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RESUMO

O acido linoléico conjugado, do inglés “Conjugated Linoleic Acid” (CLA) € uma
mistura de isébmeros de posicdo e geomeétricos do &cido linoléico (C18:2 n-6),
comumente encontrado em maiores concentragdes na carne bovina e em produtos
lacteos de ruminantes. Numerosas atividades biol6gicas tém sido atribuidas aos
isémeros C18:2 cis-9, trans-11(c9t11) e ao C18:2 trans-10, cis-12 (t10c12) dentre as
quais destacam-se: propriedades anticarcinogénica, antiaterogénica,
antiobesogénica, incluindo aumento da massa magra em animais, retardo do
aparecimento de diabetes tipo Il e também nas respostas imunes humoral e celular.
O presente trabalho focou na utilizacdo do c9tll na dieta em camundongos da
linhagem BALB/c, avaliando efeitos na resposta imune humoral como a producao
anticorpos especificos para ovalbumina (OVA), bem como a sintese de citocinas e
respostas a hipersensibilidade tardia (HTT). O trabalho mostrou que o CLA na dieta
reduziu efeitos nas respostas de HTT em 24 horas nos animais e estes
apresentaram altos niveis de Ac anti- IgG1 e supressao no perfil Thl de citocinas
como IFN-y e TNF-a. Com base nesses resultados foi possivel perceber que o CLA
foi um importante fator no controle do processo inflamatério do modelo e que seu
uso poderia ser considerado como uma importante intervencdo profilatica para

muitas doencas de natureza inflamatoria.

Palavras-chave: Acido Linoléico Conjugado (CLA), ovabulmina (OVA),
hipersensibilidade tipo tardia (HTT).



ABSTRACT

Conjugated Linoleic Acid (CLA) is a mixture of positional and geometrical isomers of
linoleic acid (C18:2 n-6), commonly found in high concentrations in bovine meat and
lacteous products from ruminants. Numerous biological activities have been
attributed to C18:2 cis-9, trans-11(c9t11l) and C18:2 trans-10, cis-12 (t10c12)
isomers, among which anti-carcinogenic, anti-aterogenic, anti-obesity properties must
be highlighted, including increase of thin mass in animals, delay in type Il diabetes
emergence and also in humoral and cellular immune responses. This work focused
on the use of c9t11 in the diet of BALB/c mice, evaluating effects on humoral immune
response by means of production of ovalbumin (OVA) specific antibodies, cytokine
production and responses to delayed type hypersensitivity (DTH). The results
showed that using CLA in the diet of BALB/c mice decreased effects on DTH
responses in a 24h period after animals had been challenged. They exhibited high
levels of Ab anti-lgG1 and suppression of Thl profile cytokines such as IFN-y and
TNF-a. Based on these results, it was possible to say that CLA was an important
factor of control in the inflammatory process of the model and that its use could be
considered as an important prophylactic intervention for many diseases of

inflammatory nature.

Keywords: Conjugated Linoleic Acid (CLA); ovalbumin (OVA); Delayed Type
Hypersensitivity (DTH).



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica do acido linoléico cis-9, cis-12 (A) e dos seus
isdmeros conjugados CLA cis-9, trans-11 (c9t11) (B) e CLA trans
IO o] S 2 () PRSP
Rotas metabdlicas para a formacéao de isbmeros de CLA a partir

dos acidos oléico, linoléico e a-liNOIENICO .....ccevvveeeeeeeeeee,

Vias 1 e 2 de sintese do CLA c9t11 nos ruminantes e a

incorporacdo dos isdmeros na gordura do leite e na carne (A)

Resumo esquemaético das vias de producao do CLA no leite

(S PRSPPI

A resposta imune na HTT a ovalbumina
(O XY TR PRSPPI

Resultados patoldgicos e protetores da imunidade mediada por

[o7=) [0 ] F= 1<

Resumo cronoldgico do modelo de HTT a OVA ....cccceeeieeeeeeeeeeee,

Peso dos camundongos durante as 4 semanas de dieta (A).
Consumo de dieta pelos grupos experimentais (B), * P<0,05
guando compara-se (Controle/ HTT com HTT-MC/ HTT-

Reacdo da Hipersensibilidade tipo Tardia (HTT) a OVA. A
espessura do coxim plantar dos camundongos foi medida 24
horas apos o desafio com OVA. * P<0,05 quando compara-se
HTT-MC com HTT e ** P< 0,001 quando compara-se HTT-CLA

18

22

23

24

28

29

43

48



Figura 9

Figura 10

Niveis séricos de IgG Total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C). O soro dos
animais foram avaliados quanto a presenca dos anti-corpos IgG
total, IgG1 e 1gG2a anti-OVA apos 8 dias da imunizacao.* P<0,05
guando compra-se ao grupo HTT. ** P<0,001 quando compara-se

0 GIUPO HT T e e eeeas

Niveis de citocinas como (A) TNF-qa, (B) IL-10, (C) TGF-B e (D)
IFN-y, IL-10 avaliados por ELISA ap6s 8 dias de imunizacdo com
OVA . * P<0,05 quando compara-se HTT com HTT-MC e HTT
COM HT T-CLA e e

51



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Concentracao de acido linoléico conjugado (CLA) no leite, em

Produtos |ACtEOS € CAINES.......c.uuuiiiiieiiiiiiiie e

Classificacao das diversas respostas de hipersensibilidades.........

Componentes e suas concentracdes na massa total das racoes

para 0s grupos manteiga testados.............covvveviiiiiiiiiiiii e

Composicéo das racgdes industrializadas. Nuvilab CR-1 (Nuvital
NULHENIES S/A). ..o

Grupos experimentais. Tipo de tratamento e dieta oferecida............

Perfil de 4cidos graxos nas amostras de peletes e manteigas.......



AcC

AG

AL

BSA

cotll

CAAs

CFA

CLA

DTH

GM-CSF

H-2Ab°

HTT

IFN-y

Igs

IL-1 Ra

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anticorpo

Acidos Graxos

Acido Linoléico

Albumina de soro bovino

Isbmero cis-9 trans-11 do CLA

Células apresentadoras de Antigenos

Adjuvante de Freund completo

Acido Linoléico Conjugado

Do inglés- “Delayed Type Hypersensitivity”

Do inglés — " Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Molécula do MHC classe I

Hipersensibilidade Tipo Tardia

Interferon gama — Citocina de perfil Thl

Imunoglobulinas

Interleucina

Antagonista para o receptor de IL-1



MC
MRNA

OVA

PBS

PBST

PPARy

PUFAs

t10c12

TGF-B
Th

TLR

TNF-a

TVA

TCR

Manteiga comum

RNA mensageiro

Ovalbumina

“Phosphate Buffered Saline”, Solugdo de Tampao Fosfato
PBS-Tween 20

Do inglés — “PEROXISOME PROLIFERATOR ACTIVATED
RECEPTOR GAMMA” — receptores nucleares

Do inglés — “Poly Unsaturated Fatty Acids” — Acidos Graxos
polinsaturados

Isbmero trans-10 cis-12 do CLA

Fator de crescimento tumoral beta — citocina imunoregulatoria

T-helper

Do inglés — “Toll Like r Receptor”

Fator de Necrose Tumoral — citocina de perfil Thl

Do inglés — “Trans-Vaccenic Acid ou Acido trans vacénico

Do inglés — “ T cell's Receptor” — Receptor da Célula T

Enzima Delta- 9 dessaturase



SUMARIO

L IUSTIFICATIVA oottt e e e e s e e e e e e anr e eaeeeennnes
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt
2.1 Acido Linoléico Conjugado (CLA) ......ccceeeeeieeeeceeeie et ee e
2.1.1 Consideracdes gerais sobre 0S acidos graxos ..........cccceevvvvvevnnns
2.1.2 Caracteristicas gerais do CLA ..........oiiiiiiiiii e,
2.1.3 Fontes alimentares de CLA e fatores que influenciam sua
distribuiGao NOS AlIMENTOS ........cooiiii e
2.1.4 ProduGao de CLA ...
2.2 Reacdes de Hipersensibilidade Tardia ...........cccoeeeeeeviiiiiiviiiieiiicen,
2.2.1 Consideragdes gerais sobre as reagdes de hipersensibilidade
O TIPO TANAIA ..t
2.2.2 Reac0es de hipersensibilidade tipo tardia (HTT) ......coovvvvvvvvinnnnns
2.3 Efeitos da dietarica em acidos graxos nas respostas
IMUNOIOQICAS .eeiiieiiiiieiiee ettt e e e et e e e e e eab e e e e s ennnneeeeaeeas
S OBUIETIVOS ..ot e e
3.1 OBIETIVO GERAL .ottt e e
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooeoveceeeeeeee et
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt
2t N 011 0 = 1
4.2 PreparaGao das AITAS ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieii e
4.3 Andlise do perfil de Acidos Graxos nas amostras das racdes por
Cromatografia GaS0SaA.........coevvviiiiiiiiiicie et
4.4 Delineamento EXPerimental ...
4.4.1 Grupos experimentais e tratamentos ...........cccccvvvveeiiiieieeeeeeeennenens
4.4.2 Inducdo do modelo de HTT A OVA ...
4.4.3 Medida da espessura das Patas .........cccceeeeeeieviiiiiiieeeeeeiie e,
4.4.4 Obtencgéo de material biolOQICO ........ccoevveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e,
4.4.5 Deteccgéo de anticorpo especifico para OVA no soro ..................
4.4.6 Dosagem de citocinas no sobrenadante do homogenato do

COXIM PIANTAT .vvvieee e e e



4.4.7 ANALISES S atiStICAS. . .eneee e 45

S5 RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e aa s 46
5.1 Analise de acidos graxos e principais precursores do isémero

0 1 5 PN 46

5.2 Peso dos animais e consumo de dieta ........ccoeevvviiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeee 47

5.3 Agéo do CLA sobre o edema dos coxins plantares ...............cccvvveeee. 49

5.4 Acdo do CLA sobre os niveis séricos de IgG total, IgGl e IgG2a

especificapara OVA ... ——————————— 50

5.5 ACAO DO CLA NOS NIVEIS DE CITOCINAS (TNF-q, IFN-y, IL-10 e

LT <) T 52
B DISCUSSAD ..ottt ettt ettt et e ettt eaeatesteeteeeane e, 54
7 CONCLUSAD ..ottt ettt st ae e 59



14

1 JUSTIFICATIVA

O é&cido linoléico conjugado (CLA) consiste num grupo de &cidos graxos
poliinsaturados da familia émega-6 derivados do acido octadecadiendico do acido
linoléico (LA) (18:2n-6), obtidos por processos de biohidrogenacdo incompleta no
rimen e dessaturacdo na glandula mamaria e em outros tecidos ou pela producéo
sintética.

Estudos experimentais empregando modelos animais tornaram evidentes
varias aplicacdes potenciais do CLA para a saude humana. Estes incluiram efeitos
na reducao de gordura corporal; no retardo do aparecimento de diabetes do tipo Il e
da evolugcdo da aterosclerose; no aumento dos processos de mineralizacdo dos
0sso0s; e na modulacdo do sistema imunoldgico, entre outros. Isto resultou em
exponencial aumento da investigacdo relacionada com CLA ao longo dos ultimos
anos, com objetivo de buscar alternativas para melhoria da qualidade de vida da
populacdo mundial.

