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RESUMO

O Oleo de figado de tubardao (OFT) é a principal fonte natural de
alquilgliceréis (AKG), éteres lipidicos constituidos por uma cadeia hidrocarbdnica,
saturada ou insaturada, unida por ligagao do tipo éter a uma das hidroxilas do
glicerol. A suplementagdo com AKG é capaz de interferir no funcionamento das
células do sistema imune de forma significativa, tanto em situagdes patoldgicas
como na homeostase. Varios estudos tém demonstrado sua acao
imunoestimulatoria, no entanto ndo ha consenso sobre quanto de OFT deve ser
ingerido e a duragdo da suplementacdo que permita incorporagdo de AKG para
haver resposta bioldgica. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da suplementagdo com OFT (Ecomer®) em diferentes concentragcbes e periodos
de tempo sobre a capacidade proliferativa de linfécitos do timo e de linfonodos
mesentéricos, bem como dosar a incorporacao celular de AKG nos mesmos tecidos
de ratos Wistar. Ainda, foi avaliada a influéncia das diferentes doses e dos
diferentes tempos de suplementacdo sobre hematécrito e concentragdo de
hemoglobina no sangue, massa corporea e do figado, do tecido adiposo
mesentérico e do musculo séleo. Para tanto, os animais foram separados nos
seguintes grupos: 1g / kg (animais suplementados com 1g de OFT / kg de peso
corporeo), 29/ kg (2g de OFT/ kg g p.c.), 4g/kg (4g de OFT / kg p.c.), e 5g/ kg (59
de OFT/ kg p.c.). Em cada grupo, animais foram suplementados durante 1, 2, 6 ou
7 semanas. Apos eutanasia dos animais, os linfocitos isolados de timo e linfonodos
mesentéricos foram cultivados na presenca de Alamar Blue® por 24, 48 e 72h para
avaliacdo da capacidade proliferativa. Para identificacdo e quantificagdo de
alquilglicerdis presentes nos tecidos linfoides, estes foram submetidos a extragao
lipidica, metandlise acida e acetilagdo, e as amostras foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). O
hematocrito foi determinado utilizando-se capilar de vidro e centrifuga de
microhematdcrito, e a concentracdo de hemoglobina foi determinada através do
método da cianometahemoglobina. A suplementagdo com AKG interferiu na
proliferacéo linfocitaria de maneira diferente em linfocitos T e B, e em diferentes
tecidos linfoides. Nao houve elevagao proporcional da proliferagdo com o aumento
da dose e do tempo de suplementacdo. A avaliacio inicial dos dados de GC-MS
mostrou que a incorporacao de AKG em timo parece depender mais da dose do
que do tempo de suplementacdo, e a incorporacdo em linfonodos mesentéricos
sofreu maior influéncia do tempo de suplementacéao. A oferta de AKG em todas as
doses e tempos de suplementagdo néo induziu ganho de massa corporea, ganho
de massa nos tecidos avaliados ou alteragbées no hematdcrito e na dosagem de
hemoglobina.

Palavras-chave: Sistema imunitario. Proliferacdo linfocitaria. Oleo de figado de
tubardo. Alquilglicerois. GC-MS.



ABSTRACT

Shark liver oil (SLO) is the main natural source of alkylglycerols (AKG), lipid ethers
consisting of a saturated or unsaturated hydrocarbon chain, bonded by ether-type
binding to one of the hydroxyls of glycerol. AKG supplementation is able to interfere
significantly with the functionality of cells of the immune system, both in pathological
situations and in homeostasis, and several studies have demonstrated its
immunostimulatory action. However, there is no consensus as how much OFT
should be ingested and for how long to have a biological response and to allow
significant uptake of AKG into cells. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of OFT (Ecomer®) supplementation in different concentrations
and time periods on the proliferative capacity of thymus and mesenteric lymph
nodes lymphocytes, as well as the cellular incorporation of alkylglycerols in the
same tissues. Also, the influence of the different doses and time periods of
supplementation on hematocrit and hemoglobin concentration in the blood, as well
as body, liver, mesenteric adipose tissue and soleus muscle mass were evaluated.
The animals were separated into the following groups: 1 g/kg (supplemented with 1
g OFT/kg b.w.), 2 g/lkg (2 g OFT/kg b.w.), 4 g/kg (4 g OFT/Kg b.w.), and 5 g/kg (5 g
OFT/kg b.w.). In each group, animals were supplemented for 1, 2, 6 or 7 weeks.
After orthanthasia, lymphocytes isolated from thymus and mesenteric lymph nodes
were cultured in the presence of Alamar Blue® for 24, 48 and 72 hours for evaluation
of proliferative capacity. For identification and quantification of alkylglycerols present
in the lymphoid tissues, these were submitted to lipid extraction, acid methanolysis
and acetylation, and the samples were analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Hematocrit was determined using glass capillary and
microhematocrit centrifuge, and hemoglobin concentration using the
cyanometahemoglobin method. Supplementation with AKG interferes in lymphocyte
proliferation differently in T and B lymphocytes and in different lymphoid tissues.
There was no proportional increase in proliferation with increasing dose and time of
supplementation. Initial assessment of GC-MS data showed that incorporation of
AKG into thymus seems to depend more on dose than on supplementation time,
and incorporation into mesenteric lymph nodes undergoes a greater influence of
supplementation time. The AKG supply at all doses and times of supplementation
did not induce gain of body mass, gain of mass in the evaluated tissues, or changes
in the hematocrit and the hemoglobin dosage.

Keywords: Immune system. Lymphocyte proliferation. Shark liver oil. Alkylglycerols.
GC-MS.
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1 INTRODUGAO

1.1 OLEO DE FiGADO DE TUBARAO

Os lipideos ou gorduras sao compostos nao soluveis em agua. Nos seres
vivos estas substancias sao responsaveis por uma série de processos metabdlicos,
sendo os triacilglicerois a principal fonte de reserva de energia, e os fosfolipidios e
esterodis importantes constituintes das membranas celulares.

O dleo de figado de tubaréo possui cerca de 30% a 50% do seu conteudo
lipidico composto por moléculas de alquilgliceréis (AKG), gorduras constituidas por
uma cadeia hidrocarbonica, saturada ou insaturada, unida por ligagao do tipo éter
a uma das hidroxilas do glicerol (Figura 1) (BROHULT et al, 1977; HALLGREN et
al, 1978; NAVARRO-GARCIA et al, 2000). Uma das principais fontes de AKG ¢é o
figado do tubardo Somnious microcephalus (greenland shark), seguido pelas
espécies Chimaera monstrosa (small shark) e Squalus acanthias (dog fish)
(PUGLIESE et al, 1998).

FIGURA 1: ESTRUTURA QUIMICA DAS MOLECULAS DE ALQUILGLICEROL MAIS COMUNS

CH-0H alcool quimil: R= (CH,),c —CH,4

|

CHOH alcool batil:  R={CHs}47—CH,

|

CH,0—R alcool selaquil: R= (CHy)g— CH=CH—(CH,);— CH,

Os AKG mais comuns sao denominados de alcoois quimil (hexadecilglicerol,
16:0), batil (octadecilglicerol, 18:0) e selaquil (octadecenilglicerol, 18:1) (IANNITI &
PALMIERI, 2010), sendo esta nomenclatura relacionada as origens das familias de
espécies marinhas Chimaeroidei, Batoidei e Selachoidei, respectivamente. O
numero de atomos de carbono na cadeia alifatica varia de 16 a 18, e o numero de
atomos de hidrogénio, de 33 a 35. O primeiro alquilglicerol a ser isolado e
identificado foi o octadecilglicerol, em 1915, a partir de uma fracdo néao-

saponificavel de Asterias rubens, e os alcoois quimil, batil e selaquil foram descritos
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em 1928 (MAGNUSSON & HARALDSSON, 2011). Os AKG podem ser encontrados
em tecidos hematopoiéticos de mamiferos, particularmente na medula dssea
vermelha, e também no leite materno humano. Em fontes naturais, os AKG sao
geralmente encontrados na forma esterificada, ou seja, ligados a acidos graxos,
principalmente poli-insaturados, unidos por ligacéo éster as duas hidroxilas livres
do glicerol, enquanto a terceira hidroxila livre esta unida a uma cadeia graxa através
da ligagcao éter. Neste caso, as moléculas de alquilglicerol sdo denominadas de
alquildiacilgliceréis. AKG podem também fazer parte da estrutura de fosfolipideos
de membrana, formando fosfolipideos éteres (Figura 2) (BROHULT, 1962;
REICHWALD & MANGOLD, 1977).

FIGURA 2: ESTRUTURA QUIMICA DAS MOLECULAS QUE APRESENTAM ALQUILGLICEROL
EM SEUS ESQUELETOS CARBONICOS

CH,O(CH,),CH; CH,0(CH,),CH;
0 |9
Il I
CHCZIC(CHE),.;CH3 CHOC(CH,),CH;
| O OH |
Il |
CHOC(CH,),CH, grupo — 00— |FI’—O—CH
I
polar o
Alquildiacilglicerol Fosfolipideo éter

1.2 SISTEMA IMUNITARIO

O sistema imunitario € composto de muitos tipos celulares e mediadores
quimicos que formam redes complexas e dindmicas para garantir protegcao contra
agentes infecciosos que existem no ambiente. Este sistema também é capaz de
ser tolerante em relagédo a antigenos préprios e agentes ndo ameagadores como
proteinas obtidas da alimentacdo e bactérias intestinais. Células imunitarias
originam-se na medula 6éssea vermelha e sdo encontradas circulando no plasma,
organizadas em orgaos linféides tais como timo, bago e linfonodos, ou dispersas
em outros tecidos (BERRIDGE, 1997; CALDER, 2001; CALDER, 2007).

O sistema imune inato é formado por epitélios, sistema complemento, células

dendriticas, células natural killer (NK), macréfagos, neutrofilos, basofilos,
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eosinofilos e mastocitos, e corresponde a primeira linha de defesa contra agentes
infecciosos. Este sistema € capaz de impedir a entrada de agentes infecciosos no
corpo, elimina-los rapidamente se entrarem, além de impedir o desenvolvimento do
cancer de forma direta ou indireta (VISSER et al., 2006), sendo, portanto,
fundamental para a vigilancia imunoldgica. O sistema imunitario inato esta presente
antes da exposigao a antigenos, e possui enorme capacidade de produzir inumeros
mediadores quimicos tais como quimiocinas, citocinas, e espécies reativas de
oxigénio (EROs), dentre outros. Quando ativadas, as células deste sistema séo
fundamentais na modulagédo da sobrevivéncia celular (proliferagdo e morte), bem
como no modelamento da matriz extracelular. A imunidade inata, ao contrario da
adaptativa, ndo possui memoria, e por isso nao € influenciada por exposigao
anterior a um antigeno (CALDER 2007b).

