tipos de neoplasias malignas, e este fato estimulou a utilizacdo de
fluoruracil neste trabalho.

Partindo dessa queda na quantidade de leucdcitos, fluoruracila foi utilizado in
vitro como ferramenta para se criar ambiente desafiador para as células
mononucleares e, consequentemente, ser possivel a avaliacdo dos efeitos do OFT e
OP.

A dose de fluoruracila inicialmente escolhida para os testes in vitro foi de 103
M, que corresponde aproximadamente a concentragdo do composto no plasma de
um individuo em tratamento quimioterapico. Também foi selecionada uma dose mais
concentrada (10*M), com o objetivo de aumentar o desafio sobre as células em

cultura, e comparar resultados obtidos com os 2 6leos sob investigacéo.
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Foi observado que o quimioterapico na maior dose (10'M, grupo QT1) foi
capaz de reduzir de forma mais eficiente a viabilidade dos linfécitos que o
quimioterapico em menor dose (10-3M, grupo QT3), especialmente nas primeiras 24h
de cultivo (Figura 17). Sao poucos os estudos na literatura que avaliam efeito da
fluoruracila em linfécitos saudaveis. Eisenthal et. al.,, (2008) avaliou efeito de
fluorouracil em células mononucleares de sangue periférico humano (voluntarios
saudaveis) ativadas por mitégeno in vitro, e observou que o quimioterapico na dose
de 2,5x10°M provocou aumento no percentual de células na fase S do ciclo celular,
condizente com a replicacdo do DNA. Em outro estudo (TOHYAMA et. al., 2013),
dose mais elevada provocou aumento significativo no percentual de células mortas e
suprimiu a proliferacdo de células mononucleares de sangue periférico humano
ativadas por mitdgeno. Fica claro que o efeito de levar a reducdo do numero de
células vivas do quimioterapico fluoruracila é dependente da concentracéo utilizada,
e que as concentracfes eleitas para este estudo (10M e 103M) estavam
adequadas para que o0 quimioterapico pudesse atuar como ferramenta de inducéo
de “leucopenia in vitro”.

Quando OFT ou OP foram adicionados ao cultivo de células, na auséncia de
guimioterapico (Figura 18), foi possivel notar o efeito estimulador da proliferacdo
linfocitaria do OP em comparacdo com 0 grupo controle, especialmente apds 48 e
72h (p<0,05). Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre o grupo
ConA+SFB e o grupo OFT, é possivel observar tendéncia a maior proliferacéo
celular no grupo OFT em 48 e 72h. Entretanto, nas Figuras 19 e 20, que mostram
efeito dos 6leos na presenca do fluoruracil, OFT foi habil em se contrapor a acédo do
quimioterapico sobre os linfécitos, na menor e maior concentragdo, sendo possivel
observar maior viabilidade celular em todos os tempos avaliados (p<0,05). O efeito
protetor promovido pelo OP foi ainda mais evidente.

OFT é um nutracéutico conhecido por seus beneficios no sistema imunitario.
Estes beneficios foram recentemente demonstrados por Palmieri et. al. (2014), que
avaliaram 40 pacientes idosos tratados em pré-operatério com 500mg de ALQ, 2
vezes ao dia, durante 4 semanas. Os pacientes suplementados obtiveram aumento
na quantidade de leucdcitos, linfocitos, 1gG, IgA e IgM, além de aumentada protecéo
contra agentes infecciosos e capacidade de reparacdo de feridas. Houve também
diminuicdo da PCR (proteina C reativa), evidenciando efeito anti-inflamatorio, além