Estudos tem mostrado que através da manipulacdo da dieta dos ruminantes,
poderia modular o teor de CLA na gordura do leite, e neste caso, os dois isdBmeros
mais estudados sdo o CLA cis-9, trans-11 e o CLA trans-10, cis-12; e mais
recentemente, a possibilidade de purificacdo dos isdmeros do CLA, sugere que 0
isbmero cis-9 trans-11 do CLA possui propriedades modulatérias no sistema imune.

As hipersensibilidades sé@o respostas exageradas do sistema imune a uma
grande variedade de antigenos encontrados no ambiente e podem evoluir com
sintomas leves, até doencas potencialmente letais, como por exemplo, as
anafilaxias, doencas auto-imunes e também patologias desencadeadas por
microorganismos intracelulares. A hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) é uma
reacdo do sistema imune que ocorre geralmente num periodo entre 24 e 48 horas
apos o contato com o antigeno e € caracterizada por intenso infiltrado de mondcitos
e linfocitos T, que apos ativagdo local mediada pelas células apresentadoras de
antigenos (CAA), produzem citocinas como IFN-y que ativam macrofagos,
provocando a inflamacéo local e formagé&o de granulomas.

Algumas das doencas que cursam com a resposta de hipersensibilidade
tardia sdo denominadas granulomatosas, tais como tuberculose, hanseniase, sifilis,

esquistossomose, criptococose, paracoccidioidomicose, entre outras.
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Considerando que as respostas de hipersensibilidade tardia sdo um conjunto
de doencas inflamatorias de natureza local e que o CLA, principalmente o isbmero
c9tll, apresenta grande potencial imunomodulatério, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a acdo deste acido graxo sobre o quadro da hipersensibilidade do tipo

tardia, mimetizado em modelo murino & ovalbumina (OVA).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acido Linoléico Conjugado (CLA)

2.1.1 Consideracfes gerais sobre os acidos graxos

Os acidos graxos (AG) sao acidos monocarboxilicos de cadeia
hidrocarbonada longa sendo que os mais abundantes na natureza s&o 0s que
possuem de 16 a 18 carbonos. S&o considerados nutrientes fundamentais na
alimentacdo animal pelo grande potencial como fonte energética para as atividades
fisiologicas como a respiracdo celular, além da participacdo na estrutura celular
como os poliinsaturados que sé&o base da estrutura de membranas, precursores para
sintese de eicosandides que funcionam como moduladores quimicos em respostas
inflamatorias, precursores de prostaglandinas e interleucinas (revisado por YAQOOB
e CALDER, 2007; NELSON e COX, 2011).

De acordo com as ligacdes de carbono que possuem, os AG podem ser
classificados como saturados e insaturados (mono e poliinsaturados). Os saturados
possuem ligacdes de carbono covalentes simples (C-C), em geral encontrados em
alimentos de natureza animal, sendo denominados como gorduras por serem solidos
em temperatura ambiente, pelo seu alto ponto de fusdo. Ja os insaturados
apresentam ligacbes covalentes duplas (C=C) entre carbonos, em geral, estado
presentes em alimentos de natureza vegetal, sendo denominados como 0Oleos por
serem liquidos em temperatura ambiente, devido ao baixo ponto de fuséo (revisados
por BRANDAO et al., 2005 e YAQOOB e CALDER, 2007, NELSON e COX, 2011).

Com relacdo a necessidade do organismo, os AG sédo classificados em
naturais e essenciais. Os naturais sao aqueles que o organismo é capaz de
sintetizar em quantidade suficiente para atender a uma determinada funcao
fisiologica. Um exemplo de AG natural para os seres humanos é o acido oléico,
sintetizado a partir do acido estearico, aparecendo no organismo como depdésitos de
gorduras e lipidios de membrana celular (revisado por MARTINS e GRUEZO, 2009;
NELSON e COX, 2011). Os AG essenciais sao aqueles que nao podem ser
sintetizados pelo organismo, para atender alguma exigéncia fisiologica, portanto

devem ser consumidos através da dieta. Os dois principais AG essenciais para o
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homem sado o &cido linoléico (C18:2n-6) e o acido a-linolénico (C18:3n-3) que tem
como principais fungbes no organismo, manter sob condigbes normais, as
membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos,
assim como, a transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sangiineo, a
sintese da hemoglobina e a divisdo celular (revisados por MARTIN et al., 2006 e
MARTINS e GRUEZO, 2009; NELSON e COX, 2011).

Os AG insaturados podem ser classificados em funcdo da posicdo das
insaturacoes entre as ligacbes de carbono logo apds o grupo metilico final, em
séries 6mega ou (w) 3, 6 e 9. Os principais representantes da familia w 3 séo o
acido a-linolénico, o acido eicosapentaendico e o acido docosaexaenoico, da familia
w 6 sdo o acido linoléico e o acido araquidénico e w 9 o acido oléico sendo este um
acido graxo natural (revisado por ANDRADE e CARMO, 2006).

As principais fontes de AG essenciais sdo as plantas terrestres e aquaticas
(marinhas), e destes, o acido linoléico pode ser encontrado em grande abundéancia
nas sementes de plantas oleaginosas, principalmente nos 6leos de soja, milho,
girassol e nas castanhas (revisado por ANDRADE e CARMO, 2006).

2.1.2 Caracteristicas gerais do CLA

O acido linoléico € um acido graxo poliinsaturado, do inglés “Polyunsaturated
Fatty Acids” (PUFA), da série w 6, no qual diferentes combinacdes de seus isbmeros
de forma geométrica (configuracdes: cis-cis, trans-cis, cis-trans e trans-trans) e
posicdo de suas insaturacdes (dupla ligacbes nas posicoes 8 e 10; 9 e 11; 10 e 12;
ou 11 e 13) formam o grupo dos Acidos Linoléicos Conjugados (“Conjugated Linoleic
Acids”, CLA) (revisados por BESSA et al., 2000; ROCHE et al., 2001; AYDIN, 2005;
DHIMAN et al., 2005 e COLLOMB et al., 2006).

Esse grupo de compostos foi descoberto em 1979 por pesquisadores
americanos que observaram efeitos anticarcinogénicos em grelhados de carne
bovina, ou de isomerizacdo catalisada do acido linoléico, inibiam quimicamente a
inducdo de uma neoplasia de pele em camundongo. que foram identificados como
isbmeros octadecadiendicos do acido linoléico, ou seja, CLA. Desde entdo, este
grupo de substancias vem sendo objeto de grande numero de estudos,

representando um novo e extenso campo de pesquisa dos acidos graxos, por sua
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relacdo com a saude humana (revisados por COOK e PARIZA, 1998 e FUNCK et al.,
2006).

As duas ligacdes duplas dos isbmeros de CLA sdo conjugadas existindo em
todas as possiveis configuragcbes geométricas, assim, possibilitando a formacéo de
muitos isébmeros (revisado por COLLOMB et al., 2006). Dentre todas as possiveis
combinacdes, até entdo na grande maioria das pesquisas utilizando animais, ou até
mesmo seres humanos, dois isdbmeros tem demonstrado importantes bioatividades:
os isdbmeros (C18:2) trans-10 cis-12 (t10c12) e o (C18:2) cis-9 trans-11 (c9tl11). As

estruturas quimicas destes isdbmeros sdo mostradas na Figura 1.

A /IW — a\/F\/ﬁ\/ﬂ\/?oOH

18 16 14 \11/ 8 6 4 2
B 18 18 14 12 10 "] 7 ] 3 ?OOH
COOH

Figura 1. Estrutura quimica do &cido linoléico cis-9, cis-12 (c9c12) (A) e dos seus isébmeros
conjugados CLA cis-9, trans-11 (c9t11) (B) e CLA trans-10, cis-12 (t10c12) (C). Fonte: Adaptado de
Dhiman et al., 2005.

Em relacdo as atividades biologicas, o CLA tem se destacado, principalmente
em modelos animais, atuando contra o cancer de pele, célon, mama, estbmago e
figado (revisados por BHATTACHARYA et al., 2006 e KELLEY et al.,, 2005),
aterosclerose (revisado por BHATTACHARYA et al., 2006; KRITCHEVSKY et al.,
2004; LEE et al., 2005; revisado por KELLY e BAUMAN, 1999), diabetes
(MOLONEY et al.,2007), obesidade e também na resposta imune a patégenos
(PARK e PARIZA, 2007).
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Além disso, os isbmeros de CLA, especialmente o isbmero c9tll atua na
modulacdo da resposta inflamatdria, sendo importante na prevengéo e no tratamento
de patologias granulomatosas, como: tuberculose, hanseniase, sifilis,
esquistossomose, criptococose, paracoccidioidomicose, entre outras. (FA et al.,
2005; revisado por REYNOLDS e ROCHE, 2010).

2.1.3 Fontes alimentares de CLA e fatores que influenciam sua distribuicdo nos

alimentos

Os isdomeros do CLA ocorrem naturalmente em muitos alimentos, sendo que
18 sdo normalmente identificados nas fontes disponiveis comercialmente, e destes,
0s dois principais, sdo c9t1l1l e o t10cl12, constituindo cerca de 80% do CLA total
(revisado por JOO et al., 2007).

O isdbmero c9t1ll compreende cerca de 75-90% do CLA total na gordura do
leite quando comparado com outras fontes de gordura na natureza, a exemplos dos
vegetais, peixes, suinos e aves (revisado por DHIMAN et al., 2005). Na Tabela 1,
podemos observar a concentracdo de CLA total e do isdbmero c9tll em alguns

alimentos que normalmente compdem a dieta humana.

Tabela 1. Concentracao de 4cido linoléico conjugado (CLA) no leite, em produtos lacteos e carnes.

Alimentos Total de CLA CLA cis-9, trans-11
(% de gordura) (% do total de CLA)
Leite UHT 0,80 -
Leite homogeneizado 0,55 92
Produtos Lacteos
Leite Condensado 0,63-0,70 82
Queijo Cheddar 0,40-0,53 78-82
Queijo Cottage 0,45-0,59 83
Queijo Mussarela 0,34-0,50 78-95
Manteiga 0,47-0,94 78-88
logurte integral 0,38-0,88 83-84
logurte /light 0,44 86
Sorvete 0,36-0,50 76-86
Carnes
Carne bovina moida 0,16-0,43 72-85
Carne de vitelo 0,27 84
Carne suina 0,06-0,13 25-82
Carne de frango 0,09-0,15 67-84
Carne de peru 0,20-0,25 40-76

Fonte: Adaptado de Dhiman et al., 2005.
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A distribuicdo do CLA nos alimentos é diferenciada devido a alguns fatores,
principalmente as condigcbes de manutencdo e manejo do gado, a idade e a dieta
oferecida, sendo esta Ultima, o fator mais importante (revisado por DHIMAN et al.,
2005). Nos produtos derivados dos ruminantes, a concentracdo e a distribuicdo de
isbmeros do CLA dependem dos processos da sintese endégena como a
biohidrogenacdo ruminal e a dessaturagédo pela enzima estearoil-CoA dessaturase

ou 9 dessaturase (Ag) nos tecidos, que isomeriza a ligagéo dupla c12 para a t11 do
c9t12, reduzido-o em &cido trans-vacénico (TVA, C18:1 t11). Assim observa-se que
estes processos podem ser afetados principalmente pela composicao, tipo da dieta e
pela populacdo microbiana no rumen (revisado por KRAMER et al., 2004,
OLIVEIRA, 2005).