O sistema imune adaptativo caracteriza-se por responder ao antigeno de
modo especifico, apresentando memaria, sendo composto por células (linfécitos T
e B) e por fatores humorais, as imunoglobulinas. E especifico uma vez que cada
linfécito apresenta receptor de membrana especifico para um unico antigeno.
Seguindo a ativagao linfocitaria, e a remogéo do agente patolégico, séo originadas
células de memoria as quais serao responsaveis pela resposta imunitaria mais forte
e efetiva apds reexposigcdo ao mesmo patéogeno (CALDER, 2007a). Os linfécitos
sdo classificados em linfécitos T (células maturadas no timo, que agem contra
patogenos intracelulares e extracelulares, constituindo a imunidade mediada por
células) e linfocitos B (células derivadas da medula éssea que produzem
imunoglobulinas, combatem patdgenos extracelulares e constituem a imunidade
humoral). Linfécitos T apresentam receptores de membrana especificos para
antigenos que, ao contrario dos linfocitos B, precisam ser apresentados a eles por
outras células, as células apresentadoras de antigeno (CALDER, 2007).

Linfocitos B partem da medula 6ssea para a circulagéo, e vao para os 6rgaos
linféides secundarios (ABBAS, 2007), sendo responsaveis pela imunidade humoral
caracterizada pela producao e liberagao de anticorpos capazes de neutralizar ou
destruir antigenos que reconhecem especificamente. Para apresentar esta
resposta, os linfécitos B devem ser ativados pelos antigenos para culminar no
processo de proliferacao e diferenciagao. Os linfocitos B também funcionam como
células apresentadoras de antigeno apds interiorizagdo e processamento da

imunoglobulina ligada ao receptor de membrana. Proteinas do complemento
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podem também fornecer sinais secundarios para ativagao por meio do receptor de
membrana, e supde-se ser este 0 mecanismo onde atuam os AKG (HEYMANS et
al, 1987; ROBINSON et al, 1991; PUGLIESE et al, 1998). Sabendo que os AKG
exercem atividade sobre a proteina quinase C (HEYMANS et al, 1987), que é a
responsavel pela proliferagao e diferenciacao celular, vemos a importancia da sua
influéncia neste processo fisiologico. De acordo com Heymans et al (1987),
estruturas analogas ao diacilglicerol, com ligagao do tipo éter na posicdo 1 do
glicerol sdo pouco eficientes para a ativagdo da proteina quinase C, enquanto as
mesmas estruturas, com ligagao do tipo éter na posig¢ao 2 do glicerol e ligagao éster
na posicao 1, apresentam a ativagdo da proteina quinase C. A ativagcado dos
linfécitos T é essencial na resposta imunolégica ao apresentar varios fatores de
transcricdo que produzem inumeras interleucinas e citocinas. Os linfocitos T
reconhecem os antigenos e em cooperagdo com os linfécitos B, estimulam a
expansao clonal dos linfécitos B, bem como a diferenciagdo em linfécitos B de
memoria. Os linfocitos pré-T, no timo, sofrem o processo de selecdo e maturacgao,
migrando em diregdo a medula de onde saem para a circulagdo, sendo que a
maturagao destes envolve a expressao de um receptor de células T funcional e dos
co-receptores CD4 e/ou CD8 (ABBAS, 2007).

O timo é um érgao linféide primario, encapsulado, que atua como sitio de
maturagado de linfécitos T. E possivel distinguir uma regido cortical no 6rgéo, onde
ha grande concentragao e proliferagdo de células T. Algumas células T produzidas
no cortex migram para a regidao denominada medula, onde entram nos vasos
sanguineos e somam-se aos linfocitos presentes no sangue periférico e em outros
orgaos linfoides. O timo prové ambiente adequado para que diversos fatores
induzam e sustentem o comprometimento da linhagem, a diferenciacdo e a
sobrevivéncia das células T. No timo ocorre a maturacéo e a selecéo de linfécitos
T antigeno-especificos, e deste 6rgao ocorre a liberagdo seletiva dos linfocitos T
para a periferia. O processo de maturagao consiste no desenvolvimento de grande
variedade de receptores especificos para diferentes antigenos, enquanto o
processo de selecdo consiste na eliminacdo de células T que desenvolveram
receptores contra antigenos proprios (MIGNINI et al, 2014). Ha no timo populagao
de linfécitos B especiais, que provavelmente atuam, juntamente com o
microambiente do timo, no processo de maturagdo dos linfécitos T (PERERA &
HUANG, 2016).
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Linfonodos sdo 6rgaos linfoides secundarios encapsulados em forma de
feijdo que sédo subdivididos em 3 regides principais: cortex, paracortex e medula.
Basicamente, linfécitos que nao foram ativados pela presengca de antigenos
(linfécitos  naive) entram nos linfonodos via vasos sanguineos, mais
especificamente em regides dos vasos denominadas HEVs (high endothelial
venules), ou via vasos linfaticos aferentes, e adentram o cértex dos linfonodos.
Linfécitos T migram para a area de células T no paracortex, enquanto que linfocitos
B entram nos foliculos de células B no cértex dos linfonodos. Se os linfécitos ndo
reconhecem antigenos especificos no linfonodo “visitado”, eles deixam-no através
de vasos linfaticos eferentes e retornam para a circulagao sanguinea pelo ducto
toracico (GIRARD et al, 2012).

Este ativo sistema imunitario € enormemente influenciado pelo
consumo de gorduras da dieta, e varios processos fisioldgicos s&o influenciados ou
dependentes da gordura presente na alimentagao. Os lipideos ingeridos podem ser
inseridos na bicamada lipidica das membranas celulares e servir como substrato
para formacgao de mediadores quimicos capazes de interferir na fungao das células
(CALDER, 2007).

1.3 ALQUILGLICEROIS E SISTEMA IMUNE

Estudos em mamiferos, incluindo humanos, sobre a absorcdo de
alquilglicerdéis obtidos na dieta iniciaram em meados de 1950. BERGSTROM &
BLOMSTRAND (1956) demonstraram que os alquilgliceréis sn-1 e sn-3 eram
completamente absorvidos pelas células intestinais, sem hidrolise da ligacao éter.
Apods absorgao, os alquilglicerdis sn-1 sao incorporados nos lipideos de diferentes
tecidos, enquanto que os sn-3 sdo metabolizados para formar acidos graxos
correspondentes (DAS et al, 1992).

A suplementacdo com AKG tem sido avaliada como segura mesmo em
doses bastante elevadas (ANADON et al, 2010), sendo capaz de interferir na
funcionalidade das células do sistema imune inato e adaptativo de forma
significativa, corroborando a premissa de varios trabalhos, descritos a seguir.

Na Europa, os AKG tém sido usados desde a década de 30, quando extratos
lipidicos de medula 6ssea foram utilizados para tratar granulocitopenia MARBERG
& WILES, (1938). Os beneficios da ingestdo de AKG também foram verificados em
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casos de leucemia infantil em 1952, quando os pacientes ingeriam gordura nao
saponificavel obtida da medula 6ssea de gado como auxiliar do tratamento contra
o cancer. A partir destes dados, estudos com pacientes portadoras de cancer de
colo de utero submetidas a tratamento radioterapico e suplementadas com AKG
(600mg/dia) durante trés meses comegaram a ser realizados. Observou-se que a
maioria das pacientes apresentou significativa redugdo da leucopenia e da
trombocitopenia, efeitos normalmente  provocados pela radioterapia
(BROHULT,1962; BROHULT et al, 1970; BROHULT et al,1977; BROHULT et al,
1978; BROHULT et al, 1979; BROHULT et al, 1986; KROTKIEWSKI et al, 2003).

A agao dos AKG sobre a imunidade tem sido avaliada em diferentes modelos
experimentais, e foi recentemente revisada por IANNITI & PALMIERI (2010) e
DENIAU et al (2010).

No estudo desenvolvido por OH & JADHAV (1994), a suplementacéo
dietética com AKG sintéticos em ratas lactantes, nas doses de 0,5 mg, 2,5 mg e
12,5 mg por kg de ragdo, aumentou significativamente a concentragdo de éteres
lipidicos no leite de forma dose-dependente. A concentracdo aumentada de AKG
no leite induziu ao aumento de granulécitos no sangue periférico e de
imunoglobulinas (IgG e IgM) no plasma dos filhotes amamentados, o que sugere
que os AKG exercem fungdo importante no desenvolvimento da resposta
imunitaria.

A suplementacao cronica de fémeas de suino com 6leo de figado de tubarao
(120 mg/kg de peso corpdéreo) levou a producédo de niveis mais elevados de
eritrocitos, bem como a maior concentragdo de hemoglobina no sangue periférico
(MITRE et al, 2005).

LEWKOWICZ et al. (2005) observaram aumento da resposta de neutrdfilos
na presenca de bactérias, e aumento de citocinas do tipo Th1 no sangue de
humanos suplementados com d6leo de figado de tubaréo por quatro semanas (dose
de 3,6 g de AKG /dia).

PALMIERI et al. (2014) investigaram o efeito do 6leo de figado de tubarao
sobre a imunidade de idosos submetidos a diferentes tipos de cirurgias. Foi
administrada a dose de 500 mg de AKG, duas vezes ao dia durante quatro semanas
antes das cirurgias, e sangue foi coletado duas semanas antes das cirurgias e duas

semanas depois. Foram observados aumento do numero de células brancas totais
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do sangue, da concentragdo de IgG e do numero de linfécitos, melhorando
significativamente o pos-operatorio dos individuos estudados.

HAJIMORADI et al. (2009) investigaram o efeito de inje¢cbes intraperitoneais
de dleo de figado de tubarao (10 mg/Kg/dia, durante 20 dias) sobre a infiltragcao de
linfécitos T no tecido tumoral (spontaneous mouse mammary tumor, SMMT) de
camundongos BALB/c. Foi observado que houve aumento significativo de linfocitos
T CD8+ nos tumores de animais suplementados com 6leo de figado de tubardo em
relacdo aos animais nao suplementados, bem como redug¢ao do volume do tumor.
Ainda, a suplementacao foi capaz de promover alteracido do perfil de citocinas
produzidas por células mononucleares esplénicas, especialmente pela elevagao da
produgao de IFN-y.

