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RESUMO

O dleo de pequi (OP) é rico em nutrientes € compostos bioativos, especialmente acido
oleico, carotenoides e compostos fendlicos que, isoladamente, apresentam efeitos
antioxidantes e anti-inflamatdrios em sistemas bioldgicos, indicando um potencial funcional
para esse alimento. Entretanto investigagdes com o OP em células do sistema imunoldgico
humano, ainda sdo escassas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar efeitos anti-
inflamatérios do OP em culturas de células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMC). Previamente, o perfil de 4dcidos graxos, o conteido de carotenoides e fendlicos totais
foram determinados. Em seguida, a atividade antioxidante foi determinada pelos testes de
captura do radical ABTS, capacidade antioxidante por varredura do radical DPPH e
capacidade redutora do ferro. Por fim, utilizou-se culturas de PBMC obtidas a partir do
sangue periférico de individuos adultos, higidos e de ambos 0s sexos para os experimentos
com células humanas. O OP foi testado em concentragdes que variaram de 1 pg/mL a 1000
pg/mL. Previamente, avaliou-se a emissdo de fluorescéncia interferente e a viabilidade
celular. A proliferagio de linfécitos e das subpopulagdes celulares CD4" e CD8" foi avaliada
em culturas de 120 horas estimuladas pela fitohemaglutinina (PHA). As concentracdes de
interferon-y (IFN-y), interleucina (IL)-17, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-6 foram determinadas em
culturas de 4 horas. O OP apresentou alto contetudo de 4dcido oleico, carotenoides e compostos
fendlicos e demonstrou atividade antioxidante em todos os testes utilizados. O OP ndo induziu
emissdo de fluorescéncia interferente e ndo reduziu a viabilidade dos linfécitos. A
concentracdo de 400 pg/mL de OP reduziu o indice de proliferacdo de linfécitos (p <0,05). Na
concentragdo de 200 pg/mL, o OP reduziu o indice de proliferacio de linfécitos e a
subpopulagio CD8" (p<0,05), e reduziu as concentragdes de IL-17, a IL-2 e de IL-4
(p <0,05). Portanto, o OP apresentou atividade antioxidante in vitro e potencial anti-
inflamatério em culturas de PBMC ja que reduziu a proliferacdo de linfécitos e a produgao de
mediadores pré-inflamatérios. E provavel que o dcido oleico, carotenoides e fendlicos, sejam

determinantes, pelo menos em parte, desses efeitos.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense, 6leo de pequi, antioxidante, inflamacao, linfocitos,

citocinas.






ABSTRACT

Pequi oil (PO) is rich in nutrients and bioactive compounds, especially oleic acid,
carotenoids and phenolics, with antioxidant and anti-inflammatory effects in biological
systems, pointing out a functional potential for this food. However, studies with PO in
immune system cells from humans are still scarce. Therefore, we aimed to investigate the
anti-inflammatory effects of PO in human peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
cultures. Previously, the fatty acid profile of PO was determined by gas chromatography, the
carotenoid content by spectrophotometry and the total phenolics were determined. Following,
the in vitro antioxidant activity was determined by ABTS radical scavenging, DPPH radical
scanning antioxidant capacity and iron reducing capacity tests. At last, PBMC cultures
obtained from the peripheral blood of healthy adults of both sexes were used for human cell
experiments. PO was tested at concentrations ranging from 1 pg/mL to 1000 pug/mL.
Interfering fluorescence emission and cell viability were previously evaluated. The
proliferation of lymphocytes, CD4" and CD8" cell subpopulations were evaluated in 120-hour
cultures stimulated by phytohemagglutinin (PHA). Interferon-y (IFN-y), interleukin (IL)-17,
IL-2, IL-4, IL-10 and IL-6 concentrations were determined in 4-hour cultures. PO showed had
high amounts of oleic acid, total carotenoids and phenolic, and showed antioxidant activity in
all in vitro tests. PO did not induce interfering fluorescence emission and did not reduce
lymphocyte viability. At 400 pg/mL, PO reduced the lymphocyte proliferation index
(p <0.05). At 200 pg/mL, PO reduced the proliferation index of lymphocytes and CD8"
subpopulation (p <0.05), and reduced IL-17, IL-2 and IL-4 concentrations (p<0.05).
Therefore, PO showed in vitro antioxidant effects and anti-inflammatory potential as it
reduced the proliferation of lymphocytes and the production of pro-inflammatory mediators.
Oleic acid, carotenoids, and phenolic compounds could be determinants, at least in part, of

these effects.