Em relacdo ao manejo do gado, bem como o tipo da dieta oferecida, foi
observado que ha um aumento nas concentracbes de CLA na gordura do leite de
vacas manejadas em sistema de pastejo, isso pelo fato do capim fresco apresentar
grandes concentragdes de acidos graxos como acido linoléico e a-linolénico, e que a
silagem para preservacdo da forragem causa uma queda na concentracido desses
acidos graxos pela microbiota residente na massa ensilada (ambiente anaerdbio),
similar ao que ocorre no rumen (revisado por TANAKA, 2005). Foi verificado que em
vacas de pastejo, o CLA esta concentrado em um valor de dois a cinco vezes a mais
na gordura total do leite, quando comparadas as vacas alimentadas com um misto
de racbes de capim ensilado, adicionada com lipidios em teores semelhantes
(DHIMAN et al., 1999 apud TANAKA, 2005). Foi também observado que, as dietas
suplementadas com lipidios na forma de O6leos vegetais, como 6leo de soja e de
girassol, podem exercer maiores efeitos na concentragdo de CLA dos produtos
provenientes de ruminantes, gerando uma producéo respectiva de 2,13% e 2,44%,
(revisado por DHIMAN et al., 2005). Portanto, conclui-se que a composicao de AG
da dieta modula o perfil lipidico dos tecidos e fluidos como exemplo o leite.

As principais fontes de w 6 como acido linoléico, sdo os graos de cereais e de
oleaginosas (girassol, soja, milho, castanhas) bem como os 0leos obtidos destes
(revisado por BESSA et al., 2000). Desse modo desejando-se elevar a concentracao
de CLA na gordura do leite, deve-se prover o ramen de substratos como &cidos
graxos poliinsaturados, como por exemplo, o acido linoléico, objetivando alcancar a

producdo maxima ndo s6 de CLA, mas principalmente, de precursores como o acido
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trans-vacénico (TVA) (GRIINARI et al., 2000). Essa estratégia de aumentar de forma
natural o CLA no produto derivado de ruminante, além da diminuicdo do teor de
gordura considerada de qualidade ruim no leite, melhora a imagem dos produtos
lacteos junto ao mercado, ja que o consumidor vem preferindo, alimentos mais

saudaveis, de baixa caloria e sem aditivos (SANTOS et al., 2001).

2.1.4 Producao de CLA

O CLA pode ser originado de forma natural no rdmen, por meio da
biohidrogenacéo incompleta de acidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta
realizada por bactérias fermentativas ruminais como a Butyrivibrio fibrisolvens, e
também, pela dessaturacéo do acido graxo C18:1 trans-11 (BROW e MOORE, 1960;
BAUMAN et al., 2000; BAUMAN e GRIINARI, 2003; revisados por O’'SHEA, 2004;
DHIMAN et al., 2005 e SCHMID et al., 2006).

A biohidrogenacédo ruminal € um conjunto de reacdes de isomerizacao e
hidrogenacéo dos acidos graxos da dieta, tendo como produto final um acido graxo

saturado (C18:0). Na biohidrogenacédo, o isbmero c9t11 € o primeiro intermediario

formado a partir do acido linoléico pelas enzimas Al2 e All trans-isomerases de
microrganismos da flora ruminal, a partir de precursores como &cido a-linolénico
(C18:3), y-linolénico (C18:3) ou o &cido linoléico (C18:2) (CORL et al.,, 2001,
revisados por DHIMAN et al., 2005 e SCHMID et al., 2006). Normalmente, a
biohidrogenacao ocorre de forma completa, porém alguns produtos intermediarios
podem atravessar o rimen e serem utilizados na sintese de lipidios no tecido
mamario e adiposos. Além disso, o CLA tem sido encontrado também em animais
nao ruminantes como porcos, galinha, peru e peixes (IP et al, 1994).

Na segunda via de producdo de CLA, o &cido graxo C18:1 trans-11 sofre

9
dessaturagao pela enzima A dessaturase presente na glandula mamaria e no tecido
adiposo, assim formando a sintese endodgena (revisados por O’'SHEA, 2004;
DHIMAN et al., 2005 e SCHMID et al., 2006).
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A dessaturacdo envolve uma série de reacdes realizada pela enzima Ag que
isomeriza a ligacdo dupla c12 para a t11, e uma parte do CLA c9t12 é rapidamente
reduzida a acido trans-vacénico (TVA, C18:1 t11), que tanto pode entrar na via de
producdo do c9tll, bem como de outros acidos graxos (revisados por COLLOMB,
2006; DHIMAN et al., 2005 e FUNCK et al., 2006; GRIINARI et al., 1998; KENNELLY
e BELL, 2007; revisado por LAWSON et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais ocorrem a biohidrogenacéo e dessaturacao sao

explicados com mais detalhes na figura 2.

Acido Oléico Acido Linoléico Acido «- Linolénico
(C18:1 ¢is-9) (C18:2 cis-9,cis-12) (C18:3 is-9,0is-12,¢is-15)
Isomerase no rumen Isomerase no rimen
CLA C18:2 cis-9,trans-11 C18:3 cis-9,trans-11,¢is-15
C18:1 trans-7 Biohidrogenagdo A”Dessaturase na Biohidrogenagao
ki no rumen glandula mamaria no rimen
A"-Dessaturase na Acido Vaccénico
glandula mamaria (C18:1 trans-11) C18:2 trans-11,0s-15
Biohidrogenagio 2
no rumen
Acido Estearico
CLA C18:2 trans-7,cis-9 > (c18) CLA C18:2 trans-11,cis-13
A".Dessaturase na
glandula mamaria
Acido Oléico
(C18:1 cis-9)

Figura 2. Rotas metabdlicas para a formacgéo de isbmeros de CLA a partir dos acidos oléico, linoléico
e o-linolénico. Fonte: Adaptado de Collomb et al., 2006.

O fato de o c9t11 ser encontrado em maiores propor¢des na gordura do leite
e na carne bovina é explicado pelo fato de que pequenas quantidades do c9tll
escapam da biohidrogenagcdo ruminal junto ao precursor trans-vacénico (TVA),
representando assim, um mecanismo principal de producdao de CLA em maiores
concentracbes, nos produtos derivados de ruminantes. Os intermediarios que

escapam da biohidrogenacdo no rumen sado absorvidos no trato digestorio e
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transportado a glandula mamaria via circulacdo (revisados por DHIMAN et al., 2005
e TANAKA, 2005).

Na glandula maméaria o acido trans-vacénico (C18:1 trans-11), pode sofrer

dessaturacido pela enzima Ag, e assim ser convertido em c9tll1, caracterizando a
sintese enddgena, sendo responsavel pela maior fragcdo de c9t11 na gordura do leite
(revisado por DHIMAN et al., 2005).

A Figura 3 (A) demonstra as vias 1 e 2 de sintese do CLA c9t1ll nos
ruminantes e a incorporacao dos isémeros na gordura do leite e na carne. A figura 3

(B) demonstra o resumo destas vias.

Dieta lipidica (principalmente Trigliceridios)

(— )

Glicerdl Ae graxos livres

| 1

. b deide Prosiénico Ae araxos saturados Ae graxes insaturados
Rdmen P s — cic-9C18:1  C18:3 c18:2

Isomerizagdo l Isomerizagéio
cis-8 trans-11, cis-15 CLA !

C18:0

Hidregenagde cis-8 trans-11 CLA
r

trans-11, eis-15 CLA
Hidrogenagdo

Hidregenagéo

r
\ trans-11618:1 ¥ (8 Via 1/
Via 2

" r

Intestino ¢18:0 frans-11¢18:1 cie-9, trans-11 CLA
/
r Dessaturagbo

Tecido 018 0 fmns-ﬂﬂﬁ ] —p is-9, fmms-ﬂ cLA

k AM}/

Lea‘re e carne

Figura 3 (A). Vias 1 e 2 de sintese do CLA c9t11 nos ruminantes e a incorporacdo dos isdmeros na
gordura do leite e na carne. Adaptado de Tanaka, 2005.
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Figura 3 (B). Resumo esquemético das vias de produg¢édo do CLA no leite. Adaptado de Kennelly e
Bell, 2007.

Além da producédo natural ou endégena nos ruminantes, os isdbmeros de CLA
podem também ser sintetizados em laboratério por reacdo de catélise alcalina com
uso do &cido linoléico como substrato (revisado por BELURY, 2002; FUNCK et al.,
2006) ou por meio de reacdes de isomerizacdo alcalina e de isomerizagcdo em
propilenoglicol, a partir de fontes como o 6leo de girassol, de soja e de milho que
sdo ricos em &cido linoléico (revisado por DHIMAN et al., 2005). E importante
denotar que a producado sintética tem como ponto positivo a seu favor, pois seu
objetivo € a obtencdo de um produto de composicdo definida e com maxima
atividade bioldgica (FUNCK et al., 2006; revisado por PARIZA et al., 2001) onde a
concentracdo total e a distribuicdo de seus isdmeros deverdo ser parametros de
qualidade mais importantes nos produtos destinados a comercializagdo (FUNCK et
al., 2006).
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2.2 Reacg0Oes de Hipersensibilidade

2.2.1 Considerac0des gerais sobre as reacdes de hipersensibilidade

A imunidade é um estado de resisténcia ou protecéo contra inUmeros agentes
agressores ao organismo, sejam eles substancias ou microrganismos, e essa defesa
sé é possivel devido a composicdo e a interacdo dos componentes do sistema
imune (revisado por KELLEY, 2001). O contato com o0 sistema imune pode nao
somente estabelecer uma resposta imune protetora, como também pode causar
danos aos tecidos como doencas auto-imunes, inflamatérias cronicas,
hipersensibilidades entre outras (revisado por KOBAYASHI et al., 2001).

As respostas imunes resultantes do contato dos antigenos exdgenos sao
expressas de formas variadas que vao de sintomas leves, como pruridos na pele a
doencas potencialmente fatais como as anafilaxias.

Essas variadas formas de reacbes sdo conhecidas como reacbes de
hipersensibilidades e essas podem ser iniciadas pela interacdo do antigeno com
anticorpos do sistema imune humoral ou por mecanismos mediados por células
(COTRAN et al.,1999; GALLI & LANTZ, 1999). A tabela 2 classifica os 4 tipos de
reacoes e exemplifica com diferentes tipos de patologias que sdo desencadeadas

por estas reacoes de hipersensibilidades.
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Tabela 2. Classificagdo das diversas respostas de hipersensibilidades.