KANTAH et al. (2012) verificaram que a administracdo oral de 2 mg/dia de
AKG em camundongos por 3 semanas elevou o numero de linfécitos localizados
no intestino delgado em cerca de 40% em relagao aos animais nao suplementados.
Além disso foi verificado que a citotoxicidade de linfocitos contra células P815
(mastocitoma, classico alvo para linfocitos T citotoxicos) foi também aumentada.

Varios estudos in vitro apontam para a capacidade dos AKG de estimular o
sistema imune. HOMMA & YAMAMOTO (1990) realizaram estudos in vitro com
células peritoneais aderentes (macrofagos) e nao-aderentes (linfocitos T e B),
obtidas de camundongos, incubadas com dodecilglicerol, um alquilglicerol sintético
de 12 carbonos, e observaram ativagao da resposta imunitaria por AKG (50 ng/ml).
NGWENYA & FOSTER (1991) observaram os mesmos resultados em estudos in
vitro com células peritoneais de camundongos deficientes em linfécitos T (BALB/c-
nu/nu) e de camundongos saudaveis. Os resultados mostraram a necessidade de
linfécitos T para a ativacdo de macréfagos mediada por AKG, e também a
estimulagcao da producao de anticorpos induzida por estes compostos.

MARIGNY et al (2002) utilizou a concentraggdo de 10 pM de 1-O-
alkylglycerols em seus estudos in vitro com células endoteliais e obteve aumento
da inibicdo da permeabilidade endotelial, e considerando que mediadores pré-
inflamatérios aumentam a permeabilidade, este resultado foi positivo na redugao
da ativacao da PKC.

Estudos de QIAN et al (2014) também demonstraram que os AKG isolados
(batil e quimil, 100 nM) foram capazes de modular as respostas imunes de

camundongos in vitro, aumentando a proliferagdo e a maturagédo de linfocitos B
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esplénicos, e promovendo a proliferacdo e diferenciagao de linfocitos T para o
subtipo Th1.

Os efeitos de éteres lipidicos sobre células do sistema imunitario e também
sobre células tumorais pressupdéem a incorporacao de AKG nas células. Ha na
literatura alguns trabalhos que mostram identificacdo e quantificacdo de AKG em
tecidos. WEBER (1985) administrou alquilglicerol radiomarcado (rac-1-O-[1°-"C]
dodecilglicerol) a camundongos e observou altas propor¢des de lipideos éteres
incorporados em varios tecidos, predominantemente o fosfolipideo
alquilacilglicerofosfocolina. De forma semelhante, DAS & HAJRA (1988)
identificaram alta incorporagédo do grupo heptadecil unido por ligagdo éter em
fosfolipideos de varios tecidos de ratos alimentados com 20 mg de alquilglicerol (1-
O-heptadecilglicerol)/g de ragédo durante 10 dias. Em 1992, DAS et al publicaram
estudo envolvendo suplementacao cronica de pacientes portadores de deficiéncia
congénita de éteres lipidicos nos tecidos com 5-10 mg do alquilglicerol (1-O-
octadecilglicerol) / kg de massa corporal, e observaram aumento expressivo no
conteudo de éteres lipidicos em seus eritrocitos.

No Laboratorio de Metabolismo Celular deste departamento os efeitos do
oleo de figado de tubardo sobre imunidade e também sobre crescimento tumoral
vém sendo avaliados desde o ano de 2005. Tem sido utilizado modelo animal, e
dose de oOleo de figado de tubarao de 1 g/kg de massa corporal com a finalidade de
comparacao dos resultados obtidos com aqueles resultantes de investigagbes com
oleo de peixe (também na dose de 1 g/kg de massa corporal, em modelo animal).
Diferente da grande maioria dos estudos envolvendo suplementagdo com éleo de
figado de tubardo, os desenvolvidos no Laboratério de Metabolismo Celular tém
adotado a suplementagao crénica, ou seja, durante pelo menos oito semanas.
Adotando este protocolo de suplementacdo foi verificada atividade
imunoestimulatoria do éleo de figado de tubardo em ratos submetidos a exercicio
fisico moderado (VITORINO et al, 2009), atividade aumentada de linfécitos de
diferentes 6rgaos linféides obtidos de animais portadores de tumor, acompanhada
da reducéo do tamanho dos tumores de Walker 256 (IAGHER, 2008; IAGHER et
al., 2011; IAGHER et al, 2013), e elevacao da atividade de macréfagos de animais
portadores de tumor de Walker 256 (BELO et al, 2010), entre outros efeitos.

Apds analise dos dados encontrados na literatura, fica claro que diferentes

concentracbes de OFT ou de AKG isolados sao utilizadas nos protocolos
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experimentais. Além disso, a maioria dos estudos fundamenta-se em
suplementagao por periodos curtos de tempo. Essas diferencas de concentragao
e de tempo de suplementagdao podem gerar diferentes impactos sobre a fungao
imunitaria, e a compreensao da dose e do tempo de suplementacao necessarios
para geragcdo de impacto sobre a funcionalidade celular € fundamental para
investigacdes futuras envolvendo o OFT, evitando o uso de subdoses ou doses
elevadas demais, bem como falsas interpretagdes de resultados experimentais.
Estabelecer o quanto ha efetivamente de incorporacdo de AKG nas células
dependendo da concentracdo de OFT oferecida e do tempo de suplementacao, e
relacionar a quantidade de AKG incorporada com alteragdes nas fungdes celulares
€ fundamental para a melhor compreensao da agao dos AKG nos tecidos. Ainda,
como este 6leo € um nutracéutico faciimente encontrado em estabelecimentos
comerciais e disponivel para consumo humano, € importante que haja evidéncias
a respeito da dose e tempo de consumo necessarios para obtengao dos resultados,

e 0 estudo em animais é o primeiro passo nesta investigacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito da suplementagcdo com d6leo de figado de tubardo em
diferentes doses e periodos de tempo sobre a capacidade proliferativa de linfécitos
e incorporacao celular de alquilglicerdis em tecidos linféides de ratos da linhagem
Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a proliferagao de linfocitos obtidos de timo e linfonodos mesentéricos de

animais submetidos as diferentes condi¢des de suplementacao.

Identificar e quantificar alquilglicerdis em timo e linfonodos mesentéricos de animais

submetidos as diferentes condigdes de suplementagéo.

Avaliar a massa corpoérea, e de tecidos — hepatico, adiposo mesentérico e muscular

do séleo.

Avaliar a concentracgéo de eritrécitos e de hemoglobina em sangue total.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus),
com 90 dias de idade, obtidos do biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram submetidos a ciclo invertido
claro/escuro (12/12 horas), iniciando o ciclo claro as 19hs, com temperatura
controlada de 21°C, agua e alimentacéo (Nuvilab AR- Quimtia Ltda., Curitiba, PR,
BRA, composta por 66% de carboidratos, 23% de proteinas, 4% de lipidios, 6% de
fibras e 1% de vitaminas e minerais) “ad libitum”.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo Celular no
Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados
pelo Comiss&o de Etica para Uso de Animais - CEUA UFPR (certificado nimero
976).

3.2 SUPLEMENTOS E REAGENTES

O dleo de figado de tubarédo foi gentiimente cedido pela Naturalis Alimentos
Naturais Ltda (Sdo Paulo, SP, BRA). Os sais utilizados para preparo de tampdes
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),
antibioticos (penicilina G e estreptomicina) e soro fetal bovino foram obtidos da
Gibco (Grand Island, NY, USA). Os reagentes Concanavalina A, LPS, azul de
tripan, foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Alamar Blue®
foi obtido da Biosource Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA). Os reagentes
para obtencdo dos cromatogramas foram da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA) e Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (Diadema, SP, BRA).



3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram separados em 5 grupos experimentais com

animais/grupo:

Grupo NS — ndo suplementado;

Grupo 1 — OFT na dose de 1g/kg de massa corporal/dia;
Grupo 2 — OFT na dose de 2g/kg de massa corporal /dia;
Grupo 4 — OFT na dose de 4g/kg de massa corporal /dia;
Grupo 5 - OFT na dose de 5g/kg de massa corporal /dia.

21

15

Trés animais de cada grupo foram eutanasiados em cada periodo de tempo

determinado: apds 1 semana de suplementacdo, 2 semanas, 6 semanas e 7

semanas, conforme linha do tempo apresentada a seguir:

FIGURA 3. DESENHO EXPERIMENTAL

e
(.

NS - grupo ndo suplementado
1g/kg - suplementado 1g/kg p.c.
2g/kg - suplementado 2g/kg p.c.
4g/kg - suplementado 4g/kg p.c.
5g/kg - suplementado 5g/kg p.c.

Suplementag@o diaria
1 Semana
3 animais / grupo
NS - 1g -2g - 4g - 59

Suplementacéo diaria
2 Semanas
3 animais / grupo
NS - 19 -2g - 4g- 59

Suplementacéo diaria
6 Semanas
3 animais / grupo
NS - 1g -2g - 4g - 59

Suplementacéo diaria
7 Semanas
3 animais / grupo
NS - 1g -2g - 4g - 5g

!

Eutanasia

!

Eutanasia

!

Eutanasia

!

Eutanasia

Os animais foram suplementados via oral com pipeta volumétrica,

considerando sua massa corporal, mensurado a cada trés dias em balanca digital,

antes da suplementacdo. A suplementacgao foi realizada apds as 16h e antes das

22h, quando o ambiente tendia a ser mais calmo, evitando que o periodo de limpeza

das caixas e da suplementacgao coincidissem, minimizando o estresse do animal.
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Apoés cada periodo pré-definido de suplementagao (1, 2, 6 ou 7 semanas),
3 animais de cada grupo foram eutanasiados por decapitagdo para obtengdo do
sangue, timo e linfonodos mesentéricos. A coleta destes tecidos teve como
finalidade a extragdo lipidica para quantificacdo de AKG e a avaliagdo da
funcionalidade de linfécitos. O figado, o tecido adiposo mensentérico e 0 musculo

s6leo foram coletados para afericdo de massa.