de menor taxa de complicagbes pos-operatdrias em comparagdo aos pacientes sem
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suplementacdo. Beneficios em camundongos portadores de tumor suplementados
com OFT intraperitoneal com doses de 50 a 0,5mg/kg/dia, foram mudancas no
padrdo de citocinas de células mononucleares esplénicas para Thl, ocorrendo
aumento de IFN-Y e linfécitos TCD8+, resultando em imunidade celular aumentada
(HAJIMORADI et. al., 2009). O aumento na producéao de citocinas do tipo Thl como
IFN-y, TNF-a e IL-2 por células mononucleares de sangue periférico foram
encontrados em humanos submetidos a ingestao de altas doses de OFT diariamente
durante 4 semanas, concluindo que altas doses de OFT podem ser benéficas em
infeccbes (LEWKOWICZ et. al., 2005). Essa acdo nas células pode ocorrer pela
natureza predominantemente hidrofébica dos éteres lipidicos presentes no OFT
possibilitando que estes sejam incorporadas nas membranas plasmaticas das
células, nos lipid rafts (HECZKOVA & SLOTTE, 2006). Essas jangadas lipidicas s&o
identificadas por seus constituintes exclusivos como colesterol, esfingolipidios e
fosfolipidios e tém papel importante na modulacdo e integracdo da sinalizacéo
celular (MA et. al., 2004), podendo assim, alterar as propriedades celulares por
propiciar a formag&o de moléculas bioativas (HECZKOVA & SLOTTE, 2006).

Eteres lipidicos incorporados na membrana plasmatica da célula na forma de
fosfolipidios éteres atuam como substratos e levam a formacdo de segundos
mensageiros com ligacéo éter, interferindo na atividade enzimatica, como é o caso
da PKC, a qual esta relacionada a proliferacdo e diferenciacao celular, podendo
interferir positivamente nas proteinas de membrana importantes para ativacdo de
linfécitos (HEYMANS et. al., 1987; MARIGNY et. al., 2002; PUGLIESE et. al., 1998).
A ativacdo dos linfocitos T ocorre por meio dos imunoreceptores de tirosina
chamados de ITAMs, localizados no complexo protéico de membrana CD3 e em
cadeias de proteinas do receptor de célula T. Para a ativacdo sdo necessarias
proteinas como a tirosina quinase, que fica retida nas jangadas lipidicas, enquanto
outras como a fosfolipase C séo translocadas para as jangadas apos estimulagéo do
receptor de linfocito T (CALDER, 2007; WEISS & CAMBIER, 2004).

Suplbe-se ainda que os éteres lipidicos induzam um influxo de Ca** pela
abertura de canais de Ca** aumentando sua concentracao intracelular, induzindo a
despolarizacdo da membrana plasmética (PEDRONO et. al., 2004). Esse aumento
de Ca** intracelular foi demonstrado em ratos Wistar, em que os éteres lipidicos
inibiram a atividade da enzima Ca**ATPase em leucocitos (sendo 80% linfocitos)
(GROSSMAN, 2001).
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Fica claro que o OFT, rico em ALQ, apresenta efeito imunoestimulador.
Apesar de ndo haver na literatura estudos sobre o efeito do OFT em células
submetidas a contato com quimioterapico in vitro, os resultados observados no
presente estudo pelo método do Alamar Blue® (Figuras 19 e 20) sugerem que 0
efeito imunoestimulador do OFT permanece neste cenario. Este efeito do OFT
observado in vitro sobre linfécitos na presenca de quimioterapico vem de encontro
com resultados obtidos por Brohult et. al. (BROHULT et al, 1970; BROHULT et. al.,
1979, BROHULT et. al, 1986), que mostraram in vivo a capacidade da
suplementacdo com OFT de reduzir leucopenia em pacientes portadoras de tumor
de colo de utero em tratamento contra o cancer.

Em relacdo ao OP, sabe-se que em geral EPA e DHA juntos representam
cerca de 30% dos &cidos graxos presentes no 6leo (CALDER, 2013). H& varios
estudos que mostram, ao contrario do que foi demonstrado neste trabalho por meio
do método utilizando AlamarBlue®, efeito de reducdo do numero de células de
defesa apds suplementacdo com OP. Thies et. al.,, (2001) verificaram que, ao
suplementar individuos saudaveis com idade entre 55 e 75 anos com 1 g/dia de OP
(720mg EPA + 280mg DHA), por 12 semanas, e estimular in vitro as células
mononucleares do sangue periférico com mitégeno, houve reducdo da proliferacéo
de linfécitos T em cerca de 65% em relacdo ao controle. Outros estudos mostram
que os AG n-3 podem interferir na producéo de citocinas por linfocitos, como por
exemplo, diminuindo a producédo de IL-2. Tal efeito estd associado com inibicdo da
proliferacéo linfocitaria (CALDER & NEWSHOLME, 1992; FERNANDES et. al., 1996;
PURASIRI et. al., 1997). O efeito supressor pode ocorrer devido ao deslocamento do
receptor de IL-2 causado por EPA e DHA nas jangadas lipidicas, sendo que essa
citocina é extremamente importante para a proliferacédo de linfécitos T (MARTINS et.
al., 2007).