Tipo Componentes imunes envolvidos Exemplos

Tipo | IgE e mastdcitos Urticaria, Alergia pulmonar,
Anafilatico Alergia alimentar

Tipo Il IgG, IGM, complemento, células Pénfigo, Eritroblastose fetal,
Citotéxica citotoxicas Anemia hemolitica autoimune

Tipo I Reacéo de Arthus, Doenca do
Doenca de Imunocomplexos soro, Glomeronefrite, Lapus

Imunocomplexo complemento Ertitromatoso Sistemico
Tipo IV Doencas granulomatosas:
Hipersensibilidade Linfécitos T, macrofagos, citocinas, Tuberculose, Hanseniase,

Tipo Tardia guimiocinas Dermatite de contato

(DTH) ou

Citotoxicidade direta por

células

(Adaptado de GALLI & LANTZ, 1999).

2.2.2 Reacdes de hipersensibilidade tipo tardia (HTT)

As reagdes de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) ou “Delayed Type
Hypersensitivity” (DTH) se caracterizam por uma resposta inflamatéria local
exarcebada envolvendo ativacdo de células T com producdo de citocinas e
quimiocinas (FIELD et al., 2009). Dependendo de como o0s antigenos sao
processados e apresentados, as reacdes de hipersensibilidade do tipo tardia podem
ser mediadas tanto pelos linfocitos T CD8" quanto pelos linfocitos T CD4" (revisado
por KALISH, 1999).
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As reacoes de HTT sdo basicamente iniciadas quando a célula apresentadora
de antigeno (CAA) (macrofago, célula dendritica ou célula B) apresenta o antigeno,
no caso a Ovalbumina (OVA) as células T, constituindo a fase de sensibilizacdo. As
células B quando ativadas pelo antigeno, secretam anticorpos e as células T
auxiliares (Thg) seréo entéo diferenciadas em células T auxiliar 1 (Thy) e 2 (Thy). Em
uma segunda exposicdo ao antigeno (fase de desafio), se a apresentacdo de
antigenos pelas CAA for direcionada aos clones de linfécitos Thl, uma maior
secrecédo de interleucina (IL) 12 pelas CAA, junto com a secrec¢ao de citocinas como
IL-3 e GM-CSF ¢ induzida a hematopoiese de granulécitos e mondécitos, bem como,
a ativagdo e atracdo de macrofagos para o sitio inflamatério, intensificando ainda
mais a resposta. O IFN-y derivado dos clones Th; e o TNF-q, e IL-1 derivados de
macréfagos, atuam em células endoteliais vizinhas, provocando alteracdes
vasculares e teciduais, facilitando o extravasamento celular, provocando um
aumento na espessura tecidual e endurecimento, podendo ser avaliado (fase de
leitura). A intensidade do processo inflamatorio é entdo amplificada com o desafio e
atenuada pela atividade das células T regulatérias (revisados por KOBAYASHI et al.,
2001 e HAWRYLOWICZ e O'GARRA, 2005).

O resultado final dessas reacdes € a inflamacdo e edema no local e os picos
inflamatorios que podem ocorrer no periodo de 18 a 72 horas ap0s o desafio, sendo
o infiltrado celular composto tipicamente por células mononucleares e
polimorfonucleares (CHEN et al., 2005; ISHIGAME et al.; 2006; KIM e MOUDGIL,
2008; ZHANG, 2009). O modelo de resposta imune em relacdo as reacdes de HTT a

OVA esté esquematizado na Figura 4.
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Imunizagio Desafio Leitura
i o~

| SEE | |

/CAA

TNF-t Th2- 161

Figura 4. Resposta imune envolvida na reacdo de HTT & ovalbumina (OVA). Fonte: adaptado de
ANDRADE, 1997. Célula apresentadora de antigenos (CAA), macréfago (Mg), célula B (CB), célula T
auxiliar (Th), célula T supressora (Ts), célula natural killer (NK).

Alguns estudos tem sido desenvolvidos com o objetivo de compreender o
papel do infiltrado inflamatério e qual a importancia das células e das citocinas
envolvidas na destruigcéo tecidual (BETTINI e VIGNALI, 2009; HOFFMAN, 2009). Foi
sugerido que a destruicdo tecidual ndo é apenas o resultado da manutencédo da
resposta, mas também de alteracbes e de desequilibrios no sistema imune
(IWASAKI e MEDZHITOV, 2010). Assim entende-se que as reac¢des de HTT podem
desenvolver tanto um papel benéfico/protetor, como também ser a causa de muitas
patologias como inflamagdes granulomatosas, calcificacdo, necrose e formacéo de
cavidades; e dessa forma, representam também uma via patolégica das respostas
imunes mediadas por células como tuberculose, hanseniase, sifilis,
esquistossomose, criptococose, coccidioidomicose, entre outras (revisado por
KOBAYASHI et al., 2001). Essa dualidade da acdo da HTT é esquematizada na
figura 5.
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Figura 5. Resultados patologicos e protetores da imunidade mediada por células. Adaptado de
KOBAYASHI et al., 2001.

Pesquisas com modelos experimentais tém sido utilizadas como alternativas
para estudos relacionados a tratamentos e até mesmo prevencdo de muitas
patologias, que afetam principalmente a populacdo mundial (revisado por BREHM et
al., 2010). Destes inumeros trabalhos, uma grande quantidade tem objetivado
principalmente avaliar a resposta imune, que podem ser desencadeadas frente a
diversos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos, e que venham desencadear
importantes efeitos imunomodulatérios (revisado por BREHM et al., 2010).

A reacdo de HTT a ovalbumina (OVA), bem como, a sensibilizacdo aérea a
OVA sdao dois exemplos comuns, de muitos trabalhos que se tem proposto para
avaliar muitas das caracteristicas de determinadas patologias que sao
desenvolvidas pela resposta imune.

Foi demonstrado que uma dieta rica em &acidos graxos w6 e w3 podem
promover diferentes efeitos na resposta imune em modelos de alergia e de
vacinagdo ao virus influenza, respectivamente. Com relacdo as respostas de HTT

frente ao modelo de vacinagdo, camundongos C57BL/6, mantidos sob dieta rica em
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w3 (bleo de peixe), foram vacinados e desafiados na orelha com Influvac, nas doses
de 100 pL e 25 pL respectivamente. Os animais tiveram a resposta de HTT realcada
contra a vacina, o que poderia indicar uma resposta imune celular mais eficiente
contra antigenos virais, e que a dieta com acidos graxos w3 poderia ser considerada
como fonte de potenciais beneficios, j& que tem sido demonstrada agir
preferencialmente sobre a resposta imune de perfil Thl, reduzindo e ou controlando
muito dos efeitos inflamatorios decorrentes de infeccbes desencadeadas por
diversos patdégenos (VLIES et al., 2011).

Johansson et al (2011) utilizando um modelo de hipersensibilidade a OVA em
camundongos BALB/c, observaram que quando os animais foram alimentados com
Oleo de peixe durante 21 dias, tiveram uma reducao significante da reacédo de HTT,
bem como, uma menor proliferacdo de linfocitos T OVA especificos, assim como
também, reduzidos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-6.

Nos dois trabalhos descritos acima foi demonstrado que a dieta rica em AG
w6 tem por agédo especifica sobre o0 modelo Th2 (sensibilizagdo alérgica de vias
aéreas), reduzindo niveis de IgE total e especifico no soro dos animais, bem como, a
uma reducdo nos niveis de eosindfilos no lavado broncoalveolar ( JOHANSSON et
al.,, 2011 e VLIES et al., 2011).

2.3 Efeitos na Dieta Rica em Acidos Graxos na Resposta Imune

O desenvolvimento, a manutencédo e bom funcionamento do sistema imune
sao dependentes de uma alimentacéo equilibrada e adequada, e a deficiéncia ou o
excesso de uma série de nutrientes pode ter efeitos adversos. Os nutrientes com
efeitos mais pronunciados sobre 0 sistema imune sdo 0s acidos graxos; vitaminas A,
B6, B12, C, E e minerais como zinco, cobre, selénio e ferro (revisado por KELLEY,
2005).

Os acidos graxos (AG) sao conhecidos por desempenhar diversos papéis em
células do sistema imune. Além de serem importantes como fonte de energia, como
componentes estruturais das membranas celulares, moléculas sinalizadoras e
precursores para sintese de eicosanadides, foi sugerido por pesquisas recentes que

0os AG dependendo de sua localizagdo e organizagcdo em diferentes grupos
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celulares, poderiam ter diferentes influéncias diretas sobre o comportamento de uma
série de proteinas envolvidas nos processos de ativacdo das células do sistema
imune, como os linfocitos T e células envolvidas na apresentacdo de antigenos,
como por exemplo macrofagos e células dendriticas (revisado por YAQOOB e
CALDER, 2007).

Alguns trabalhos discutem que a dieta rica em AG poderia modular as
respostas imunes através de trés mecanismos moleculares, ou seja, alteracdes na
estrutura e funcbes das membranas celulares; a producdo de eicosandides e a
producgéo de citocinas (revisados por YAQOOB e CALDER, 2007; FRITCHE, 2006;
KELLEY, 2005; CALDER, 2003; STULNIG, 2003 e MEAD et al., 1978).

Em uma primeira fase, surgia varias hipéteses de que certas gorduras na
dieta induziria alteracdes nas membranas das células do sistema imune, alterando a
composicao e a fluidez. Com o tempo esta teoria nao foi favorecida pelo fato de que
0os AG poliinsaturados 6mega-3 e 6mega-6, teriam propriedades diferenciadas, até
mesmo algumas contraditorias sobre o sistema imune. Porém esta teoria ressurge
com descoberta de certos dominios lipidicos discretos nas membrans celulares,
conhecidos com “lipid rafts” e assim, varias hipéteses foram levantadas se os AG
poliinsaturados poderiam modular a composicdo dos “lipid rafts” em células como
linfécitos T, alterando os mecanismos de sinalizacdo pelo seu receptor de
membrana (TCR). (revisado por FRITCH, 2006).

Em uma segunda fase, muitos trabalhos tiveram como obijetivo, definir qual
seria 0 papel dos AG na sintese de eicosanodides sobre a resposta imune. Os
eicosandides sdo representantes de uma familia de metabdlitos oxigenados
derivados do acido aracdbnico (AA), conhecidos como atuantes mediadores da
inflamacédo, representados por moléculas como prostaglandinas, leucotrienos,
prostaciclinas, tromboxanos (revisados por FRITCH, 2006 e ANDRADE e CARMO,
2006). A liberagdo de eicosanodides € estimulada por vérias substancias como
citocinas, complexos antigeno-anticorpo, fatores de crescimento, radicais livres,
colageno e bradicinina (CALDER, 2010).