Keywords: Caryocar brasiliense, pequi oil, antioxidant, inflammation, lymphocytes,

cytokines.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Diversos alimentos, especialmente os de origem vegetal, t€ém sido alvo de inimeras
pesquisas cientificas por apresentarem em sua composicdo quimica, nutrientes € compostos
bioativos que podem afetar processos fisioldgicos e patoldgicos relacionados a saide e a
doenca, dentre os quais destacam aqueles com propriedades anti-inflamatérias. Dessa forma,
ja houve demonstracdo de propriedades anti-inflamatérias advindas de alimentos ricos em
dcidos graxos monoinsaturados (do inglés, monounsaturated fatty acid — MUFA) como o
azeite de oliva, o abacate, o acai e o 6leo de farelo de arroz (HORIGUCHI et al., 2011; LEE
et al., 2019; LI et al., 2013; DE PABLO et al., 1998); de alimentos ricos em carotenoides
como o tomate, a cenoura, 0 mamao e o caqui (ABDULLAH et al., 2011; KIM et al., 2017,
WATZL et al.,2003) e de alimentos ricos em compostos fendlicos como o cacau, o vinho
tinto, o cha verde e a cebola (CHALONS et al.,2018; CHO et al.,2016; GOYA et al., 2016;
WU et al., 2012).

Neste contexto, um alimento que vem despertando o interesse cientifico € o fruto do
Caryocar brasiliense, popularmente conhecido como pequi, cuja polpa € rica em Oleo
comestivel e de alto valor nutricional. O 6leo de pequi é comumente utilizado na culinéria
regional como ingrediente no preparo de pratos tipicos, na inddstria farmacéutica e na
medicina tradicional (ALMEIDA; SILVA, 1994; OLIVEIRA et al., 2008). Estudos anteriores
do nosso grupo (CESAR et al., 2017, EVANGELISTA-SILVA et al., 2021; OLIVEIRA et
al., 2017; TEIXEIRA et al., 2013) e de outros autores (MIRANDA-VILELA et al., 2014) t€m
demonstrado que esse 6leo é rico em MUFA com predominancia do 4cido oleico, além de
compostos antioxidantes com predominancia de carotenoides (OLIVEIRA et al., 2017), e
diversos compostos fendlicos (CICERO et al., 2018), os quais tem sido alvo de extensivas
pesquisas que relacionam seus potenciais efeitos benéficos a saude incluindo efeitos anti-
inflamatodrios.

Por exemplo, tem sido demonstrado que o 4cido oleico pode modular o sistema
imunoldgico, afetando tanto a imunidade inata quanto a adaptativa (YAQOOB, 2002). Parece
que esse dcido graxo pode influenciar a proliferacio de linfécitos (GORJAO et al., 2007;
PASSOS et al., 2016; VERLENGIA et al., 2003) e a diferenciacdo de células imunes
reguladoras (WU et al., 2017), por meio de efeitos antioxidantes (CHEN et al., 2018,
DEBBABI et al., 2017) e redu¢do de mediadores inflamatérios (CHEN ef al., 2018;
FINUCANE et al., 2015). Tais efeitos sdo decorrentes da sua capacidade em inibir vias de

sinalizacdo reguladas por fatores de transcricdo como o fator nucelar kB (do inglés, nuclear



factor kappa B — NFkB) e o complexo NLRP3 inflamassoma (do inglés, NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3 — NLRP3) (RAVAUT et al.; 2021).

Em relacdo aos carotenoides, as evidéncias apontam que eles possuem propriedades
anti-inflamatorias por sua habilidade de também interagir com a via de sinalizacdo do NF«B,
impedindo sua translocacio para o nicleo e dessa forma inibindo a expressdao e producdo de
citocinas pré-inflamatdrias. Eles também sdo capazes de bloquear o estresse oxidativo por
interagir com a via de sinalizacdo do fator nuclear eritroide-2 (do inglés, Nuclear Factor,
Erythroid 2 — Nrf2), aumentando sua translocacdo para o nucleo e ativando assim, enzimas
antioxidantes como as glutationas — S — transferases (revisado por KAULMANN; BOHN,
2014).