Em linfécitos T CD4+ de camundongos, os AG n-3 suprimiram a
diferenciacéo celular de Th17, reduzindo a capacidade de resposta das membranas
para IL-6, uma citocina polarizante essencial (ALLEN et. al., 2014).

Outro estudo relacionado a IL-6 e Th17 foi realizado por Monk et. al., (2013),
gue avaliaram células T CD4+ de camundongos alimentados com dieta adequada
em todos os nutrientes, contendo 2% de oleo de milho e 1% de 6leo de peixe (0,5%
EPA e 0,5% DHA), e observaram diminuicdo no percentual de células T CD4+ e IL-
17.
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A acdo dos componentes desse 6leo, assim como os éteres lipidicos, ocorre,
pelo menos em parte, pela capacidade de se inserirem na membrana plasmatica da
célula. Elevando a concentragédo de n-3 nos fosfolipidios, ha redugéo proporcional da
concentracéo de acido araquidénico, mais especificamente nas jangadas lipidicas de
células de defesa, desordenando as jangadas com suas caudas longas e flexiveis,
alterando assim a composi¢cdo das membranas plasmaticas e propriedades fisicas
como sua fluidez. A funcdo das proteinas presentes também é modificada, a
transducdo de sinal através de segundos mensageiros, o tipo de eicosandide
produzido, a expressdo génica, e conseguentemente as respostas celulares,
interferindo na interacao de fatores de crescimento, citocinas e hormonios com seus
receptores, influenciando na funcéo imunitaria (BERQUIM et. al., 2008; CALDER,
2007; CALDER, 2013; MA et. al., 2004). Essas jangadas lipidicas sdo enriquecidas
na sinapse imunoldgica, regido do contato entre as células T e células
apresentadoras de antigenos (FRIELD et. al., 2005). Em células T reguladoras e
efetoras CD4+, AG n-3 exerceram efeitos imunossupressores, por meio da alteracao
biofisica e bioquimica nas jangadas lipidicas da membrana plasmética e na
biossintese de novo fosfolipidio (SHAIKH et. al., 2012). Nessas mesmas células, as
jangadas estdo presentes em grandes quantidades, além de muitas proteinas
envolvidas na sinalizacdo destas células como proteinas tirosina-quinases.

Porém, estudos com a suplementacdo de Oleo de peixe mostram efeitos
variaveis sobre células do sistema imunitario, possivelmente devido a aplicacdo de
doses/concentracbes heterogéneas (TIERNEY et. al.,, 2011; XIN et. al.,, 2012;
RANGEL et. al.,, 2012). Amarasekera et. al. (2014), ao analisar o epigenoma dos
locais de metilagdo do DNA de células TCD4 de neonatos afetados pela
suplementacdo materna com OP, os testes de metilagdo e as quantidades de EPA e
DHA nas células, observaram grande influéncia da dose/concentracédo utilizada.