No sistema imune, os eicosandides atuam regulando a atividade celular
principalmente na alteragéo dos niveis de AMPc. E observado que um aumento nos
niveis de AMPc levam a imunossupressdao e um decréscimo das respostas
inflamatorias; como por exemplo a prostaglandina E, (PGE2) que induz um aumento

nos niveis de AMPc em linfocitos T, linfocitos B,“Natural Killers” (NK), diminuem a
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apresentacdo de antigenos por macréfagos peritoneais, bem como atividades
fagociticas, quimiotaxia celular e sintese de citocinas como IFN-y e TNF-a (revisado
por SWEENEY et al., 2005). Assim acredita-se que uma modulacdo sobre os
padrbes de mediadores lipidicos pode diminuir os efeitos da resposta
imune/inflamatéria. Estudos com animais mostraram uma relagéo direta entre o teor
de &cido aracdoénico (AA) em fosfolipidios de membrana das células inflamatérias, e
a capacidade destes em produzir PGE2, visto que ha um aumento na producéo de
PGE2 quando o AA é adicionado na dieta, e uma reducdo expressiva de PGE2
guando adiciona-se na dieta precursores de AG w 6 e w 3 principalmente (revisado
por CALDER, 2010).Além disso, com relacdo aos acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) w3 e w6, foi demonstrado que os da familia w6 dao origem
preferencialmente, a eicosandides proé-inflamatérios e estimulam a proliferacdo de
linfécitos Th,, enquanto que os acidos graxos da familia w3 estimulam mais uma
resposta Thy, células Tregs, e eicosandides menos potentes (SIMOPOULOS, 2002
apud VLIES et al., 2011).

Em terceira fase, consiste na relacdo entre os AG da dieta sobre a sintese de
citocinas, bem como, na modulacdo da resposta imune/inflamatéria. Assim alguns
trabalhos utilizando dietas enriquecidas com acidos graxos da familia w 3 e w 6, tem
demonstrado importante influéncia sobre a resposta imune principalmente sobre
aquelas de carater inflamatério, com reducdo nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IFN-y, TNF-a (revisados por O'SHEA et al., 2004,
ANDRADE E CARMO, 2006 e PARK et al., 2007 ).

A influéncia da dieta rica em &cidos graxos na funcéo imune foi primeiramente
estudada por Mead e Mertin (1978), cujo enfoque deu-se nos efeitos dos acidos
graxos na proliferacdo in vitro de linfécitos (FUNCK et al., 2006). Desde entdo, 0s
acidos graxos, incluindo o CLA, tem sido avaliado e diversas atividades biolégicas
foram demonstradas em culturas de células humanas e em modelos animais de
diversas patologias (revisados por BENJAMIN e SPENER, 2009 e KELLEY, 2005).

A primeira atividade biolégica apresentada pelo CLA foi a anticarcinogénica
(revisado por AYDIN, 2005), além disso foi demonstrado em modelos animais que o
isdmero c9tl11 foi responsavel por esta atividade (ROACH et al., 2002) . Segundo a

revisdo de Pariza e colaboradores (2001) o isébmero c9t11 mostrou-se ser
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importante na diminuicdo da ocorréncia de neoplasia mamaria, havendo indicios de
interac&o sinérgica com o isdmero t10c12.

Devido a existéncia de varios isbmeros do CLA é importante notar que cada
isdbmero pode promover diferentes atividades biolégicas, ou mesmo trabalhar
sinergicamente. Os efeitos benéficos a salude humana tem sido atribuidos,
principalmente, aos isébmeros c9t11 e t10cl2 (revisados por AYDIN, 2005 e
BHATTACHARYA et al., 2006), sendo importantes na resposta imune, modulando a
sintese de anticorpos, citocinas, quimiocinas e mediadores da imunidade inata,
como os eicoisandides, e a¢do na resposta imune a diferentes mitbgenos (revisado
por O'SHEA et al., 2004; SANTANA et al., 2009).

Em um trabalho utilizando um modelo experimental de LuUpus Eritematoso
Sistemico, onde os camundongos foram submetidos a uma dieta enriquecida com
mistura de 2 isbmeros do CLA (40% c9t11 e 45% t10c12), houve uma reducdo na
producdo de IFN-y e na proliferacdo de esplendcitos. Além disso, a dieta durante
longo prazo reduziu consideravelmente os sinais caracteristicos desta patologia
como esplenomegalia, producédo de auto-anticorpos, e sintese de citocinas como IL-
4 e IL-10 (BERGAMO et al., 2006).

Em um trabalho utilizando um modelo com ratos geneticamente propensos a
obesidade (ratos Zuck fa/fa), foi verificado que o CLA contido na dieta durante 8
semanas exerceu efeitos positivos sobre a resposta imune. Neste modelo
experimental, foi observado que nos meios de cultura de células esplénicas
estimuladas com diferentes mitdgenos como ConA e LPS, houve reducdo de TNF-q,
IL-18 e IL-2, e IFN-y, quando comparado ao controle. Assim concluiram que 0s
isbmeros c9tll e t10cl2 modulam a resposta inflamatéria e a capacidade
proliferativa de esplenécitos (RUTH et al., 2008).

A atividade antiinflamatodria do CLA foi também demonstrada em um modelo
de doenca inflamatoria intestinal, utilizando-se camundongos da linhagem C57BL/6.
Doses de 45 a 80 mg/dia de CLA na dieta, durante 7 semanas, promoveu a reducao
na progressao da doenca inflamatodria intestinal e consequentemente a formacéao de
adenocarcinomas e adenomas nos animais. Assim, através dos resultados obtidos,
0s autores sugeriram, que o CLA poderia ser considerado como um potencial
suplemento alimentar, na prevencédo do cancer do colon retal humano (RIERA et al.,
2010).
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Segundo a revisdo de Dhiman et al (2005) esta capacidade do CLA na
reducado do risco de desenvolvimento de cancer, poderia ser estabelecida induzindo
uma reducdo nos mecanismos de proliferacao celular, alterando varios componentes
do ciclo celular, ou até mesmo induzindo a apoptose de células tumorais, tanto em
animais quanto em seres humanos.

Foi ainda demonstrado em um modelo de doenca inflamatéria celiaca
utilizando camundongos transgénicos DQ8, que o isbmero c9t1l1l foi capaz exercer
efeitos benéficos com ativacdo de enzimas citoprotetoras de fase 2, além de
modular negativamente a maturacdo de células dendriticas induzidas por LPS, bem
como reduzir os niveis de citocinas como TNF-a e IL-12 p70. Assim, concluiram que
0 c9tll poderia ser considerado de interesse para seres humanos em condi¢cdes
patolégicas associadas a respostas indesejaveis do sistema imune contra alo ou
auto-antigenos (BERGAMO et al., 2008).

Do mesmo modo, Park e colaboradores (2007) observaram que o0s isdbmeros
c9tll e t10c1l2 administrados na dieta reduziram os niveis de TNF-a, e sugeriram
que os mesmos poderiam exercer efeitos benéficos em diversos modelos de
doencas inflamatoérias mediadas por TNF-a, a exemplo a artrite reumatoide.

Na sensibilizacdo alérgica de camundongos da linhagem BALB/c com OVA,
foi observado que isémero c9t11 reduziu os niveis de IgE, a hiperresponsividade das
vias aéreas, a obstrugdo da mucosa dos brdonquios, bem como a producédo de IL-5.
Logo os autores sugeriram que a dieta rica no isébmero c9tll poderia ser
considerada como uma estratégia atrativa na prevencdo e tratamento da asma
alérgica (HAMELMANN et al., 2008).

Um estudo utilizando cées da raca Beagle mostrou que o CLA inserido na
dieta de caes em estagio de crescimento, reduziu acentuadamente a producdo de
IgE, mais que de outros isétipos de anticorpos, assim como a producdo de TNF-a.
Os autores concluiram que o CLA foi importante para esses animais, promovendo
um crescimento mais saudavel, podendo ser considerado como uma importante
alternativa nutricional (RIVERA, 2006).

Em outro trabalho foi observado que o CLA também exerceu efeitos positivos
na resposta imune em diferentes periodos de gestacdo, bem como em animais
recém nascidos. Nesse trabalho, Ratas Wistar prenhas foram tratadas com uma

dieta rica em um misto de CLA (c9t11/t10c12, 80:20) e seus filhotes avaliados
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guanto a resposta imune sistémica. Foi observado que filhotes de mées tratadas
com CLA tiveram um aumento da resposta imune humoral especifica & OVA com
aumento na producdo de anticorpos anti-OVA IgA-, 1gG-, e IgM, no soro, baco e
linfonodos mesentéricos, além da reducdo nos niveis de IL-2 (SANTANA et al.,
2009).

Sistemicamente também foram observados efeitos do CLA na producdo de
anticorpos especificos em modelos utilizando seres humanos. Em um modelo de
infeccdo ao virus de hepatite B, os isdbmeros c9t11l e t10c12 da dieta promoveram
um aumento nos niveis de anticorpos contra o virus, 0 que se sugere que o CLA
poderia ser uma alternativa de interferir beneficamente na resposta imune especifica
inicial relacionada a vacinacdo em seres humanos (ALBERS et al., 2003).

Em um modelo utilizando genes de seres humanos, foi observado que o
isémero c9tl1l exerceu propriedades antiaterogénicas em células endoteliais da veia
umbilical, assim, promovendo uma diminuicdo da aderéncia entre macréfagos e
células endoteliais, em estimulo por TNF-a (LEE et al., 2009).

Porém além das atividades anticarcinogénicas, outra atividade do CLA é
descrita como a antiadipogénica, promovendo crescimento nos seres humanos e
reduzindo o risco de varias doencas como a obesidade, a aterosclerose e doencas
inflamatorias cronicas (revisados por ROCHE et al., 2001; BELURY, 2002; TANAKA,
2005 e BENJAMIN e SPENER, 2009).

Aos efeitos antiadipogénicos do CLA, tem sido demonstrados em modelos
com animais, que o isdbmero t10c12 do CLA, foi capaz de reduzir a composicao da
gordura corporal, aumentando a massa muscular, além de ter uma funcdo como
fator de crescimento (PARK et al., 1997; GRIINARI et al., 1998 e BOTELHO, 2005).
A essa capacidade do CLA em reduzir depdsitos de tecido adiposo, sabe-se que
esta relacionada diretamente com o aumento do consumo de oxigénio, promovendo
a oxidacao lipidica, junto a inducdo de apoptose e /ou diferenciacdo de adipécitos.
(revisado por Belury, 2002).

Como visto em muitos trabalhos, o CLA tem desenvolvido importantes efeitos
sobre a resposta imune. No entanto em um trabalho utilizando camundongos Swis-
albinos normais e imunossuprimidos por hidrocortisona, foi possivel observar que o
CLA nas doses de (1mg/kg do peso animal) durante 7 dias, promoveu um aumento
na resposta imune dos animais normais, bem como promoveu a restauracdo da

resposta imune nos animais imunossuprimidos; assim sugerindo que o CLA poderia
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ser usado como um importante agente imunoterapéutico e imunorestaurador para
pacientes imunossuprimidos (BHATIA et al., 2008).