34 ISOLAMENTO DE LINFOCITOS DO TIMO E LINFONODOS
MESENTERICOS

Para cada grupo de animais foi obtido pool de linfécitos dos 6rgaos linfoides
(timo e linfonodos mesentéricos). Os orgaos linfoides (timo e linfonodos
mesentéricos) foram mantidos em tampao fosfato com antibioticos (penicilina
10.000 Ul e estreptomicina 10 mg/L) (PBS + AB), e macerados com auxilio de
émbolo de seringa em peneira de malha fina e placa de petri. O conteudo macerado
de linfonodos mesentéricos e timo foi filtrado em papel filtro apropriado e
centrifugado a 1116 x g, durante 5 minutos, a 21°C. Apds centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado, e as células foram ressuspensas em solugao
contendo cloreto de amoénio para lise de hemacias. Depois disso os precipitados
foram lavados com PBS + AB por duas vezes, e o Ultimo precipitado foi

ressuspenso em meio de cultura RPMI1640.

3.5 PROLIFERACAO LINFOCITARIA

Os linfocitos dos diferentes grupos foram cultivados em placas com fundo
chato transparente de 96 pogcos em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com
10% de soro fetal bovino, contendo (penicilina 10.000 Ul / estreptomicina 10 mg/L)
no volume de 160 uL de solugdo de células contendo 5x10* células/escavagéo, e
mais:

- 20 yL/pogo do meio RPMI 1640, ou

- 20 pyL/pogo do mitégeno concanavalina A (ConA — estimulante preferencial de
linfécitos T), ou

- 20 pL/pogo do lipopolissacarideo de E. coli. (LPS — estimulante preferencial de

linfécitos B).
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Entdo foram adicionados 20 plL/escavacdo do detector de atividade
metabdlica Alamar Blue® (Biosource), e as placas foram mantidas a 37 °C em
atmosfera de 95 % ar / 5 % de COz por 72 horas em incubadora de cultivo (Shel
Lab 2350T). A determinagdo da porcentagem de redugcdo do Alamar Blue foi
realizada através de leitura fluorimétrica/colorimétrica. O ensaio Alamar Blue® é
projetado para medir quantitativamente a proliferacdo de varias linhagens de
células animais, bactérias e fungos. O ensaio é simples de realizar, uma vez que o
indicador é soluvel em agua, eliminando assim as etapas de lavagem / fixagao e
extracdo necessarias em outros ensaios de proliferacdo celular comumente
protocolados. O ensaio Alamar Blue® incorpora um indicador de crescimento
fluorimétrico / colorimétrico baseado em deteccao de atividade metabdlica. O
indicador redox especifico (fluorométrico / colorimétrico) incorporado no Alamar
Blue® foi escolhido devido a suas varias propriedades:

e Exibe fluorescéncia e alteragdo colorimétrica na faixa apropriada de

oxidagao-redugao em relagao a redugcédo metabdlica celular;

e E minimamente téxico para células vivas:

e Produz uma mudanca clara, estavel e distinta, que é facil de interpretar.

A medida que as células testadas proliferam, a atividade metabdlica inata
resulta em uma reducdo quimica de Alamar Blue®. O crescimento continuo
mantém o ambiente reduzido enquanto a inibicdo do crescimento mantém o
ambiente oxidado. A reducao relacionada ao crescimento faz com que o indicador
REDOX mude da forma oxidada (ndo fluorescente, azul) a forma reduzida
(fluorescente, vermelha).

A leitura da absorbancia foi realizada em 570nm e 600nm pelo leitor
multifuncional de microplacas Tecan Infinite® 200 nos momentos, 24, 48 e 72 horas

apo6s o plagueamento.

3.6 ANALISE DE ALQUILGLICEROIS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (Gas Chromatography — Mass
Spectrometry — GC-MS)

A cromatografia gasosa € um método para a identificagdo e quantificacéo de
compostos quimicos desconhecidos, analisando precisamente substancias com

diferentes concentragcdes, de microgramas a picogramas. E um tipo de
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cromatografia em que a fase mével é um gas, que separa substancias que podem
ser volatilizadas com facilidade, como é o caso dos lipideos. O detector utilizado
para esta analise foi da marca Shimadzu, modelo GCMS-TQ8040, alocado no
Departamento de Quimica da UFPR.

Os compostos podem ser detectados pelo modo Full Scan (em inglés,
Monitoring lon Current — MIC- Corrente de ions Monitorados) que analisa todos os
ions presentes em uma amostra, ou pela varredura SIM (do inglés, Selected lon
Monitoring, Deteccédo Seletiva de fons). O modo Full Scan apresenta todas as
informacdes de uma ampla variedade de ions, que é util para determinar uma vasta
gama de compostos em apenas uma analise, ou determinar a identidade de um
composto desconhecido a partir de seu espectro. Pelo modo SIM, que foi o que
utilizamos, é possivel programar o0 equipamento para que apenas 0S picos
contendo compostos com razdo massa/carga determinada sejam quantificados, ou
seja, o cromatograma ¢é gerado pesquisando apenas picos referentes a
alquilgliceréis. O modo SIM gasta menos tempo na detecgdo de um sinal de ions
que estejam relacionados a um determinado analito, auxiliando na detecgao e
evitando a interferéncia de outros compostos na amostra (HAGE, 2012). Utilizamos
por sabermos de antemao quais compostos estavam sendo procurados, e que tipo

de ions eles produzem no espectrometro de massa.

3.6.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE CROMATOGRAFICA -
EXTRACAO LIPIDICA

Foi realizada de acordo com o método descrito por Folch et al (1956). Trinta
miligramas de cada amostra de tecido foram utilizados para a extragdo. Apos a
pesagem, foi acrescentado ao tecido contido em tubo de vidro, 1,33 mL do solvente
extrator (composto por metanol:cloroférmio, 1:2, v:v). O material foi homogeneizado
com o auxilio de um homogeneizador (Biospect products, Tissue-Tearor model
985370). Em seguida, foram adicionados 480 puL de metanol ao homogenato, e o
material foi entdo centrifugado a 5000 x g, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo de vidro e foram adicionados 960 pL de cloroférmio
(para manter a propor¢cao metanol:cloroférmio em 1:2 v:v). Na sequéncia, foram
adicionados 550 pL de agua ultrapura, e o sistema bifasico formado foi entdo

submetido a uma intensa agitacdo, até ndo serem mais distinguiveis as suas duas
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fases. Cerca de 10 minutos depois, apds a reconstituicdo espontanea do sistema
bifasico, o sobrenadante (aquoso) foi removido com o auxilio de uma micropipeta.
Foi entao adicionado 1 mL de Solugao de Folch (metanol 48,98 %; agua 47,96 %;
cloroférmio 3,06 %; MgCl2 0,017 %; CaCl2 0,02 %; NaCl 0,37 %), lentamente para
evitar a formagcao de emulsao, e de maneira que as paredes do tubo fossem lavadas
com esta solugdo. Apdés a remogado do sobrenadante, este procedimento foi
repetido mais duas vezes, e o infranadante submetido a secagem em nitrogénio

gasoso.

3.6.2 METANOLISE ACIDA

Os extratos lipidicos (obtidos pelo método de Folch) foram solubilizados em
metanol-HCI (HCI 3% em metanol PA) e agitados em vortex. Os conteudos foram
transferidos para tubos de hidrélise com tampa e mantidos em estufa a 100°C por
2 horas. Este procedimento hidrolisa acidos graxos esterificados a estrutura do
glicerol de fosfolipideos e triacilglicerdis presentes nas amostras, restando apenas
cadeia lipidica unida por ligagéo éter ao glicerol (alquilglicerol). Os acidos graxos
sdo convertidos em acidos graxos livres metilados (metil ésteres) por este
procedimento (SOUZA et al, 2007; SASSAKI et al, 1999).

3.6.3 ACETILACAO

O conteudo dos tubos de hidrdlise foi secado em nitrogénio gasoso e a ele
foram adicionados 200 uL de anidrido acético + 200 uL de piridina para ligagao de
grupamentos acetil nas extremidades livres do glicerol. Os tubos de hidrélise foram
agitados em voértex e mantidos em estufa a 100°C por 30 minutos para concluséo
do procedimento (SASSAKI et al, 2008). Entdo foram novamente secados em
nitrogénio gasoso, solubilizados em 1000 pL de acetona e acondicionados no
freezer a -20°C até o momento da leitura em GC-MS. Os padrées utilizados foram
obtidos do préprio dleo de figado de tubardo ECOMER® submetido aos mesmos
procedimentos de metandlise acida e acetilagao, e injetados na mesma coluna

capilar das amostras.
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3.6.4 OBTENGCAO DOS CROMATOGRAMAS — GC-MS

As amostras foram injetadas em cromatégrafo gasoso, sendo a amostra de
OFT injetada para leitura no modo Full Scan a fim de detectar a presenga de ions
de razdo massa/carga conhecidos. A identificagao dos alquilglicerdis foi realizada
pelos seguintes fragmentos: 117, referente ao glicerol; e 159, referente ao glicerol

acetilado.
3.7 HEMATOCRITO

O hematdcrito € uma andlise que pode ser efetuada separadamente do
hemograma. Ele mede a porcentagem de volume ocupada pelas hemacias contidas
em um volume de sangue. Sangue total heparinizado foi colocado em capilar de
vidro e levado a centrifuga de micro hematdcrito, de forma que as hemacias
ficassem firmemente concentradas em uma coluna vermelha, separada do plasma.
A medida foi realizada com auxilio de uma tabela, em superficie plana, alinhando
na régua o inicio da linha vermelha da coluna com o zero, e o final da coluna do
plasma em linha 100 (conforme Figura 4). O resultado corresponde a altura da

coluna vermelha encontrada, expressa em %.