Dietas ricas em Omega 3 em geral estdo associadas a diminuicdo no
percentual de linfécitos T e B, em contrapartida alguns autores verificam o oposto,
que tais dietas aumentam a resposta proliferativa de linfécitos T apds a exposicéo de
mitdgenos. Apesar desse efeito inibidor da proliferacdo, pequenas quantidades dos
AG sdo essenciais para a proliferacdo, sendo a sintese de DNA estimulada por
baixas concentracdes de AG e inibida por altas concentragcdes dos mesmos (CURI-A
et. al.,, 2002; ROBINSON & FIELD, 1998; FERNANDES et. al., 1994; SPIEKER &
POLET, 1981; KELLY & PARKER, 1979; KARSTEN et. al., 1994).
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Estudos envolvendo quimioterapico e OP frequentemente avaliam o
comportamento das células tumorais, e ndo de células do sistema imunitario. No
estudo de Xue et. al., (2009), foram avaliados linfécitos do sangue periférico, assim
como no presente estudo, porém de ratos portadores de tumor que receberam o
quimioterapico fluoruracila e Iritotecano. Foi realizada contagem de leucocitos antes
e apos o 13° dia da ultima quimioterapia, sendo observado que no grupo controle
houve aumento na concentracdo de neutréfilos e uma diminuicdo dos linfocitos, e
que no grupo que recebeu o AGPI n-3 (0,88% da dieta), essas alteracdes foram
parcialmente ou totalmente corrigidas, normalizando a contagem leucocitaria. Dados
similares foram observados por Fukatsu et. al. (2008), porém, em camundongos
saudaveis. O grupo controle recebeu infuséo continua de 10mg/kg de fluorouracil
por 5 dias e o grupo tratado, além dessa mesma infusdo também recebeu 10mg/kg
de emulsdo com 10% de OP. Os linfécitos GALT foram isolados, os quais
demonstraram que o grupo controle apresentou uma menor quantidade de linfocitos,
sendo que no grupo tratado essa quantidade de linfécitos foi restaurada, ou seja, a
infusdo de OP juntamente com a fluoruracila preservou o numero de linfécitos. Em
pacientes com cancer recebendo quimioterapia (fluoruracila associado a outra
droga) ndo suplementados e suplementados com 2g/dia de OP por 8 semanas, a
avaliacdo do numero de neutrdfilos no final dessas 8 semanas mostrou que o grupo
nado suplementado obteve queda na quantidade de neutrdfilos, e que contrariamente,
0 grupo suplementado com OP obteve aumento na quantidade dessas células
(BONATTO, 2008). Apesar deste estudo de Bonatto (2008) ter sido realizado com
neutroéfilos, e ndo com linfocitos, o resultado evidencia capacidade de estimulagéo
do sistema imune pelo OP.

No presente estudo, o grupo OP apresentou proliferacdo linfocitaria
significativamente maior em 48 e 72 horas em comparagcdo com O Seu controle
(ConA+SFB) (Figura 19), e também foi capaz de promover aumento da viabilidade
mesmo na presenca de quimioterapico (Figuras 19 e 20). E provavel que este
resultado seja devido a concentracdo do 6leo utilizado e até mesmo ao tempo de
exposicdo. Calder (2009) afirma que a incorporacdo de EPA e DHA em células
imunes humanas in vivo atinge seu pico dentro de 4 semanas apés 0 inicio da
ingestao dietética de uma maneira dose dependente (CALDER-B, 2009). Apesar de
nosso estudo ter sido in vitro, é possivel que o tempo de contato de no maximo 72h

das células com OP tenha sido curto demais para que a incorporacdo dos AG n-3
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fosse possivel, predominando efeito independente da incorporacdo em membrana.
AGPI n-3 podem atuar em receptores de membrana, como na reducdo do processo
inflamatdrio, por inibir a fosforilacdo do complexo fator nuclear NFkB. Essa inibi¢céo
ocorre devido a interacdo com receptores acoplados a proteina G-GPR120 e
aumento da expressdo de PPAR-Y e PPAR-a (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Y e a) (CALDER, 2012).

De fato, ao se analisar a porcentagem de EPA e DHA obtida por HPLC no
sobrenadante do cultivo celular apos 72h (Tabela 8), € possivel observar que a
porcentagem de EPA e DHA do complexo OP-SFB e do sobrenadante da cultura
apos 72h do grupo OP é bastante similar, sugerindo que o efeito proliferativo
encontrado para o grupo (Figura 18) possa ser independente da incorporacdo em
membrana celular. Por outro lado, os grupos QT1+OP e QT3+OP apresentaram
reducdo da porcentagem de EPA e DHA no sobrenadante da cultura apés 72h em
relacdo a porcentagem encontrada no complexo OP-SFB, sugerindo possivel
incorporacgéo destes acidos graxos na membrana das células cultivadas. E possivel
que a diminuicdo da porcentagem de EPA e DHA no sobrenadante da cultura dos
grupos QT1+OP e QT3+OP esteja relacionada com o efeito quimioprotetor do OP
sobre as células ap6s 72h na presenca do quimioterapico, o que foi evidenciado pelo
aumento de viabilidade das células nas Figuras 19 e 20. A identificacdo e
quantificacdo de EPA e DHA das células apés 72h de cultivo, além do sobrenadante,
forneceriam mais informacdes a esse respeito, e podem ser realizadas em ensaios
futuros.