Entretanto apesar de vasto conhecimento das propriedades do CLA no
organismo, uma questao que ainda se discute € a qual quantidade de CLA que deve
ser consumida na dieta, em especial a humana, a fim de proporcionar os efeitos
desejaveis e consequentemente beneficios a saude. Contudo, € importante
considerar que a ingestdo média varia consideravelmente entre os individuos,
devido aos diferentes habitos alimentares e aos valores de CLA encontrados nos
alimentos consumidos (revisado por COLLOMB et al, 2006). Segundo as
recomendacdes do Food and Nutrition Board of the National Academies (Institute of
Medicine — EUA, setembro de 2002) a ingestdo de 4cidos graxos essenciais deve
ser em torno de 10% do total de lipidios da dieta, sendo que este valor vai de 5 a
10% para os acidos graxos w 6 e de 0,6 a 1-2% para os acidos graxos w 3 (revisado
por ANDRADE e CARMO, 2006).

Baseando-se nos resultados de alguns trabalhos aqui mencionados, o que
temos hoje sdo expectativas, de que os efeitos imunomodulatorios do CLA, podem
ter aplicagfes futuras em animais e em seres humanos, como possivel alternativa de
melhoria na resposta imune, a maneira de conferir resisténcia a muitas doencas e/ou
amenizar os efeitos destas quando estabelecidas.

Desse modo a proposta deste trabalho foi verificar se uma dieta rica no
isbmero c9t11 durante 30 dias reduziria os efeitos da hipersensibilidade tipo tardia a
OVA, em camundongos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dieta rica no isdbmero cis-9 trans-11 do &cido linoléico
conjugado (c9t11) na modulacdo da resposta de hipersensibilidade tardia (HTT) a

OVA em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a reacdo de HTT nas patas dos animais 24 horas ap0s o desafio com OVA;
- Dosar os anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a anti-OVA no soro;
- Determinar os niveis de producgéo das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-10 e TGF-B, IL-4 e

IL-13 no homogenato dos coxins plantares;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 30 camundongos, da linhagem BALB/c, fémeas, com
aproximadamente 4 a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, tendo como forma de
alimentacdo agua e racdo oferecidas ad libitum. As gaiolas foram mantidas em
estantes ventiladas com controle de ar externo (Alesco, EUA), na sala de
manutencdo de animais do laboratério de Imunologia da UFJF. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)
da Pro-reitoria de Pesquisa da UFJF sob o niumero 07/2010-CEEA, que segue as

regras éticas internacionais em experimentagéo animal.

4.2 Preparagao das dietas

As manteigas foram obtidas de experimento realizado no Campo
Experimental de Coronel Pacheco, de propriedade da Embrapa Gado de Leite,
localizado no municipio de Coronel Pacheco (MG). As manteigas foram produzidas
no primeiro dia de cada periodo de coleta, obtidas do leite de cada tratamento e
ordenha (manhd ou tarde). Foram utilizados tratamentos com 6leo de soja
adicionado na racdo das vacas dispostas em um quadrado latino, a 0 % (HTT-MC) e
4,5%(HTT-CLA), 0% (HTT-MC) e 3,0% (HTT-CLA) de inclusdo de 6leo de soja. A
manteiga controle foi obtida do tratamento com 0% de inclusdo de Oleo de soja e
apresentava baixo teor [1,28%] dos acidos ruménico (C18:2 cis-9, trans-11) e
vacénico (C18:1 trans-11), enquanto que aquelas referentes aos tratamentos com
3,0 e 4,5% de inclusdo de 6leo de soja eram naturalmente enriquecidas com estes
acidos graxos [3,4%]. As manteigas foram produzidas por processo semi-artesanal

descrito por Gonzalez e colaboradores (2003).
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Durante a fabricacdo das manteigas, ndo houve a adicdo de sal, fermentos
laticos, corantes, descorantes ou coadjuvantes de qualquer tipo.

Estas manteigas foram utilizadas, juntamente com outros componentes
mostrados na Tabela 3, para confeccdo das racdes em forma de peletes que

serviram como base da dieta dos animais por um periodo de 30 dias.

Tabela 3. Componentes e suas concentracdes na massa total das racBes para 0s grupos manteiga

testados.
Componentes o/kg
Caseina 195,00
DL-Metionina 3,00
Sacarose 341,46
Amido de Milho 150,00
Manteiga * 210,00
Celulose 50,00
Mix-mineral (AIN-93G) (1) 35,00
Mix-vitaminico (AIN-93G) (1) 10,00
Carbonato de Célcio 4,00
BHT (antioxidante) 0,04

* Manteigas em concentracdo ideal (21%) para uma dieta ocidental para roedores.
(1) AIN-93G (Reeves, 1993).

As racgOes industrializadas destinadas aos grupos controle e HTT eram
compostas também por nutrientes em quantidades equilibradas, consideradas ideais
a uma dieta tipica para camundongos e ratos de laboratério (CR-1), baseado em
recomendacdes do National Research Council e National Institute of Health — EUA.

Os componentes das ragdes industrializadas estdo mostrados na tabela 4.
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Tabela 4. Composicao das rac¢des industrializadas. Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrientes S/A).

Composigdo do produto: Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de

célcio, fosfato bicalcico, cloreto de sddio, premix vitaminico mineral e aminoacidos

Niveis de Garantia por Quilograma do Produto

Umidade (méax) 12,50%
Proteina Bruta (min) 22,00%
Estrato Etéreo (lipidios) (min) 4,50%
Matéria Mineral (méax) 10,00%
Matéria Fibrosa (max) 8,00%
Célcio (max) 1,40%
Faésforo (min) 0,80%

O consumo das dietas foi avaliado em dias alternados, durante 30 dias,
observando e pesando as amostras dadas na proporcao (g/animal/dia), bem como
as amostras das sobras. Para essa avaliagao fizemos a diferenca entre os valores
dados e valores da sobra, assim obtendo o valor consumido em (g/animal/dia), como

demonstrado na equacéo abaixo:

VC gy = AD (yarg) = AS (ya)

Equagdo: VIC = valor consumido; AD = amostra dada; AS= amostra da sobra
(9/a/d) razdo: gramas / animal/ dia

As quantidades consumidas das ra¢cOes para todos 0s grupos experimentais
foram avaliadas durante todos os dias da dieta, com objetivo de obter um valor
padronizado visando um aproveitamento melhor e evitar possiveis perdas

desnecessarias dos produtos.



41

4.3 Anélise do perfil de Acidos Graxos nas amostras das ragdes por
Cromatografia Gasosa

As amostras de manteigas foram congeladas e armazenadas (-10°C), visando
a posterior determinacao do perfil de acidos graxos no Laboratorio de Cromatografia
da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG). A extragdo da gordura das amostras
das manteigas foi realizada como descrito por Hara & Radim (1978), a metilacdo dos
AG de acordo com Christie (1982), e o perfil de AG foi determinado por
cromatografia gasosa em cromatégrafo modelo 6890N (Agilent Technologies Inc.,
EUA) equipado com coluna CP-SIL 88 FAME 100 m x 0,25 mm x 0,2 ym (Varian
Inc., EUA) e detector de ionizacdo de chama com condi¢cdes de operacao descritas
por Cruz-Hernandez e colaboradores (2007), e software Agilent ChemStation
(Agilent Technologies Inc., EUA). Os acidos graxos (AG) foram identificados,
comparando o tempo de retencdo dos AG das amostras com 0s observados em
padrdes comerciais da Sigma-Aldrich Co. (SUPELCO, Bellefonte, EUA) e de acordo
com artigos publicados na literatura (ROACH et al., 2002; DESTAILLATS et al.,
2007).

4.4 Delineamento Experimental

4.4.1 Grupos experimentais e tratamentos

Os camundongos utilizados no presente experimento foram divididos em 4
grupos, sendo que cada grupo foi composto por 7 a 9 animais, tabela 5. No grupo
controle os animais ndo foram imunizados, mas foram desafiados com OVA e
receberam como dieta a racdo industrializada (Nuvilab, Colina Comércio de Cereais
Ltda, Parana, Brasil). No grupo HTT os animais foram imunizados e desafiados com
OVA e receberam como dieta a ragéo industrializada. Nos grupos HTT-MC e HTT-
CLA os animais foram imunizados e desafiados com OVA e receberam como dieta a
racado enriquecida com manteiga comum (MC), (contendo baixos teores do c9tll
[1,28%], destinada a controle de dieta lipidica), ou com CLA (contendo alto teor de
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c9tll em 3,4%), respectivamente. A racao foi trocada em dias alternados durante os
30 dias de tratamento e o consumo de ragéao foi avaliado para todos 0s grupos.

Tabela 5. Grupos experimentais. Tipo de tratamento e dieta oferecida.

Grupos N°de Imunizacao* Desafio** Dieta
animais
Controle 7 - + Racdo comum
HTT 7 + + Racgdo comum
HTT-MC 7 + + Manteiga comum
HTT-CLA 9 + + Manteiga enriquecida
com CLA

*OVA V (1 mg/mL): base da cauda - 100 pL (0,2 mg/animal).
*OVA Il (20 mg/mL): coxins - 30 pL (0,6 mg/animal) 8 dias apds a imunizagéo.

4.4.2 Inducdo do modelo de HTT a OVA

Para a inducdo da reacdo de HTT os animais foram imunizados com OVA (5
vezes cristalizada grau V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) na concentragédo de 1 mg/ml
adicionada ao CFA (Adjuvante de Freund) na proporcédo 1:1, apos os 30 dias de
tratamento dietético. A imunizacdo foi feita na base da cauda com a emulséo
resultante da homogeneizacdo das duas suspensdes, injetando-se 100 pL de cada
lado da base da cauda dos animais (0,2 mg OVA/animal). Apds 8 dias fez-se o
desafio, utilizando para tal OVA grau Il & 20 mg/ml agregada por 1 hora a 80°C.
Apds o tempo de agregacdo a OVA foi centrifugada a 3000 rpm por durante 10
minutos e o pelete ressuspendido em 1 mL de PBS. O desafio foi realizado
injetando-se 30 pL de OVA agregada, que equivale a uma concentracéo de 0,6 mg
de OVA, no coxim plantar da pata traseira esquerda, e para o controle foi injetado 30
uL de PBS no coxim plantar da pata direita. A Figura 6 representa o resumo
cronoldgico da HTT a OVA.
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Dias ¢ | J' J’
30 DIETA 0 3
IMUNIZACAO DESAFIO NA PATA
com OVA 1mg/ml com OVA 20mg/ml

Figura 6. Resumo cronolégico do modelo de HTT a OVA.