Os compostos fendlicos sdo conhecidos classicamente por suas atividades
antioxidantes, entretanto tais compostos também podem interferir na regulacdo de células
imunoldgicas, reduzir a sintese de citocinas pré-inflamatdrias inibir vias de sinaliza¢cdo como
a via regulada pelo NF-xB, e a via da proteina quinase ativada por mitégeno (do inglés,
Mitogen-activated protein Kinase — MAPK), e ainda atuar no metabolismo do é&cido
araquidonico impedindo a produc¢do de mediadores pré-inflamatérios (YAHFOUFI et al.,
2018).

Assim, nas dultimas décadas, houve aumento considerdvel nas investigacdes
relacionadas ao potencial funcional do fruto do Caryocar brasiliense, principalmente seu
6leo, e especialmente por causa da sua composi¢cdo em 4cido oleico e carotenoides e
compostos fenodlicos. Desta forma, j& foram demonstrados, em modelo animal, efeitos
antioxidantes (COLOMBO et al., 2015; MIRANDA-VILELA et al., 2013; ROLL et al.,
2018; TORRES et al., 2016; VALE et al., 2019); anti-inflamatérios (DE SA-COUTINHO et
al., 2020; JUNIOR et al., 2020; ROLL et al., 2018; TORRES et al., 2016); hipolipidémicos
(TORRES-SILVA et al., 2020); antigenotoxicos e anticarcinogénicos (COLOMBO et al.,
2015; MIRANDA-VILELA et al., 2011, 2014; PALMEIRA et al., 2016); cicatrizantes
(BEZERRA; BARROS; COELHO, 2015) e analgésicos (JUNIOR et al., 2020). Em humanos,
o 6leo do pequi promoveu efeitos anti-inflamatérios e hipotensivos além de melhorar o perfil
lipidico plasmatico e a morfologia e fun¢do de hemdcias de corredores (MIRANDA-VILELA
et al., 2009a, 2009b, 2010). Em pacientes portadores de Lipus eritematoso sist€émico, esse
6leo reduziu as concentragdes de proteina C-reativa, o que também aponta para seu efeito
anti-inflamatério (MONTALVAO et al., 2015).

Ainda, estudos prévios do nosso laboratério, em modelo animal, também apontaram

beneficios da ingestdo do 6leo de pequi sobre o perfil de lipideos séricos e hepdticos



(TEIXEIRA et al., 2013), sobre a deposicdo hepdtica de gordura e morfologia intestinal
(MORENQO et al., 2016), sobre a adiposidade visceral e funcdo cardiaca de ratos saudaveis e
alimentados com dieta ocidental (CESAR et al., 2017; MENDES, 2019; MORENO et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2017) e sobre o conteido de transportadores intestinais de nutrientes
(EVANGELISTA-SILVA et al., 2021). Recentemente, nosso grupo demonstrou ainda, pela
primeira vez, efeitos advindos da ingestdo do 6leo de pequi sobre elementos da resposta
imune intestinal de camundongos com colite ulcerativa induzida por dextran sulfato de s6dio
(DSS). No6s demonstramos, em nivel intestinal, que a ingestdo do 6leo de pequi atenuou a
resposta citotoxica, o que protegeu a mucosa dos camundongos de lesdes imunolégicas
causadas pela colite. Esses efeitos contribuiram para melhorias de sinais clinicos da colite e
para um melhor progndstico da doengca (MORENO et al., 2021).