E preciso ressaltar que o OFT, além de possuir alquilgliceréis em sua
composicdo, também apresenta acidos graxos n-3, porém em menor concentracao
gue o OP. Segundo lagher et al (2013), OP apresenta aproximadamente o dobro de
EPA+DHA que OFT. Na Tabela 8, OFT complexado com SFB apresentou em
analise por HPLC cerca de 4% de DHA e EPA nao foi detectado, o que representa
bem menos da metade de EPA+DHA encontrado no OP complexado com SFB. E
preciso levar em conta que as capsulas de OFT utilizadas no presente estudo,
apesar de serem da mesma marca que os utilizados no estudo anterior desenvolvido
por lagher et al, pertencem a lotes diferentes. Sabe-se que a composi¢ao dos 6leos
obtidos de peixes sofre alteracées em sua composi¢cao dependendo de fatores tais
como a alimentag&o do animal, clima, local de obtengéo dos animais, dentre outros
(ROSE & CONNOLLY, 1999).
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Apesar da pequena concentracdo de DHA encontrada tanto no OFT
complexado com SFB quanto no sobrenadante da cultura dos grupos OFT,
QT1+OFT e QT3+OFT (Tabela 8), ndo pode ser descartado que o efeito de
estimulacdo da proliferacdo linfocitdria promovido pelo OFT e observado pelo
meétodo utilizando Alamar Blue® (Figuras 18, 19 e 20) seja também devido a
presenca de acido graxo n-3. A identificacdo e quantificacdo de alquilglicerdis por
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa do sobrenadante da
cultura dos diferentes grupos, bem como das células apos 72h de cultivo,
certamente seriam Uteis na interpretacéo dos resultados e na avaliacao do papel dos
AKG nos efeitos observados nos grupos contendo OFT.

Considerando que os dados obtidos com AlamarBlue® mostram a
capacidade proliferativa/viabilidade celular e s&o incapazes de revelar a proporgéo
de apoptose e necrose das células cultivadas, foram realizados ensaios de
citometria de fluxo.

Na Tabela 7 é possivel observar que o quimioterapico fluoruracila (grupos
QT1 e QT3) reduziu o numero de células vidveis em relacdo ao grupo controle
(ConA+SFB). Estes dados vao de encontro com o que foi demonstrado na Figura 17.
Particularmente no grupo QT1, em que maior concentracdo de quimioterapico foi
utilizada, a morte celular por necrose e a quantidade de células em apoptose tardia
(marcadas tanto por Anexina V quanto por iodeto de propideo) foi elevada.

A apoptose € considerada um processo controlado de desmontagem celular
autbnoma que evita provocar inflamacg6es devido ao seu desfecho anti-inflamatorio
mediado por caspases. Nesse processo ocorre a exposicdo de moléculas de
fosfatidilserina na monocamada externa da membrana plasmatica de células em
apoptose, atuando como um marcador molecular para identificacdo dessas células
(FINK & COOKSON, 2005; MOREIRA & BARCINSKI, 2004). Em nosso estudo
fosfatidilserina foi marcada pela Anexina V. J& a necrose, a qual foi marcada por
lodeto de propideo, & considerada uma morte celular acidental, resultante de
perturbacdes ambientais com liberacdo descontrolada de conteudo inflamatério
celular (FINK & COOKSON, 2005). A maior porcentagem de necrose, bem como a
menor porcentagem de apoptose observada em QT1 (quimioterapico mais
concentrado) em relacdo a QT3 (menos concentrado) eram resultados esperados, e