4.4.3 Medida da espessura das patas

Inicialmente foi realizada a leitura da espessura das patas utilizando um mini
paquimetro especial (Starrett n ° 1010, EUA). A magnitude da resposta de HTT foi
determinada pela diferenca de espessura entre as patas : direita (OVA) esquerda

(PBS) da seguinte forma:

Unid HTT (mm) = [PD com OVA (mm)] - [PE com PBS (mm)]

4.4.4 Obtencgéo de material biol6gico

Todo o material biolégico foi obtido 24 horas apés o desafio. Foram coletados
pelo plexo retro-orbital aproximadamente 0,5 ml de sangue que foi centrifugado a
14000 rpm, por 2 minutos (Centrifuge 5410, Eppendorf, Alemanha) e o soro foi
separado e armazenado individualmente a -20°C. Em seguida, os animais foram
sacrificados através de deslocamento cervical e 0s coxins plantares traseiros foram

retirados para preparacao de homogenato.
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4.4.5 Deteccédo de anticorpos especificos para OVA no soro

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com OVA (10 pg/mL) diluida em
solucdo tampéo bicarbonato (pH 9,6) e incubadas por 18 horas a temperatura de
4°C. As placas foram lavadas 4 vezes com solucdo PBS+ 0,05% de Tween 20
(PBST) e em seguida blogueadas com solucdo de 200 pL de BSA (albumina de soro
bovino) 5% em PBS Tween por 2 horas em temperatura ambiente (37°C). ApOs
esse periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com PBST, e as amostras de soro ja
diluidas para IgG total (1:10), IgG1 (1:2) e IgG2a (1:2), foram acrescentadas e
permaneceram incubados por 18 horas a temperatura 4°C. A seguir as placas foram
lavadas 4 vezes com PBST e colocou-se 100 pL dos anticorpos IgG total, IgG1 e
IgG2a, marcados com peroxidase e a placa foi incubada por 1 hora em temperatura
ambiente (37°C). Logo apés esse tempo a placa foi novamente lavada 4 vezes com
PBST e a substancia reveladora foi adicionada (10 ml de tampé&o citrato, 10 mg de
OPD e 10 pl de H202 30%). Ap6s 10 minutos de incubacdo, a reacdo foi
interrompida com adi¢do de acido sulfurico a 30%. A absorbancia foi determinada a

492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA).

4.4.6 Dosagem de citocinas no sobrenadante do homogenato do coxim plantar

Para a obtencdo do homogenato, foram utilizados 17 mg em média de partes
do coxim plantar que foram macerados em 1 mL de PBS contendo inibidores de
proteases (0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10
mM EDTA e 2 pL de aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras foram entéo
centrifugadas por 10 minutos a 3000 X g e os sobrenadantes foram imediatamente
diluidos e usados para detectar os niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-,
IL-4 e IL-13, todas na proporcéao (1:2) por ELISA. Foram utilizados os kits de ELISA
(BD Biosciences, EUA) para quantificar as citocinas TNF-a; IFN-y, IL-10, TGF-B, IL-4
e IL-13, de acordo com as instrugdes do fabricante. Brevemente, para a dosagem de
citocinas, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de captura
diluido em tampéo e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas em
PBS-Tween 20 (PBST) e os sitios inespecificos foram bloqueados, permanecendo
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incubando por 1 hora, seguida por lavagem. Para determinagdo das citocinas, as
curvas-padrdo para as respectivas citocinas e as amostras do sobrenadante dos
coxins plantares foram adicionadas e incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Terminada a incubacéo, as placas foram lavadas e o segundo anticorpo
foi adicionado e incubado por mais 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas e a reacéo foi revelada pela adicdo do substrato. A reacgéo foi interrompida
com acido sulfarico 1M e a leitura foi feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX
190, Molecular Devices, EUA) a 450 nm. As concentracfes de citocinas foram
calculadas a partir das curvas-padréo, obtidas pelas diferentes concentracbes das

citocinas recombinantes.

4.4.7 Andlises estatisticas

Os dados numéricos foram analisados pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, foi utilizado o teste Mann-Whitney para dados
nao-paramétricos. O nivel de significancia admitido para os testes foi de p<0,05. Os

dados séo expressos como média + erro padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise de acidos graxos das amostras destinadas as dietas

As concentragdes dos acidos graxos foram avaliadas com as amostras de
peletes e manteigas para os grupos HTT-MC (peletes MC e manteiga MC) e HTT-
CLA (peletes CLA e manteiga CLA).

Na analise foi observado que o principal precursor do c9tll, o acido trans
vacénico (TVA), e o proprio isbmero c9tll, encontraram-se em maiores
concentragcdes para o grupo HTT-CLA, tanto nas amostras de peletes e manteigas;
guando comparados ao grupo HTT-MC. Com relacdo as concentracdes do isbmero
t10cl12, esta foi encontrada em baixas concentracbes em ambas as amostras e
ambos os grupos avaliados (HHT-MC e HTT-CLA) (Tabela 6).

Tabela 6. Perfil de acidos graxos nas amostras de peletes e manteigas.

Acido graxo (g/100 g de AG Pelete Manteiga Pelete Manteiga

totais) MC MC CLA__ CLA

C18:1 trans-11 (TVA) 2,37 1,70 6,64 6,92
C18:2 cis-9 cis-12 2,03 2,34 2,47 2,34
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,22 0,23 0,22 0,21
CLA trans-10 cis-12 0,02 0,02 0,05 0,05

Precursores: (TVA) Trans Vacénico (amarelo); Acido Linoléico (azul); Acido a-Linolénico (cinza).
Isbmeros: CLA c9t11 (vermelho), CLA t10c12 (verde). MC (“pelete” e manteiga comum) para o
grupo HTT-MC; CLA (“Pelete” e manteiga rica em CLA) para o grupo HTT-CLA.
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5.2 Peso dos animais e consumo de dieta

O peso dos animais foi avaliado semanalmente e ndo foram observadas
diferencas entre os grupos experimentais em cada uma das semanas de tratamento,
assim como nao foram observadas diferengcas para cada um dos grupos
comparando-se todas as 4 semanas de tratamento (Figura 7 A).

Em relacdo ao consumo das dietas os animais do grupo controle e grupo HTT
ao receberem dieta com uma quantidade aproximada de 115 g/dia de racéo
industrializada consumiram respectivamente um valor em média de 4,15
g/dia/animal e 4,12 g/dia/animal, ja os grupos de dieta lipidica HTT-MC (baixo teor
de c9tll) e HTT-CLA (alto teor de c9t11l) em 65 g/dia de racdo com manteiga,
consumiram respectivamente em média 3,13 g/dia/animal e 3,31 g/dia/animal
(Figura 8 B). Portanto os grupos submetidos a dieta lipidica (HTT-MC e HTT-CLA)
induziu um consumo menor do que nos grupos submetidos a dieta comum (controle
e HTT) (Figura 7B).
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Figura 7. Peso dos camundongos durante as 4 semanas de dieta (A). Consumo das dietas pelos

grupos experimentais em 30 dias (B), * P<0,05 quando compara-se (Controle/ HTT com HTT-MC/
HTT-CLA).
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5.3 Efeito do CLA na HTT a OVA

Apoés o desafio com a OVA no coxim plantar o0 aumento da espessura das
patas foi avaliado, sendo que foi observado que no grupo HTT houve um aumento
significativo quando comparado ao grupo controle. O tratamento com manteigas em
baixo (HTT-MC) e alto teor de c9t11 (HTT-CLA) reduziram significativamente o HTT,

sendo esta resposta mais acentuada no grupo HTT-CLA (Figura 8).
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Figura 8. Reacdo da Hipersensibilidade tipo Tardia (HTT) a OVA. A espessura do coxim plantar dos
camundongos foi medida 24 horas apés o desafio com OVA. * P<0,05 quando compara-se HTT-MC
com HTT e ** P< 0,001 quando compara-se HTT-CLA com HTT.
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5.4 Acdo do CLA sobre os niveis séricos de IgG total, IgG1 e IgG2a especifica
para OVA

Os niveis séricos de IgG total, IgG1 e IlgG2a anti-OVA foram avaliados apods 8
dias de imunizacdo com OVA (Figura 9). Houve aumento nos niveis de IgG total,
IgG1 e IgG2a quando compara-se o grupo HTT com o grupo controle. Com a
relacdo a IgG total, o grupo HTT-MC (baixo teor de c9t11) apresentou maior nivel de
anticorpos quando comparado ao grupo HTT, entretanto no grupo HTT-CLA (alto
nivel de c9tll) este continuou semelhante ao do grupo HTT. Os niveis de IgG1
foram maiores para os grupos HTT-MC e HTT-CLA com relagéo ao grupo HTT. Ja
os niveis de IgG2a foram menores para os grupos HTT-MC e HTT-CLA quando
comparados ao grupo HTT. Vale ressaltar que tanto o aumento de IgG1, quanto o
decréscimo de IgG2a para o grupo HTT-CLA foi um pouco mais significativo que o
grupo HTT-MC, em relagéo ao grupo HTT (P<0,05 X P<0,001).
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Fig 9. Niveis séricos de IgG Total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C). O soro dos animais foram avaliados apés 8
dias da imunizacdo.* P<0,05 quando compra-se ao grupo HTT. ** P<0,001 quando compara-se ao

grupo HTT.
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5.5 Efeito do CLA nos niveis de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-B, IL-4 e IL-
13)

Quanto aos niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato dos coxins
plantares, foi observada reducéo significativa na producédo de IFN-y e TNF-a nos
grupos HTT-MC (baixo teor de c9t11) e HTT-CLA (alto teor de c9t11), com a inducdo
do modelo de hipersensibilidade tipo tardia quando comparados ao grupo HTT
(Figuras 10 A e 10B). Os niveis de producéo de IL-10 e TGF-B no sobrenadante do
coxim plantar foram maiores no grupo suplementados com baixo teor do c9tl1,
guando comparado aos demais grupos (Figuras 10C e 10D).

Nos animais do grupo HTT observou-se niveis aumentados das citocinas pro-
inflamatérias de perfil Thl (IFN-y e TNF-a), quando comparado ao grupo controle,
enquanto os niveis de IL-10 e TGF-f mantiveram-se inalterados em relacdo ao
grupo controle.

Com relacdo aos niveis de IL-4 e IL-13 né&o foi detectado valores significativos
para nenhum dos grupos testados.
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Fig 10. Niveis de citocinas como (A) TNF-a, (B) IL-10, (C) TGF-B e (D) IFN-y, avaliados por ELISA

apos 8 dias de imuniza¢éo com OVA . * P<0,05 quando compara-se HTT com HTT-MC e HTT com
HTT-CLA.
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6 DISCUSSAO

Diversos trabalhos tem demonstrado que o CLA, em especial os isbmeros cis-
c9tll e t10cl2 apresentam diferentes atividades bioldgicas, promovendo beneficios
a saude em geral. Além disso os isdbmeros c9t1l e t10c12 podem atuar de formas
diferentes ou sinérgicas em todo organismo (revisado por AYDIN, 2005),
principalmente sobre a resposta imune, atuando em diferentes subtipos de linfécitos
T e isotipos de imunoglobulinas, sendo que estes efeitos foram realizados tanto em
estudos envolvendo modelos animais como em seres humanos (revisado por
O’SHEA et al., 2004).

Varios mecanismos sao propostos com base na modulacdo dos efeitos do
CLA sobre a resposta imune, podendo ser resumidos em trés efeitos moleculares:
alteracdo na composicdo e funcdo das membranas celulares, na producédo de
eicosandides e na producao de citocinas (revisados por YAQOOB e CALDER, 2007,
FRITCHE, 2006; KELLEY, 2005 e O'SHEA et al., 2004). A compreensao desses
mecanismos pode servir como importante base para o desenvolvimento de
alimentos nutricionalmente adequados, com base em aplicagcbes terapéuticas para
aumentar a resisténcia do hospedeiro contra doencas infecciosas e para tratar
desequilibrios imunoldgicos, que resultam em distarbios inflamatérios e/ou reacdes
alérgicas.