Entretanto, nesse estudo ndo foi possivel avaliar, diretamente, efeitos do 6leo de pequi
sobre a proliferacdo e secrecdo de citocinas por células imunes. Assim, dada a escassez de
informacdes cientificas neste contexto, nosso préximo passo foi investigar, in vitro, os efeitos
diretos do 6leo de pequi na proliferagdo de células imunes isoladas do sangue periférico de
humanos, bem como em suas secrecOes de citocinas. Nossa hipotese foi de que o dleo de
pequi seria capaz de reduzir a proliferacdo de linfécitose e a secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias em células mononucleares do sangue periférico humano (do inglés, peripheral
blood mononuclear cell — PBMC). Dada a importancia das propriedades antioxidantes de
compostos bioativos para atividade anti-inflamatdria, nés também procedemos, previamente,

a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, do 6leo de pequi.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Investigar propriedades anti-inflamatérias do 6leo de pequi em PBMC.

2.2 Especificos
= Determinar a composicdo em acidos graxos, carotenoides totais e fenolicos totais do

6leo de pequi.
= Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 6leo de pequi.
= Avaliar a proliferacdo de linfécitos em culturas de PBMC tratadas com 6leo de pequi.
= Determinar o perfil de secrecdo de citocinas em culturas de PBMC tratadas com 6leo

de pequi.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas gerais da resposta imunologica

Constituido por uma rede de 6rgdos, células e moléculas, o sistema imunolégico (ou
imune) tem como principal finalidade a manutencdo da homeostase do organismo, por meio
do combate as agressdes de modo geral (CRUVINEL et al., 2010). As barreiras anatdmicas e
fisiolégicas incluindo a pele intacta, os mecanismos muco-ciliares, o baixo pH estomacal, e as
lisozimas bacterioliticas presentes nas lagrimas e na saliva formam a primeira linha de defesa
contra patdégenos. Esses mecanismos sdo ainda reforcados por células como macréfagos,
células dendriticas, mastocitos, neutréfilos, eosindfilos e células natural killer (NK),
constituindo assim, a denominada resposta imunoldgica inata (TURVEY; BROIDE, 2010).

A resposta imunoldgica inata caracteriza-se pela rdpida defesa as agressoes, € tem
como principais mecanismos a fagocitose, a ativacao de proteinas do sistema complemento e
a sintese de citocinas e quimiocinas de fase aguda. Entretanto, sozinho, essa resposta pode
falhar em conter o processo infeccioso, portanto, trabalha em conjunto com a resposta
imunolégica adaptativa resultando no reconhecimento e na eliminagdo de patégenos de forma
altamente eficiente. Por sua vez, a imunidade adaptativa consiste em uma resposta de alta
especificidade e que fornece memoria imunoldgica, cujos elementos celulares sdo os
linfécitos B e T (CLARK; KUPPER, 2005; CRUVINEL et al., 2010).

Os linfécitos B sdo responsdveis pela imunidade humoral que se caracteriza pela
producdo e liberagdo de anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) capazes de neutralizar os
antigenos contra os quais foram gerados. Para tal, os linfécitos B devem ser ativados, o que
acarreta um processo de proliferacao e diferenciacio, que culmina na geracdo de plasmocitos
com produg¢do de imunoglobulinas com alta afinidade para o epitopo antigénico que originou
a resposta. Para que ocorra a ativagdo do linfécito B € preciso que seu receptor, denominado
receptor de célula B (do inglés, B-Cell receptor — BCR), ligue-se a um epitopo antigénico, o
que desencadeia uma sequéncia de eventos intracelulares (MESQUITA Jr et al. 2010).

Os anticorpos sdo classificados pelo isotipo de suas cadeias pesadas em IgM, IgG, IgE
e IgA. Inicialmente os linfécitos B produzem IgM, mas sob a influéncia de alguns fatores
como o estimulo de citocinas elas sofrem eventos de recombinacido genética adicionais que
levam a troca de isotipos e a producdo de subtipos de IgG, IgE ou IgA. O ajuste fino da
especificidade do antigeno também ¢ realizado pela maturacdo da afinidade. Esse processo

envolve a hipermutacdo de genes de anticorpos combinados com competi¢do por antigeno
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dentro dos foliculos linfoides, levando a sobrevivéncia seletiva das células B com maior
afinidade pelo antigeno (CLARK; KUPPER, 2005).