confirmam a agressividade da fluoruracila sobre células de defesa.
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OP e OFT quando associados ao quimioterapico mais concentrado (grupos
QT1+OFT e QT1+0OP) foram capazes de reduzir a porcentagem de necrose das
células em relacdo ao grupo QT1, e manter a porcentagem de apoptose semelhante
a encontrada nos grupos que receberam apenas 6leo (grupos OFT e OP). No
entanto, os grupos QT1+OFT e QT1+OP nao apresentaram diferenca na
porcentagem de células viaveis em relacdo ao grupo QT1. Este resultado contrasta
com o que foi obtido pelo método do Alamar Blue® em que a viabilidade das células
dos grupos QT1+OFT e QT1+OP foi maior que a obtida no grupo QT1. E preciso
considerar que a viabilidade celular registrada por citometria de fluxo revela um
estado estatico (uma “fotografia”) da porcentagem de células viaveis, apoptoéticas e
necréticas apos 72h de cultivo, enquanto que a porcentagem de reducdo do Alamar
Blue® reflete atividade celular acumulada durante 72h. Esta explicacdo poderia
também justificar as diferencas nas porcentagens de viabilidade celular obtidas por
citometria e por Alamar Blue® para os grupos OFT e OP em relacdo ao grupo
conA+SFB. Outro fator a ser observado e que pode explicar parcialmente os
resultados aparentemente discrepantes de viabilidade celular mostrados pelos
ensaios com Alamar Blue® e por citometria, é a possivel falta de nutrientes para
permitir a viabilidade das células apds 72 horas de cultivo.

Quando a menor concentracdo de quimioterapico foi utilizada na presenca
de OFT ou OP (grupos QT3+OFT e QT3+0OP) observa-se maior viabilidade celular
apos 72h de cultivo em relacdo ao grupo QT3 (1,6 e 2,1 vezes, respectivamente).
Considerando que esta concentracdo de quimioterapico corresponde a encontrada
no plasma de individuos em tratamento quimioterapico com fluoruracil, a capacidade
do OFT e OP de manter a viabilidade celular por mais tempo, mesmo que in vitro,
sugere importante papel quimioprotetor que poderia ser oferecido com a
suplementacdo destes 6leos em individuos sob tratamento contra o cancer. Como
citado anteriormente, esta informagdo esta de acordo com o0s primeiros estudos
desenvolvidos por Brohult et al (BROHULT et. al.,, 1970; BROHULT et. al., 1979,
BROHULT et. al., 1986), que observou o mesmo efeito in vivo do OFT. Em relacéo
ao OP, este efeito quimioprotetor foi demonstrado in vivo por BONATTO, 2008, no
entanto com neutréfilos plasmaticos. Certamente mais estudos in vitro e in vivo
poderdo contribuir para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos, a

compreensao do papel dos AG n-3 e de ALQ neste processo, bem como para a
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avaliacdo de que concentracdo destes compostos seria necessaria para obtencao
da quimioprotecéo.

Apés esses dados relatados poderia ser indagado se o aumento de
viabilidade de linfocitos de individuos saudaveis promovido pelos 6leos aqui
estudados também ocorreria em células tumorais. A literatura € vasta em mostrar
gue em células tumorais, principalmente AGPI n-3 sdo habeis em promover morte
celular.

Scheinichen et. al. (2003) relataram aumento de espécies reativas de
oxigénio em células leucémicas cultivadas por 48 e 72h na presenca de AGPI n-3, o
gue nao foi observado em linfocitos de humanos saudaveis cultivados nas mesmas
condi¢gbes. Chen & Istfan (2000), apresentaram resultados semelhantes ao verificar
in vitro aumento de reticulagdo do DNA e apoptose em linfocitos leucémicos
promovidos por acido graxo n-3 e preservacgao da viabilidade de linfocitos obtidos de
humanos saudaveis. Chiu & Wan (1999), trabalhando com células leucémicas
humanas (HL-60 e K-562) in vitro, verificaram que EPA inibiu a proliferacdo dessas
células, prendendo a progressao do ciclo celular em GO e G1, em que a célula
estaria “pausada”, preparando-se para divisdo celular, induzindo a apoptose nas
células HL-60. Essa apoptose foi demonstrada pela reducdo na expressdo da
proteina anti-apoptotica BCI2 e aumento da expressao da pré-apoptotica BAX. Abdi
et. al. (2014) demonstraram in vitro que EPA e DHA (=50uM) induziram a apoptose e
aumentaram a sensibilidade ao quimioterapico em linhagens celulares humanas de
mieloma, por meio da inibicdo da atividade de NFkB e inducdo a apoptose através
de perturbacdes mitocondriais e ativacdo da caspase 3. Porém ndo afetaram a
viabilidade de células mononucleares saudaveis do sangue periférico humano.