Assim, no presente trabalho utilizou-se como base experimental o isbmero
c9tll adicionado na dieta durante 30 dias, objetivando avaliar se este acido graxo
na dieta influenciaria no desenvolvimento e crescimento dos animais, bem como no
desenvolvimento da resposta imune envolvida na reacao de HTT a OVA.

Primeiramente, foi avaliado se o c9t1l influenciaria no peso corporal dos
animais. Ao longo dos 30 dias de dieta, observou-se que os animais submetidos a
dieta lipidica (HTT-MC e HTT-CLA) consumiram menos quantidade da dieta quando
comparados aos demais grupos (Controle e HTT). Isto poderia ser explicado pelo
fato que as duas dietas possuiam diferentes niveis lipidicos (MC e CLA = 21,0 % /
Nuvilab CR-1 = 4,5%) o que provavelmente levou aos animais a diferentes niveis de

saciedade, visando a obtencao de niveis desejaveis de energia as atividades diarias.
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Em muitos trabalhos o que se tem observado € que o isbmero c9tll
apresenta importante papel na modulagdo da resposta imune, principalmente,
intervindo em respostas inflamatoérias (revisados por O'SHEA et al., 2004; KELLEY,
2005; PARK et al.,, 2007 e REYNOLDS & ROCHE, 2010). Em face desses
conhecimentos, no presente trabalho, apdés os 30 dias de dieta, foi induzido o
modelo de HTT anti-OVA nos animais. As reacdes de HTT s&o respostas do sistema
imune, induzidas por linfocitos T, com producéo de citocinas pro-inflamatorias, que
levam a uma resposta inflamatoria. Esta reacdo € intensificada através de
sucessivas interacdes com determinado antigeno (revisado de KOBAYASHI et al.,
2001; ISHIGAME et al., 2006; KIM e MOUDGIL, 2008; ZHANG, 2009).

O CLA tem de mostrado agir diferentemente sobre as respostas de HTT, o
gue torna mais abrangente seu estudo frente a diferentes modelos experimentais da
resposta imune.

Foi demonstrado que uma dieta rica em &cido linoléico dada por (1,5g/dia)
durante 50 dias, para homens saudaveis, ndo alterou nenhum dos aspectos
imunologicos testados como atividade de células NK, a proliferacdo de clones de
linfocitos T e B, a secrecao “in vitro” de IL-1, IL-2 e TNF-a, assim como as reagdes
de HTT (KELLEY et al, 1997 apud KELLEY, 2001). Além disso, foi demonstrado que
a dieta rica nos dois isdbmeros c9t1l e t10c12 na proporgdo (50:50) 3g/dia por 12
semanas em humanos de idades entre 25 e 50 anos, foi capaz de reduzir fortemente
as respostas de HTT, além dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a e
IL-18 (WAHLE et al., 2005). Entretanto outro trabalho demonstrou que o CLA
(c9t11/t10c12) em dose de 1mg/kg do animal durante 7 dias , foi capaz de aumentar
a intensidade das respostas de HTT, tanto em camundongos normais quanto em
animais imunossuprimidos por hidrocortizona, sendo que foi sugerido que o CLA
poderia ser considerado como um importante agente para a restauracao da resposta
imune a pacientes imunossuprimidos (BHATIA et al., 2008).

No presente estudo, tanto os animais suplementados com a dieta
apresentando alto teor de c9t11l (HTT-CLA), como os animais suplementados com
baixo teor de c9tl11l (HTT-MC) tiveram a espessura das patas reduzidas quando
comparados ao grupo HTT, sendo que essa diminuicdo mostrou-se maior no grupo
HTT-CLA. Em relagdo a esse resultado, sugere-se que o isbmero c9tl1l pode ter
atuado sobre a sintese de diversas moléculas envolvidas no processo inflamatério

da HTT; levando a uma reducéo do fluxo celular e consequentemente a diminui¢ao
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da espessura das patas dos animais. Entretanto para melhor conclusdo desse
resultado faz-se necessario um estudo que avalie principalmente os niveis de
guimiocinas e citocinas envolvidas nesse processo, bem como uma analise
histopatolégica dos coxins plantares dos animais.

A partir do homogenato dos coxins plantares dos animais submetidos a
reacao de HTT, observou-se que nos animais tratados com alto teor de c9t11 (HTT-
CLA), os niveis de TNF-a e IFN- y encontraram-se reduzidos de forma mais
expressiva, quando comparados ao grupo HTT. Outros autores ja haviam
demonstrado a agéo especifica do CLA sobre citocinas pré-inflamatorias (RUTH et
al., 2008; YU et al., 2002). Em relacdo as citocinas como IL-10 e TGF-3, os niveis
foram muito maiores nos animais suplementados com a dieta com baixo teor de
c9tll (HTT-MC), quando comparado aos animais suplementados com alto teor de
cotll (HTT-CLA) e HTT. O que pode-se sugerir € que o c9tll em baixa
concentracdo, como mostrado para dieta do grupo HTT-MC [1,28%] poderia ter
mediado uma resposta regulatoria sobre a reacdo de HTT, induzindo a ativagédo de
clones de linfocitos T regulatérios. Ja em quantidades maiores de c9t11 (HTT-CLA)
[3,4%], onde as citocinas inflamatorias avaliadas estavam diminuidas e ndo houve
producdo de IL-10 e TGF-B, os niveis de CLA pode ter influenciado em todos os
subtipos de linfocitos T envolvidos na reacdo de HTT. Entretanto para um melhor
entendimento deste mecanismo seria de suma importancia avaliar quais 0s subtipos
celulares envolvidos.

Segundo as revisbes de Mosmman e Coffman (1996) e O’shea e
colaboradores (2004), linfécitos T helper 1 (Th;) tem o papel de aumentar as
respostas inflamatérias, assim conduzindo linfécitos B a mudanca de classe de
anticorpos, produzindo o is6tipo de imunoglobulina IgG2a. Em contrapartida,
linfécitos T helper 2 (Thy) conduziriam a producédo de imunoglobulinas dos isétipos
IgG1 e IgE, promovendo vias de natureza antiinflamatérias. Assim nesse trabalho
com o objetivo de avaliar em qual dos perfis de linfécitos Th, 0 isbmero c9tl11 estaria
envolvido, dosagens de anticorpos IgG total, e dos isétipos IgG1 e IgG2a foram
estabelecidas. Os resultados indicaram que a dieta com c9tll nas duas
concentracdes tiveram um papel similar com relagcéo a diferenciacéo dos clones Th;
e Thy, onde a dieta com alta concentracdo de c9t11 (HTT-CLA) aumentou 0s niveis
do isotipo IgG1, diminuindo os niveis do isotipo IgG2a, de uma maneira mais intensa

gue a dieta contendo baixos niveis de c9t11(HTT-MC). Entretanto a dieta com baixo
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nivel de c9t11 (HTT-MC) foi capaz de aumentar os niveis de IgG total no soro dos
animais. Esses resultados sugerem que a presenca do CLA nas dietas diminui 0
perfil Th; e aumenta o perfil Th, assim corroborando com os resultados que mostram
a reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a . A esse fato
talvez pode-se atribuir que o c9tll foi capaz de reduzir o perfil Thy envolvido no
modelo, pelo fato de ser um derivado do acido linoléico, um acido graxo da familia
w6, que tem propriedades de estimular preferencialmente a proliferacao de linfocitos
Th, (VLIES et al., 2011).

Ainda com relacado a atividade regulatéria do c9t11l em baixas concentracbes
(HTT-MC), pode-se sugerir que este tenha induzido vias de sinalizacdo para a
ativagcdo de um subtipo de linfécito T, conhecido como linfécito T regulatorio (Tregs).
As Tregs sdo subpopulacbes de linfocitos T com marcadores CD4+CD25+ que
expressam altos niveis de fator de transcricdo Foxp3. Elas podem agir
independentes de contato e de forma antigeno-especifica in vitro e in vivo,
secretando citocinas antiinflamatorias como IL-10 e/ou TGF-B, assim, regulando as
respostas imunes e patologias inflamatérias. Estas células sdo caracterizadas
também pela habilidade de suprimir as células T efetoras de qualquer fenétipo Th; e
Th,, (revisado por HAWRYLOWICZ e O'GARRA, 2005; KESSEL et al.,, 2007).
Portanto a utilizacdo de um ensaio com marcadores especificos para células Tregs
seria interessante, para uma melhor elucidacéo desse topico.

Além das células T regulatérias, sabe-se que linfécitos B também apresentam
propriedades imunomodulatérias, e esses sdo conhecidos como linfocitos B
regulatorios (Bregs). Essas células sdo capazes de produzir citocinas regulatorias
como IL-10 ou TGF-B1, enquanto as células B efetoras produzem IL-2, IL-4, TNF, IL-
6 (células B2) ou IFN-y, IL-12, TNF (células B1) aumentando respectivamente as
respostas Th, e Th; (revisado por LUND, 2008). E conhecido também que as células
B regulatérias expressam TLRs tendo habilidade de responder rapidamente a
produtos derivados de patdégenos, modulando assim as respostas inflamatorias.
Sabe-se que a IL-10 produzida por células B regulatérias (B1la) neonatal bloqueia a
producdo de IL-12 pelas células dendriticas TLR9-ativadas, resultando na reducao
da resposta Th; e predominancia da resposta Th, (LO-MAN et al., 2005). Portanto

pode-se sugerir que 0s niveis aumentados de IgG total observados no grupo HTT-
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MC poderiam ser resultantes da inducdo de linfocitos B regulatérios, levando a
producao de IL-10 e TGF-B.

Desse modo pode-se concluir baseado nos resultados apresentados, que
dependendo das concentracdes do isdbmero c9tll, podem-se ter diferentes efeitos
sobre a resposta imune. Estas diferencas poderiam estar relacionadas as diversas
subpopulac¢des de células, citocinas, quimiocinas, entre outras moléculas do sistema
imune. Portanto para melhor elucidacdo destes efeitos, mais estudos deverdo ser
realizados, visando uma melhor alternativa para a prevencdo de determinadas

patologias, principalmente aquelas de carater inflamatério.
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7 CONCLUSAO

- O isdbmero c9t11 reduziu os efeitos das reagcbes de HTT a OVA em suas

diferentes concentracdes, porém mais fortemente quando em alta concentracéo;

- Nos coxins plantares dos animais submetidos a reacéo de HTT, o isdmero
c9tll agiu suprimindo fortemente as o perfil de citocinas pré-inflamatoérias IFN- y e
TNF-q;

- No soro dos animais submetidos a reacdo de HTT, o isdmero c9tll
induziu um perfil Thy, apresentando altos niveis de 1gGl e reduzindo
consequentemente os niveis de 1gG2a;

- Em baixas concentracdes o c9t1l1l aumentou os niveis de IL-10 e TGF-,

sugerindo possivel atividade regulatoria da resposta imune localizada.
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