FIGURA 4. REGUA UTILIZADA PARA MEDIGCAO DE HEMATOCRITO.
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3.8 CONCENTRAGAO DO PIGMENTO HEMOGLOBINICO NO SANGUE
TOTAL

E determinada através da concentracdo do pigmento hemoglobinico no
sangue total, sendo o resultado expresso em g% de sangue. Foi utilizado o método
da cianometahemoglobina, onde os compostos de hemoglobina sdo convertidos a
cianometahemoglobina sob a ag¢ao do cianeto de potassio e do ferricianeto de
potassio. 20 microlitros de sangue foram colocados em 4 mL de solugao de Drabkin
(solugdo contendo ferrocianeto de potassio), e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro (marca Siel 500) no comprimento de onda de 540 nm. O
resultado foi obtido a partir do calculo da absorbancia lida relacionada a um padrao

externo de valor conhecido, e o resultado expresso em g% de sangue.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados estdo expressos como média + erro padrdo da
meédia. Dados de proliferacéo linfocitaria foram submetidos a analise de variancia
de duas vias (fatores: dose de OFT e tempo de incubacgao) pareada, e pds-teste de
Tukey. Os valores de massa corporea foram submetidos a area sob a curva (que
utiliza os dados da média e do desvio padrao de cada grupo para ai entdo comparar
cada grupo entre si), e andlise de variancia de duas vias (fatores: dose de OFT e
tempo de suplementagdo) e pods-teste de Tukey. Os valores de hematdcrito,
concentragcédo do pigmento hemoglobinico, e peso dos 6rgédos foram submetidos a
analise de variancia de uma via, e pos-teste de Tukey. Toda a analise estatistica
foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 7®, com intervalo de

confianga p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS DE LINFONODOS
MESENTERICOS

A FIGURA 5 mostra a capacidade proliferativa de linfécitos obtidos de
animais dos diferentes grupos, apés 4 diferentes periodos de suplementagdo com
OFT (1, 2, 6 e 7 semanas), estimulados com o mitdgeno concanavalina A durante
24, 48 e 72h de cultivo.

Apods uma semana de suplementacao, linfocitos de animais do grupo 5 g/kg
apresentaram proliferacao igual ou inferior a observada nos demais grupos, apés
24, 48 e 72 h de cultivo (p<0,05). Observa-se também que o0s animais
suplementados com 1 g/kg, 2 g/kg e 4 g/kg apresentaram proliferagado superior a
dos animais nao suplementados (grupo NS) apenas apos 72 h (p<0,05). Também
€ possivel perceber que apés 72 h em contato com o mitégeno houve aumento
significativo da proliferagdo linfocitaria dos grupos 1, 2 e 4 g/kg em relagédo aos
respectivos grupos cultivados por 24 h e 48 h (p<0,05).

Apds duas semanas de suplementagdo, o grupo 5 g/kg ndo apresentou
reducao de sua capacidade proliferativa em relagdo aos demais grupos, nos trés
tempos analisados, e ndo houve diferenga entre os grupos no mesmo tempo de
cultivo, nem mesmo entre grupos de tempo de cultivo diferentes (p>0,05).

O padrao de resposta volta a mudar apdés 6 semanas de suplementagao. A
capacidade proliferativa dos linfocitos dos grupos, exceto do grupo 5 g/kg,
apresenta a maior elevagao em relagao ao grupo NS logo apds 24 horas de cultivo
(p<0,05). O grupo 5 g/kg volta a apresentar reducao da proliferacdo em relagao ao
grupo NS apos 24 de cultivo (p<0,05), e permanece com valor semelhante ao
observado para NS apds 48 e 72 h de cultivo (p>0,05). E possivel perceber que
apos 48 e 72 h de cultivo ha sutil, porém, significativa reducdo na capacidade
proliferativa dos grupos 1, 2, 4 e 5 g/kg em relagdo aos mesmos grupos cultivados
por 24 h (p<0,05).

Apods 7 semanas de suplementacdo, o efeito de elevagao da proliferagcao
apos pouco tempo de cultivo (24 h) nos grupos 1, 2 e 4 g/kg em relagéo ao grupo
NS nao aparece, havendo, pelo contrario, reducdao da capacidade proliferativa no

grupo 4 g/kg, o que também é detectado apds 48 h de cultivo (p<0,05). A elevagéo
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da capacidade proliferativa com mais tempo em contato com mitégeno (48 e 72 h)
em relacido ao tempo de 24 h é mais pontual que o aumento observado apdés 1 e 6

semanas de suplementacdo, aparecendo apenas em alguns grupos.

FIGURA 5: CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS OBTIDOS DE LINFONODOS
MESENTERICOS, DADA PELA % DE REDUCAO DE ALAMAR BLUE®, DOS GRUPOS 1 G/KG
(SUPLEMENTADO COM 1G DE OFT/KG DE PESO CORPOREO), 2 G/KG, 4 G/KG E 5 GKG, EM
RELACAO AO GRUPO NAO SUPLEMENTADO (NS), APOS 24, 48 E 72 H DE CULTIVO
CELULAR NA PRESENCA DE CONCANAVALINA A (CONA). A: APOS 1 SEMANA DE
SUPLEMENTACAO DIARIA; B: APOS 2 SEMANAS; C: APOS 6 SEMANAS; E D: APOS7
SEMANAS. @ P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO NS; P P<0,001 EM RELACAO AOS GRUPOS 1,2
E 4 G/KG; © P<0,01 EM RELACAO AOS GRUPOS 2 E 4 G/KG; ¢ P<0,05 EM RELACAO AO
GRUPO 4 G/KG; ¢ P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO 5G/KG; * P<0,05 EM RELACAO AO
RESPECTIVO GRUPO APOS 24 H DE CULTIVO; * P<0,05 EM RELACAO AO RESPECTIVO
GRUPO APOS 48 H DE CULTIVO. 24, 48 e 72 REFEREM-SE AS HORAS DE INCUBACAO E
RESPECTIVA LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO.
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A proliferacdo de linfocitos obtidos de linfonodos mesentéricos estimulada
por LPS esta apresentada na Figura 5. Uma semana de suplementagéo nao foi
capaz de alterar a proliferagao celular do grupo 1 g/kg em relacédo ao grupo NS
(p>0,05), e as demais doses (relativas aos grupos 2, 4 e 5 g/kg) mantiveram a
capacidade proliferativa igual ou inferior a do grupo NS, sendo que a maior dose (5
g/kg) reduziu cerca de 50 % a proliferacdo celular em relagdo ao grupo NS
(p<0,0001). Apesar da auséncia de resposta promovida pelo OFT ofertado nas
doses 1 e 2g/kg, apdés 72 h na presenga do desafio imune (LPS) houve discreto
aumento da proliferagdo celular nestes grupos em relagdo aos mesmos grupos
apos 24 e 48h de cultivo (p<0,05).

Depois de 2 semanas de suplementacao, apenas os linfécitos do grupo 1
g/kg proliferaram mais apés 72 h de cultivo em relagdo ao mesmo grupo apoés 24 h
e 48 h na presencga de LPS (p<0,05). E ao contrario do que foi visto na semana 1,
na semana 2 a dose de 5 g/kg levou a tendéncia de aumento da proliferagcdo em
relacdo ao grupo NS apods 24, 48 e 72 h de estimulo com mitégeno.

Ao final de 6 semanas de suplementacao, o cultivo dos linfécitos por 24 h foi
capaz de elevar a capacidade proliferativa de forma significativa nos grupos 2 e 4
g/kg, em relagado ao grupo NS (p<0,05). Esta capacidade foi mantida superior ao
grupo NS apods 48 e 72 h de cultivo (p<0,05) no grupo 2 g/kg, porém inferior em
relagdo ao mesmo grupo apos 24 h de cultivo (p<0,05).

Apb6s 7 semanas, o grupo 4 g/kg foi o que apresentou menor capacidade
proliferativa em relagéo ao grupo NS (p<0,05), apos 24, 48 e 72 h. Os grupos 1, 2
e 5 g/kg apresentaram elevacao gradativa da proliferagéo linfocitaria apos 48 e 72

h (p<0,05), sem superar, no entanto, a proliferacao do grupo NS.



FIGURA 6: CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS OBTIDOS DE LINFONODOS
MESENTERICOS, DADA PELA % DE REDUCAO DE ALAMAR BLUE®, DOS GRUPOS 1 G/KG
(SUPLEMENTADO COM 1 G DE OFT/KG DE PESO CORPOREO), 2 G/KG, 4 G/KG E 5 GKG,
EM RELACAO AO GRUPO NAO SUPLEMENTADO (NS), APOS 24, 48 E 72 H DE CULTIVO
CELULAR NA PRESENCA DE LIPOPOLISSACARIDEO (LPS). A: APOS 1 SEMANA DE
SUPLEMENTACAO DIARIA; B: APOS 2 SEMANAS; C: APOS 6 SEMANAS; E D: APOS 7
SEMANAS. @ P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO NS; P P<0,001 EM RELACAO AOS GRUPOS 1,2
E 4 G/KG; ¢ P<0,01 EM RELACAO AOS GRUPOS 2 E 4 G/KG; ¢ P<0,05 EM RELACAO AO
GRUPO 4 G/KG; © P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO 5 G/KG; * P<0,05 EM RELACAO AO
RESPECTIVO GRUPO APOS 24 H DE CULTIVO; * P<0,05 EM RELACAO AO RESPECTIVO
GRUPO APOS 48 H DE CULTIVO. 24, 48 e 72 REFEREM-SE AS HORAS DE INCUBACAO E
RESPECTIVA LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO.
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4.2  CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS DE TIMO

Linfocitos obtidos do timo dos animais dos diferentes grupos, e mantidos em
cultivo na presenga de ConA (FIGURA 6) apresentaram padrao de proliferagcao
bastante diferente daquele visto para os linfocitos de linfonodos mesentéricos
submetidos ao mesmo estimulo. Uma semana de suplementagcdo com OFT nao
promoveu alteragdes significativas da capacidade proliferativa dos linfocitos de
animais suplementados (grupos 1, 2, 4 e 5 g/kg) em relagéo a dos animais do grupo
NS (p>0,05).

Apés 2 semanas observa-se, ja apos 24 h de cultivo, elevagdo da
proliferacéo de linfocitos de animais do grupo 1 g/kg em relagdo a NS, apesar de
nao significativa (p=0,1862), proliferagdo esta que reduz apés 48 e 72 h (p<0,05).
O grupo 5 g/kg apresenta redugao da proliferacédo apds 72 h de cultivo em relagéo
ao mesmo grupo apos 24 h (p<0,05).

Apods 6 semanas de suplementacdo nao foram observadas alteracbes na
capacidade proliferativa linfocitaria, exceto pela elevacéo registrada para o grupo
2g/kg apos 48h de cultivo em relagdo ao mesmo grupo apos 24 h (p<0,05).