Além de estudos com células tumorais de origem sanguinea, ha varios
outros relatos envolvendo AGPI n-3 e sua capacidade de reduzir o crescimento
neoplasico in vitro. Destaca-se a capacidade dos AGPI n-3, EPA e DHA, induzirem
a apoptose de células tumorais por diferentes vias de atuacdo nos varios tipos de
tumores analisados.

Em células de céncer de mama humano cultivadas in vitro, AGPI n-3
induziram a morte celular apoptética por redugéo na transducéo de sinal através da
AKT e NFkB (SCHLEY et. al., 2005). EPA também inibiu in vitro o crescimento de
células de cancer de pancreas humano de uma forma dose dependente, induzindo a

pY

morte celular apoptoética associada a ativacdo da caspase 3 (responséavel pela
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execucdo da apoptose) e supressdo de ciclooxigenase 2 (expressa por células
envolvidas na inflamacao) (SHIROTA et. al., 2005). Algo novo foi visto em linhagens
celulares de cancer de pancreas humano tratadas in vitro com EPA e DHA, em que
além de EPA promover acumulo de ROS e morte celular por apoptose via ativagcao
de caspase 8 também promoveu autofagia, sugerindo que essa inducdo de
autofagia por EPA pode interferir na inducdo de apoptose celular (FUKUI et. al.,
2013). Ja em linhagens celulares humanas de neuroblastoma EPA e DHA de forma
dose-dependente tiveram efeito antiproliferativo nessas células e minimo efeito de
citotoxicidade em células ndo tumorais. Sugerindo que o efeito antiproliferativo pode
ter sido desencadeado por “prender” o ciclo celular entre a fase GO e G1 e elevar a
apoptose, além de diminuir do percentual de células na fase S e poder induzir a
fragmentacdo do DNA (SO et. al., 2015). Ao associar DHA a cultura de células
tumorais humanas incubadas com fluoruracila, Calviello et. al., (2005) verificaram
aumento o efeito inibitério do quimioterapico na expressdao de proteinas
antiapoptoticas como BCL-2 e BCL-XL e inducdo da expresséo da C-MYC, que gera
apoptose e sensibiliza as células cancerosas a acdo dos agentes pro-apoptoticos
como a fluoruracila.

Em relacéo a utilizacdo de OFT ou alquilglicerdis in vitro, ha escassez de informacéao
na literatura. Krotkiewski et al (2003) incubaram in vitro linhagens de células
humanas tumorais de ovario, préstata e mama humanas com OFT e observaram
maior percentual de células apoptoéticas em células tumorais de ovario e préstata, e
maior percentual de células necréticas em células tumorais de mama quando
comparadas com seu controle. Os resultados obtidos no presente trabalho apontam
para uma capacidade de protecdo de células mononucleares, exercida tanto pelo
OFT quanto pelo OP, quando em contato in vitro com o quimioterapico fluoruracil.
Como ja mencionado, este desenho experimental foi adotado com vistas a simular
uma condicéo real de pacientes submetidos a tratamento quimioterapico, com risco
de leucopenia e necessidade de suspensao de tratamento. A possibilidade de que o
uso de nutracéuticos como OFT e OP possam ser uUteis na protecédo de leucocitos
em contato com quimioterapicos traz a necessidade de novos estudos que sejam
capazes de elucidar mecanismos moleculares envolvidos, doses adequadas, e

respostas de outros tipos celulares, tais como neutrofilos.
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CONCLUSAO

- OFT e OP foram capazes de aumentar a viabilidade/proliferacdo de
linfécitos durante 72 horas de incubacao;

- OFT e OP foram capazes de se contrapor aos efeitos do quimioterapico
fluoruracil, aumentando a viabilidade/proliferacdo de linfocitos e reduzindo a
porcentagem de células necréticas durante 72 horas de cultivo, sugerindo que
ambos os Oleos apresentam efeito quimioprotetor para as células estudadas;

- OP apresentou efeito mais pronunciado que OFT nos parametros
estudados.

Portanto, de acordo com os achados deste estudo, OFT e OP demonstram
capacidade de minimizar o efeito de imunossupressdo do quimioterdpico nas

condicbes aplicadas.
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