Além da producdo de anticorpos, os linfocitos B podem funcionar também como
células apresentadoras de antigeno (do inglés, antigen presenting cells — APC). Apos
interiorizar e processar o antigeno, fragmentos sdo expressos na membrana dessas celulas
ligados as moléculas do Complexo maior de histocompatilidade (do inglés, major
histocompatibility complex — MHC) de classe II resultando na diferenciacdo e regulacdo dos
linfécitos T (GRAY; GRAY; BARR, 2007, MESQUITA Jr et al. 2010).

Além disso, as células B, assim como outras APC, tém uma funcao de programacdo na
diferenciacdo das células T por meio da secrecdo de citocinas. Essas células sdo conhecidas
por produzir citocinas como IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12. Essa producio pode ser
desencadeada por estimulos primarios como os ligantes de receptores toll-like (do inglés, Toll-
like receptor — TLR) (producdo primdria) ou depender da interacdo de células B ativadas com
células T auxiliares ativadas (producdo secunddria) (GRAY; GRAY; BARR, 2007).

Os linfécitos T sdo as principais células efetoras da imunidade celular. Eles também
expressam em sua superficie, receptores de antigenos altamente especificos denominados
receptores de células T (do inglés, T-Cell receptor — TCR), esses receptores encontram-se
associados a um complexo de quatro outras cadeias de sinalizagdo invariantes, chamadas
coletivamente de CD3 (FARBER, 2011).

Existem diversos subtipos de linfocitos T efetores. Classicamente os dois principais
subtipos sdo os auxiliares e os citotoxicos, que apresentam um receptor TCR aff e as
moléculas correceptoras, CD4 ou CD8, respectivamente (MESQUITA Jr et al. 2010).

Os linfécitos T citotéxicos (CD8™ reconhecem antigenos citoplasméticos apresentados
por moléculas MHC de classe I, que sdo expressas por praticamente todas as células
nucleadas. Dessa forma, células infectadas por virus e células tumorais normalmente sio
reconhecidas pelos linfécitos T CD8* que por sua vez, induzem a via de morte celular
programada (apoptose) pela acdo de perforinas e grazimas e podem levar a apoptose pela
expressao do receptor FAS ligante (FASL) que interage com a molécula FAS nas células alvo
(CLARK; KUPPER, 2005, MESQUITA Jr et al. 2010).

Os linfécitos T auxiliares (CD4", também chamados T helper (Th), reconhecem
fragmentos antigénicos ligados as moléculas MHC de classe II expressas nas membranas das
APC. Esses linfocitos sdo responsaveis por orquestrar outras c€lulas da resposta imune na
erradicacdo de patdgenos. Sua resposta € baseada na producio de citocinas, que estimulam a

proliferacdo e a diferenciacdo das proprias células T auxiliares e citotoxicas e a ativagdo de



outras células como linfécitos B, macréfagos e células dendriticas (CLARK; KUPPER, 2005,
MESQUITA Jr et al. 2010).

De acordo com seus perfis de expressdo de citocinas, os linfécitos Th sdo ainda
classificados em quatro subconjuntos distintos de células efetoras ja bem caracterizadas na
literatura, a saber: Thl, Th2, Th17 e Linf6citos T auxiliares foliculares (do inglés, Follicular
helper T lymphocytes — Tth) (DONG, 2021).

As células Thle Th2 foram descritas pela primeira vez no final da década de 1980 por
Mossman; Coffman (1989). A linhagem Thl contribui com a secre¢cdo de interleucina 2 (IL-
2), importante para a proliferagdo dos préprios linfécitos T CD4" de maneira autdcrina e
também induz a proliferacdo e aumenta a capacidade citotéxica dos linfécitos T CD8*. Além
disso, células Thl secretarem também outras citocinas como interferon y (IFN-y) para
aumentar a apresentacdo do antigeno e facilitar a funcdo bactericida dos macréfagos. A
resposta Th1 € responsdvel pela imunidade celular que € essencial nas respostas as infeccoes
virais € no controle de patdgenos citoplasméticos e de células tumorais (DONG, 2021,
MESQUITA Jr et al., 2010).

Por outro lado, as células Th2 secretam interleucina 4 (IL-4) , interleucina 5 (IL-5) e
interleucina 13 (IL-13) que promovem a proliferacio de células B e producdo de
imunoglubulina E (Ig-E) e a ativacio de eosinéfilos. Sdo mediadoras da imunidade humoral e
importantes no controle de patégenos extracelulares. Tais respostas estdo associadas com as
doengas alérgicas e infec¢oes por helmintos (DONG, 2021; MCCOY et al., 2010).