Sete semanas de suplementagao foram capazes de mudar drasticamente o
padrao de resposta das células, havendo redugdo acentuada da proliferacao
linfocitaria dos grupos suplementados (grupos 1, 2, 4 e 5 g/kg) em relagdo ao grupo
NS, apos 24 e 72 h de cultivo na presenga de ConA (p>0,05). Apds 48 h de cultivo,
entretanto, esta redugao nao foi observada (p>0,05), mas sim uma tendéncia da
proliferagéo linfocitaria dos grupos suplementados (1, 2, 4 e 5 g/kg) de alcangar a

proliferacéo observada para o grupo NS.
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FIGURA 7: CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS OBTIDOS DE TIMO, DADA PELA
% DE REDUGAO DE ALAMAR BLUE®, DOS GRUPOS 1 G/KG (SUPLEMENTADO COM 1G DE
OFT/KG DE PESO CORPOREO), 2 G/KG, 4 G/KG E 5 GKG, EM RELAGAO AO GRUPO NAO
SUPLEMENTADO (NS), APOS 24, 48 E 72 H DE CULTIVO CELULAR NA PRESENGA DE
CONCANAVALINA A (CONA). A: APOS 1 SEMANA DE SUPLEMENTAGAO DIARIA; B: APOS 2
SEMANAS; C: APOS 6 SEMANAS:; E D: APOS7 SEMANAS. 2 P<0,05 EM RELAGCAO AO GRUPO
NS; ¢ P<0,05 EM RELAGAO AO GRUPO 4 G/KG; ¢ P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO 5 G/KG; *
P<0,05 EM RELAGAO AO RESPECTIVO GRUPO APOS 24 H DE CULTIVO; "P<0,05 EM
RELACAO AO RESPECTIVO GRUPO APOS 48 H DE CULTIVO. 24, 48 e 72 REFEREM-SE AS
HORAS DE INCUBAGAO E RESPECTIVA LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO.
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Células obtidas do timo de animais suplementados durante 1 semana (Figura
7) apresentaram maior capacidade proliferativa em relagédo ao grupo NS apenas
apos 72 horas de cultivo com LPS (grupos 1 e 5 g/kg; p<0,05). O grupo 1 g/kg
apresentou maior proliferagdo apos 72 h em relagdo ao mesmo grupo cultivado por
24 h (p<0,05), e o grupo 5 g/kg apresentou valores superiores aos encontrados
para 0 mesmo grupo apoés 24 e 48 h (p<0,05). Em todos os periodos de cultivo (24,
48 e 72h), o grupo 4 g/kg apresentou menor capacidade proliferativa que os grupos
2 e 5 g/kg.

Apds 2 semanas de suplementacdo, a capacidade de proliferacdo dos
linfocitos apresentou-se bastante elevada depois de 48 h na presenca de LPS. Este
aumento n&o foi observado apos outros periodos de suplementacéo.

Apods 6 semanas de suplementacao, nao foram observadas alteragdes entre

0s grupos exceto pelo aumento da proliferacdo, porém nao significativo,
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apresentado pelas células do grupo 2g/kg apos 48 h de cultivo com LPS, em relagao
ao grupo NS (p>0,05).

Apos 7 semanas de suplementacdo, as células de animais suplementados
de todos os grupos apresentaram redugado na capacidade proliferativa apds 24 e
72 h de cultivo com mitégeno. Apds 48h, no entanto, os linfocitos de grupos
suplementados apresentaram proliferagdo semelhante a observada para o grupo
NS.

FIGURA 8: CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS OBTIDOS DE TIMO, DADA PELA
% DE REDUGAO DE ALAMAR BLUE®, DOS GRUPOS 1 G/KG (SUPLEMENTADO COM 1 G DE
OFT/KG DE PESO CORPOREO), 2 G/KG, 4 G/KG E 5 GKG, EM RELACAO AO GRUPO NAO
SUPLEMENTADO (NS), APOS 24, 48 E 72 H DE CULTIVO CELULAR NA PRESENGCA
LIPOPOLISSACARIDEO (LPS). 24, 48 e 72 REFEREM-SE AS HORAS DE INCUBAGAO E
RESPECTIVA LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO.
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4.3 AVALIACAO DA INCORPORACAO DE ALQUILGLICEROIS EM TIMO E
LINFONODOS MESENTERICOS

Apods suplementagcdo com diferentes concentracdes e periodos de tempo
com oleo de figado de tubarédo, foram coletados timo e linfonodos mesentéricos. A
Figura 10 apresenta cromatograma obtido apos extracdo lipidica, metandlise e
acetilagao do 6leo de figado de tubaréo, que serviu como padréo para identificagao
e quantificagdo dos alquilglicerdis nos tecidos coletados. Os picos registrados em
diferentes tempos de retencao (A) referem-se a diferentes moléculas de natureza
lipidica, dentre as quais estao os diferentes alquilglicerdis. Apds fragmentagao das
moléculas, os espectros de massa (B) foram gerados para que a identificagdo dos

alquilglicerdis fosse realizada.

FIGURA 9: CROMATOGRAMA (A) GERADO EM CROMATOGRAFO GASOSO, E ESPECTRO
DE MASSA (B) OBTIDOS A PARTIR DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO APOS EXTRACAO
LIPIDICA, METANOLISE E ACETILAGAO. A IDENTIFICAGAO DOS ALQUILGLICEROIS E
REALIZADA PELA PRESENCA DOS FRAGMENTOS 117 (REFERENTE AO GLICEROL) E 159
(REFERENTE AO GLICEROL ACETILADO).
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A TABELA 1 apresentam a porcentagem de AKG identificados e
quantificados a partir de linfonodos mesentéricos de animais dos diferentes grupos.
Apesar de os valores apresentados terem sido obtidos de somente um animal por
grupo, é possivel observar que a quantidade de AKG aumenta em relagdo ao
animal ndo suplementado apds 6 semanas de suplementacgao, e ndo para todos os
grupos. Apds 7 semanas de suplementagao foi observada a maior porcentagem de

AKG em relagéo ao grupo NS.

TABELA 1: AUMENTO DA CONCENTRAGAO DE ALQUILGLICEROIS (%) OBTIDOS DE
LINFONODOS MESENTERICOS DE ANIMAIS SUPLEMENTADOS DURANTE DIFERENTES
PERIODOS DE TEMPO COM 1, 2, 4 E 5 G/KG DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO, EM
RELAGAO AO GRUPO NAO-SUPLEMENTADO (NS).

Grupos
1 g/kg 2 g/kg 4 g/kg 5 g/kg
Semana 1 0 0 0 0
Semana 2 0 0 0 0
Semana 6 25% 4% 0 0
Semana 7 5% 213% 0 187%

Os valores apresentados referem-se a porcentagem de alquilglicerdis identificados e

quantificados no érgao (linfonodos mesentéricos) de um animal por grupo.

Em relagdo ao timo (TABELA 2) observou-se que a porcentagem de AKG foi
mais elevada nos animais suplementados em relagdo ao grupo NS ja apos 1
semana de suplementagcdo, sendo que apds 2 semanas todos o0s grupos

suplementados apresentados valores positivos.
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TABELA 2: AUMENTO DA CONCENTRAGAO DE ALQUILGLICEROIS (%) OBTIDOS DE TIMO
DE ANIMAIS SUPLEMENTADOS DURANTE DIFERENTES PERiOQOS DE TEMPO COM 1, 2, 4
E 5 G/KG DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO, EM RELACAO AO GRUPO NAO-

SUPLEMENTADO (NS).
Grupos
1 g/kg 2 g/kg 4 g/kg 5 g/kg
Semana 1 0 18% 0 131%
Semana 2 16% 40% 68% 7%
Semana 6 0 0 0 78%
Semana 7 53% 6% 0 0

Os valores apresentados referem-se a porcentagem de alquilglicerdis identificados e
quantificados no érgao (timo) de um animal por grupo.
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4.4 MASSA DOS ANIMAIS

A evolugdo de massa corporal dos animais durante o periodo de
experimentacao esta apresentada na Figura 10. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados, ou seja, mesmo os
animais que receberam a maior dose de OFT (5 g/kg) néo tiveram alteracédo de
massa corporea. A variagao de peso para esta idade (animais de 90 dias) ocorreu
dentro dos parametros de referéncia para animais de laboratério (HAYAKAWA,
2001).

FIGURA 10. EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NS

(NAO SUPLEMENTADO), 1 G/KG (SUPLEMENTADO COM 1 G/KG P.C.), 2 G/KG

(SUPLEMENTADO COM 2G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADO COM 4 G/KG P.C.), E 5 G/KG
(SUPLEMENTADO COM 5 G/KG P.C.) DURANTE 40 DIAS DE SUPLEMENTACAO — (n-60)
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45 MASSA DE ORGAOS

Figado, tecido adiposo mesentérico e musculo séleo dos animais foram
avaliados. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos em nenhum parametro
avaliado.

FIGURA 11: MASSA DO FiIGADO (G) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NS (CONTROLE, SEM
SUPLEMENTAGCAO), 1 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 1 G/KG P.C.), 2 G/KG

(SUPLEMENTADOS COM 2 G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 4 G/IKG P.C.),E5
G/KG (SUPLEMENTADOS COM 5 G/KG P.C.), (n-60).
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FIGURA 12: MASSA DE TECIDO ADIPOSO MESENTERICO (G) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS

NS (CONTROLE, SEM SUPLEMENTACAO), 1 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 1 G/KG P.C.), 2

G/KG (SUPLEMENTADOS COM 2 G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 4 G/KG P.C.),
E 5 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 5 G/KG P.C.), (n-60).
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FIGURA 13: MASSA DO MUSCULO SOLEO (G) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NS (CONTROLE,
SEM SUPLEMENTACAO), 1 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 1 G/KG P.C.), 2 G/KG
(SUPLEMENTADOS COM 2 G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 4 G/KG P.C.), E 5
G/KG (SUPLEMENTADOS COM 5 G/KG P.C.), (n-60).
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4.6 HEMATOCRITO E HEMOGLOBINA

Os valores encontrados estdo dentro dos parametros de referéncia para
animais de laboratério (HAYAKAWA, 2001), e ndo apresentaram significancia

estatistica entre os grupos.

FIGURA 14: HEMATOCRITO (%) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NS (CONTROLE, SEM
SUPLEMENTAGAO), 1 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 1 G/KG P.C.), 2 G/KG
(SUPLEMENTADOS COM 2 G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 4 G/KG P.C.), E 5
GIKG (SUPLEMENTADOS COM 5 G/KG P.C.), (n-60).
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FIGURA 15: HEMOGLOBINA (g/dL) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NS (CONTROLE,
SEM SUPLEMENTAGAO), 1 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 1 G/KG P.C.), 2 G/KG
(SUPLEMENTADOS COM 2 G/KG P.C.), 4 G/KG (SUPLEMENTADOS COM 4 G/KG P.C.), E 5
G/KG (SUPLEMENTADOS COM 5 G/KG P.C.), (n-60).
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5 DISCUSSAO

A suplementagao com OFT pode modular as respostas imunes aumentando
a proliferagao e maturacgao de linfocitos (QIAN et al, 2014). No entanto os estudos
envolvendo OFT e fungao linfocitaria utilizam diferentes doses de OFT e diferentes
tempos de suplementagao, ndo havendo pesquisas na area que avaliem o efeito
da dose e do tempo sobre a resposta dos linfécitos em um mesmo protocolo
experimental. Neste sentido, um dos objetivos deste trabalho foi investigar se a
capacidade proliferativa de linfocitos de 6rgéos linfoides (linfonodos mesentéricos
e timo) poderia ser alterada dependendo da dose de OFT utilizada e do tempo de
suplementagao, considerando que a literatura sugere ser este um importante dado
a ser pesquisado (BLANK et al, 1991). Os resultados aqui apresentados
demonstram que sim, no entanto a influéncia da dose e do tempo ndo se da de
forma linear, ou seja, nem sempre a maior dose ou o0 maior tempo de
suplementacgao levaram a maior proliferagcao. Foi possivel observar que linfécitos
de linfonodos mesentéricos apresentam resposta proliferativa diferente da resposta
dos linfécitos do timo, e que linfocitos T (estimulados com ConA) e B (estimulados
com LPS) também respondem de forma diferente a dose e ao tempo de
suplementagdo. Ao investigar a incorporacdo de AKG nos tecidos linfoides
estudados, foi possivel observar em um primeiro momento que a incorporacao de
AKG nos tecidos linfoides ndo se da de forma dose e tempo dependente, e que o
aumento da proliferacao linfocitaria ndo esta relacionado diretamente a
incorporagao de AKG nesses tecidos. As diferentes doses de OFT e os diferentes
tempos de suplementagao nao interferiram no hematdcrito e na concentragao de
hemoglobina dos individuos, nem mesmo em sua massa corpdérea, massa do
figado e do tecido adiposo mesentérico.

Os linfécitos T e B sdo os componentes primarios da resposta imunoldgica
adaptativa, sendo a determinacdo da resposta proliferativa de linfécitos sob
estimulagdo com varios mitdgenos ex vivo um ensaio ja bem estabelecido para
determinar esta capacidade funcional. Na investigacdo da proliferagdo dos
linfocitos de timo e linfonodos mesentéricos demonstramos que a proliferagao
sofreu alteragdes variadas conforme doses e tempos de suplementacao, sob os

estimulos de ConA e LPS.
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A proliferacao linfocitaria de linfonodos mesentéricos estimulada com ConA
(FIGURA 6) mostra elevacéo significativa de grupos suplementados (1, 2 e 4 g/kg)
em relacao ao grupo NS apés 1 e 6 semanas de suplementacao, sendo que apoés
2 semanas nao houve diferenga alguma entre os grupos, e apdés 7 semanas as
diferencas foram muito sutis. Fica evidente, especialmente apdés 1 e 6 semanas,
que a dose de 5g/kg de OFT atua reduzindo a proliferagdo celular. Estes dados
revelam que o aumento da disponibilidade de OFT e seus componentes,
especialmente AKG, nao determina necessariamente o aumento da atividade
celular, o mesmo valendo para o tempo de suplementagcdo. Quando sao
comparados os resultados obtidos da estimulagdo com ConA (mitégeno de
linfécitos T, FIGURA 6) e da estimulagdo com LPS (mitégeno de linfécitos B,
FIGURA 7), observa-se que ha diferengas e semelhancgas nas respostas celulares
de linfécitos T e B submetidos as mesmas condi¢gdes (doses e tempos de
suplementacao). Apos 1 semana de suplementagao, os linfécitos estimulados com
ConA dos grupos 1, 2 e 4g/kg apresentaram elevagao da proliferagao em relagéao
ao grupo nao suplementado (NS), e redugdo no grupo 5g/kg (FIGURA 6). Ao
contrario, quando estimulados com LPS, os linfocitos dos grupos 2 e 4g/kg
apresentaram tendéncia a reducdo da proliferacdo em relagdo ao grupo NS
(FIGURA 7). Em ambos os casos, entretanto, apos 1 semana de suplementagao, o
grupo que recebeu a maior dose de OFT, grupo 5g/kg, apresentou proliferagao
inferior. Apés 2 semanas (FIGURAS 6 e 7), ndo houve respostas diferentes dos
linfécitos estimulados com ConA, enquanto os estimulados com LPS do grupo
5g/kg apresentaram tendéncia a elevagado da proliferacdo. Apdés 6 semanas
(FIGURAS 6 e 7), nota-se que, tanto linfocitos estimulados com ConA quanto com
LPS apresentaram elevacgéo ou tendéncia a elevagao na proliferagao linfocitaria do
grupo 2g/kg, e o grupo 5g/kg foi o que mostrou menor proliferagdo linfocitaria sob
os dois estimulos. Apds 7 semanas (FIGURAS 6 e 7), linfocitos do grupo 4g/kg
apresentaram redugao ou tendéncia a reducao da proliferagao. Estes resultados
sugerem que linfocitos T e B respondem de forma diferente a suplementagao com
OFT, especialmente em periodos curtos de suplementacéo (1 e 2 semanas).

Ha na literatura relatos de diferentes influéncias promovidas pelo mesmo
composto sobre linfécitos T e B. Um exemplo é o trabalho de Camps-Bossacoma
et al. (2017) que observaram que a suplementagcdo de animais com cacau,

promoveu estimulo da proliferacdo de linfécitos T, e reducdo da producdo de
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anticorpos por linfocitos B. Outro exemplo € o trabalho de Cerqueira et al (2004)
que demonstrou diferenga de resposta a mitégeno de linfécitos T e B tratados com
diterpenos de Plectranthus grandidentatus, in vitro.

A proliferagéo de linfécitos do timo, estimulada com ConA (FIGURA 8)
mostra uma tendéncia de elevagao do grupo suplementado com 5 g/kg em relagéo
ao grupo NS apos 1 semana de suplementagdo. Apos 2 semanas foram
observados os maiores valores de proliferagao dos linfocitos apds 24h de cultivo.
Depois de 7 semanas houve um decréscimo significativo da proliferacdo de
linfécitos de animais suplementados (grupos 1, 2, 4 e 5g/kg), apds 24 e 72h de
cultivo celular. Demonstra-se novamente que o aumento da disponibilidade de OFT
e seus componentes, especialmente AKG, ndao determina necessariamente o
aumento da atividade celular, sendo menos significativo ainda o tempo de
suplementagdo. Comparando-se os resultados obtidos da estimulagédo com ConA
(mitdgeno de linfocitos T, FIGURA 8) e da estimulagdo com LPS (mitégeno de
linfécitos B, FIGURA 9), observa-se que apés 1 semana de suplementagao, apenas
os linfécitos estimulados com ConA do grupo 4g/kg apresentam redugdo da
proliferagdo em relagdo ao grupo 5g/kg apds 24 e 72h de cultivo (FIGURA 8). Ao
contrario, quando estimulados com LPS, os linfocitos dos grupos 1, 2 e 5g/kg
apresentaram tendéncia ao aumento da proliferagcdo em relagdo ao grupo NS
(FIGURA 9). Apos 2 semanas (FIGURAS 8 e 9), linfocitos estimulados com ConA
e com LPS apresentaram os maiores valores de proliferagcdo (% de redugao de
Alamar Blue préxima de 150 para varios grupos experimentais). Apos 6 e 7
semanas (FIGURAS 8 e 9), é possivel observar que a proliferagao estimulada com
ConA e com LPS segue um perfil de resposta bastante semelhante, sendo que
apos 7 semanas € observada redugao da proliferagdo nos grupos suplementados.
Os resultados obtidos a partir de linfocitos do timo sugerem que periodos curtos de
suplementagao (1 e 2 semanas) promovem respostas diferentes para linfocitos T e
B, da mesma forma que foi observado para linfécitos dos linfonodos mesentéricos.

Analisando os dados obtidos a partir de tecidos linféides primario (timo) e
secundario (linfonodos), observamos que ha diferenga no padrao de resposta. Os
linfocitos de linfonodos de grupos suplementados, de forma geral, apresentaram
resposta mais precoce sob estimulo de mitdégeno (apds 24h de cultivo) depois de 6

semanas de suplementacédo (FIGURAS 6 e 7). Ja os linfécitos de timo de grupos
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suplementados responderam mais precocemente ao estimulo apds 2 semanas de
suplementagao.

A dindmica das populagdes celulares em varios 6rgaos linféides reflete os
perfis diferentes da resposta imune adaptativa que conduz as flutuagées no numero
e subpopulagdes dos linfécitos em tecidos distintos do sistema imunoldgico
(MORROT et al, 2012).

O timo e os linfonodos mesentéricos apresentam diferente organizacao
celular. Os linfonodos sdo 6rgaos altamente complexos com varios elementos
estromais formando uma estrutura que acomoda varias células mieloides e
linfoides. As quimiocinas, as citocinas e as moléculas de adesao presentes no
estroma dos linfonodos criam microambientes que ancoram diferentes populagdes
de leucdcitos. Nos linfonodos, macréfagos e linfocitos ficam estrategicamente
organizados, e esta microarquitetura impede que patdgenos ali retidos se espalhem
pelo corpo, bem como permite que antigenos detectados nos tecidos sejam
eficientemente apresentados para linfécitos T naive ou haja rapida reativagao de
células de memodria. Uma caracteristica marcante dos linfocitos dos linfonodos é
sua capacidade de ora estarem presentes neste 6rgéo linfoide, ora na circulagao
(GASTEIGER et al, 2016).

O timo é um érgao com microambiente particular que induz a diferenciagao
e garante a sobrevivéncia de linfoécitos T antigeno-especificos, bem como libera
estas células para a periferia (MIGNINI et al, 2014). Cabe ressaltar que linfocitos B
no timo correspondem a uma populagao particular, uma vez que este 6rgao linfoide
primario é responsavel pelo desenvolvimento e sele¢do de linfécitos T. Os linfécitos
B presentes no timo residem na juncao cortico-medular, sdo fenotipicamente
diferentes dos linfécitos B presentes na periferia. Ha evidéncias de que os linfocitos
B timicos participem da sele¢do negativa de linfécitos T neste 6rgado (PERERA &
HUANG, 2015).

No presente trabalho, para a obtengao dos linfécitos T e B, timo e linfonodos
mesentéricos foram macerados e esta organizagao particular de cada um dos
orgaos linfoides foi perdida. Portanto, o comportamento proliferativo dos linfocitos
T e B sob estimulo de mitégeno ex vivo nao sofreu influéncia desta organizacao
celular. No entanto, os AKG presentes no OFT foram disponibilizados para as
células enquanto ainda estavam organizadas no microambiente linfoide, e néo

temos como saber, pelo menos por ora, se a capacidade de incorporacao de AKG
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por células estromais, linfoides e mieloides presentes em timo e em linfonodo é a
mesma. Este fato poderia explicar em parte porque linfocitos de timo e linfonodos
apresentaram diferengas na capacidade proliferativa quando submetidos a uma
mesma dose e tempo de suplementacao.

Por outro lado, tem que ser considerado o fato de que linfocitos de diferentes
orgaos linfoides apresentam estado de diferenciagdo particular, e portanto,
maquinaria proteica intracelular diferente, para responder a uma mesma carga de
AKG incorporados nas suas membranas. No timo encontramos células
progenitoras capazes de responder mais a ativacdo da maturagdo para
diferenciagdo em linfocitos T, enquanto a capacidade proliferativa esta reduzida
para células do tipo B (PERERA & HUANG, 2015).

Cerqueira et al (2004) demonstrou que o sinal proliferativo em linfocitos é
gerado por membros de uma familia de proteinas tirosina quinases que catalisam
a fosforilacdo de substratos celulares, e estes por sua vez, levam a proliferagao de
células T, sendo que a fosforilacdo da tirosina também incorre na ativagao de
linfécitos B mas em menor intensidade. A expressao de interleucinas, que é um
componente essencial na ativagao e manutencao da proliferacdo de células T, com
a adigao de estimulantes (ConA) promove respostas variadas em timo e linfonodos
mesentéricos provavelmente pela expressao destas proteinas, que no timo e
linfonodos, associado aos receptores de membrana, € maior nos linfocitos do tipo
T.

GASTEIGER et al (2016) em seu estudo cita que a capacidade aumentada
de proliferagao de células T em linfonodos mesentéricos esta diretamente ligada a
sua capacidade de perceber a presenga de antigenos em constante circulagéo no
sistema linfatico e sanguineo. Isso difere da forma como ocorre a maturagao e
proliferacao linfocitaria no timo, onde os linfécitos T mantém sua ativagao pela agao
de timosina (PERERA & HUANG, 2015) além de interleucinas. Nos linfonodos, os
linfécitos T migram para o cortex para estimular linfécitos B que sao responsaveis
por diferenciar-se em células plasmaticas para a producao efetiva de anticorpos,
estimulada pela exposi¢cédo ao antigeno.

Estas informagdes obtidas da literatura demonstraram que, de fato, as
respostas de linfocitos T e B, bem como as respostas de linfécitos de linfonodos

mesentéricos e de timo podem ser diferentes, o que justifica as diferentes respostas
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obtidas no presente estudo sob influéncia da suplementacdo com OFT em
diferentes doses e tempos de duracéo.

A hipoétese inicial deste trabalho era encontrar capacidade proliferativa
crescente dos linfécitos a medida que fossem aumentados dose e tempo de
suplementagado. Esta hipotese fundamentou-se na informacao prévia de outros
estudos de que AKG se incorporam na membrana das células e assim servem
como substratos para geracdo de sinais intracelulares capazes de comandar o
metabolismo, incluindo a proliferacdo. Nao foi o observado, em parte porque, como
mencionado acima, diferentes populagdes linfocitarias apresentam estados
diferenciados especificos que levam a respostas especificas, mesmo que
submetidas a maior disponibilidade de AKG.

Além disso, os resultados iniciais aqui demonstrados obtidos por
cromatografia gasosa dos extratos lipidicos de timo e linfonodos mesentéricos
revelam que nao ha efeito claro dose-dependente ou tempo-dependente sobre a
incorporacao de AKG. As TABELAS 1 e 2, quando comparadas, demonstram que
nos linfonodos, 7 semanas de suplementagao promoveram maior incorporacao de
AKG pelos linfocitos nas doses 2 e 5 g/kg, enquanto no timo as mesmas doses
administradas por 7 semanas ndo promoveram o mesmo grau de incorporagao,
sugerindo que a incorporagédo de AKG néo se da da mesma forma em &rgéos
linfoides diferentes.

Nos linfonodos mesentéricos a suplementagao por 7 semanas demonstra
maior incorporagao de AKG nas doses de 2 e 5g/kg, e reduz significativamente com
6 semanas nestas mesmas doses. Com 1 e 2 semanas de suplementacdo os
valores incorporados no tecido sdo menores ainda. Estes dados preliminares
parecem indicar que ha maior tendéncia a incorporagao com o aumento do tempo
de suplementagdo. As doses de 2 e 5g/kg ap6s 7 semanas promoveram O maior
valor de incorporagdo nos linfonodos, mas esses resultados comparados aos
resultados de proliferacdao (FIGURAS 7 e 8) indicam que essa maior incorporagao
nao resultou em maior capacidade proliferativa. Inversamente no timo, os maiores
valores de incorporagdo de AKG foram encontrados na dose de 5g/kg, apos 1,4 e
6 semanas de suplementacdo. Assim como observado para os linfécitos de
linfonodos, a maior incorporagao de AKG nao promoveu aumento da capacidade
proliferativa de linfocitos de timo do grupo 5g/kg apds 6 semanas de suplementagéo

(observar FIGURAS 9 e 10). No entanto, apdés 1 semana de suplementagao, o



47

grupo 5 g/kg apresentou tendéncia ao aumento da proliferacdo (FIGURA 9 e 10) e
efetivo aumento da proliferagéo linfocitaria (FIGURA 10, 72 h).

Tomados juntos esses dados sugerem que a incorporacdo de AKG em
linfocitos de linfonodos mesentéricos sofre maior influéncia do tempo de
suplementagao, enquanto que a incorporacdo em linfécitos do timo sofre maior
influéncia da dose administrada. Ainda, em linfocitos do timo a maior incorporagao
de AKG esta relacionada com a maior tendéncia a aumento de proliferagao
linfocitaria, enquanto em linfécitos de linfonodos mesentéricos néo foi possivel
observar esta relacdo. Sao necessarios mais dados de GC-MS para a confirmacao
destes dados, e as pesquisas deste trabalho continuarao.

Observa-se a diversidade de comportamento das varias populagoes
linfocitarias, sugerindo que a incorporagéao de lipidios na formagado das membranas
e a sua biodisponibilidade é diferente em 6rgaos linfoides primarios e secundarios.
Ha poucos dados na literatura que demonstram incorporacéo de AKG em tecidos,
e particularmente em relacdo aos tecidos linfoides ndo temos conhecimento de
trabalho a respeito. Weber (1985) demonstrou por espectrometria gasosa que
intestino e figado possuem maior incorporagéo de rac-1-0-[1'-'“C] dodecylglycerol
apos suplementagao com este AKG comparados a outros tecidos corporais. DAS
et al (1988) demonstrou que apds a suplementacédo com AKG (heptadecilglicerol)
varios tecidos incorporam, em distintas populagdes celulares (rim, cérebro,
coracgao, figado, pulmao, testiculos) éteres lipidicos em suas membranas em
quantidades variaveis, sendo estas variagdes dependentes da existéncia de uma
situagao patoldgica ou ndo.

Sobre a avaliagdo hematologica, hematdcrito e hemoglobina costumam
apresentar incremento nos valores basais em situagdes patoldégicas, mas em
homeostasia os valores apresentam-se dentro da faixa de referéncia (ANADON et
al, 2010). O interesse em avaliar hematocrito e hemoglobina apds suplementagao
com OFT foi porque estudos anteriores relataram que a suplementacdo com
heptadecilglicerol (2% adicionados a racdo de camundongos; DAS et al, 1988) e
com OFT (32 mg/dia em porcas gestantes e lactantes, MITRE et al, 2005) possuia
propriedades estimulantes hematopoiéticas. No presente trabalho, os valores
encontrados mantiveram-se dentro da faixa de referéncia para ratos Wistar
(HAYAKAWA, 2001), mesmo apos alta dose (5 g/Kg) e elevado tempo de
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suplementacgao (7 semanas). Ha que se considerar que nos dois estudos citados
(DAS et al, 1988 e MITRE et al, 2005) outras metodologias foram adotadas.

Em relacdo a massa corporal, ndo houve diferenga estatistica entre grupos,
e mesmo suplementacao cronica de OFT em altas doses nao foi capaz de promover
aumento de peso, corroborando o trabalho de ANADON et al (2010), e indicando
gque mesmo suplementacdo em altas doses nao afeta a massa corporea. Este
resultado também reflete o que foi observado para a massa do figado, do tecido

adiposo e do musculo soéleo, que nao sofreram alteragdo com a suplementacgao.
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6 CONCLUSAO

A suplementagédo com AKG interfere na proliferagao linfocitaria, porém de
maneira diferente em linfécitos T e B, e em cada tecido linféide avaliado (timo e
linfonodos mesentéricos), sem promover elevagdo proporcional da proliferagao
com o aumento da dose e do tempo de suplementacgéo.

Os dados preliminares obtidos por GC-MS mostram que a incorporagao de
AKG em timo parece depender mais da dose do que do tempo de suplementacéo,
e que a incorporacao em linfonodos mesentéricos sofre maior influéncia do tempo
de suplementacgao.

A oferta de AKG em todas as doses e tempos de suplementagéo nao induziu
ganho de massa corporea, apesar da oferta de calorias na forma de lipidios ser
elevada, nem foi capaz de causar alteracbes de massa nos tecidos avaliados
(figado, tecido adiposo mesentérico, musculo soéleo), e alteragdes no hematdcrito e

na dosagem de hemoglobina.
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