Os linfocitos Th17 representam um outro subtipo de linfocitos T efetores que também
sd0 importantes na protecdo contra microrganismos extracelulares. Linfécitos Th17 foram
originalmente descritos em modelos experimentais de doengas autoimunes como encefalite
autoimune e artrite induzida por coldgeno, que antes se acreditava serem mediadas
predominantemente por linfocitos Thl. Os linfécitos Thl7 produzem citocinas como
interleucina 22 (IL-22), interleucina 26 (IL-26) e citocinas da familia da interleucinal7 (IL-
17). As citocinas da familia IL-17 sdo potentes indutoras da inflamac¢do ao favorecer a
infiltracdo celular e a producdo de outras citocinas pré-inflamatdrias, além de sua produgdo
desregulada estar associada as condicdes autoimunes, como esclerose multipla, doenca
intestinal inflamatoria, psoriase e lipus (CHEN et al., 2011; MESQUITA Jr et al., 2009).

Os linfécitos T auxiliares foliculares refere-se a uma subpopulacdo de linfécitos T
CD4" identificada inicialmente nos centros germinativos dos foliculos dos 6rgdos linfoides

secunddrios. Sua funcdo primordial € auxiliar os linfécitos B nas respostas timo-dependentes,



maturacdo da afinidade e formacdo de plasmdcitos de vida longa, por meio da producdo de
citocinas como interleucina 21 (IL-21) e IL-4 (ALONSO; FOMIN; RIZZO, 2021).

A inflamagdo consiste em uma resposta fisioldgica frente a um agente infeccioso, um
antigeno ou qualquer outro estimulo que promova lesdo tecidual e pode ser entendido como
uma ac¢do coordenada entre o sistema imunoldgico e o tecido afetado, visando a protecao
tecidual, eliminac@o do agente agressor e o reparo da drea afetada, retornando em seguida ao
estado de homeostasia (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). Uma resposta inflamatdria aguda
geralmente é benéfica, porém, a inflamacdo cronica pode ser prejudicial e provocar efeitos
deletérios; o que acontece, por exemplo, em doencas como obesidade, diabetes, aterosclerose,
doencas hepaticas, cancer, Parkison e Alzheimer que apresentam em comum, a presenga de

um processo inflamatério associado (NETEA et al., 2017).

3.2 Crosstalk entre estresse oxidativo e inflamacao

O estresse oxidativo é uma condi¢do bioldgica caracterizada pelo desequilibrio entre a
geracdo de compostos oxidantes em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou espécies
reativas, em detrimento da velocidade de remoc¢do destes. Tal desequilibrio é predominante
entre as espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen species — ROS) e, ou de
nitrogénio (do inglés, reactive nitrogen species — RNS), incluindo o oxigénio singlete,
perdxidos lipidicos e 6xido nitrico, € uma fun¢do reduzida de compostos antioxidantes
(quantidade e, ou atividade), tais como enzimas (superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase), antioxidantes endégenos ndo enzimaéticos (ureia, glutationa reduzida, albumina) e
antioxidantes exdgenos (vitamina C, E, polifendis, carotenoides) (BOUAYED; BOHN, 2010).

A producao de espécies reativas (ER) é um processo continuo e fisioldgico, parte
integrante do metabolismo e estd presente em condi¢des normais, notadamente nos processos
como producdo de energia, crescimento celular, transcricdo génica, sinalizac¢do intracelular,
sintese de hormonios e enzimas e na resposta imune (VASCONCELOS et al., 2014). No
entanto, a sua produgdo excessiva desencadeia o estresse oxidativo; um processo deletério que
causa danos oxidativos as principais macromoléculas celulares, como carboidratos, lipidios,
proteinas e ao dcido desoxirribonucleico (do inglés, deoxyribonucleic acid — DNA);
resultando em disfun¢do celular, alteracdes em receptores, fluidez e permeabilidade da
membrana, ativagdo de vias pro-inflamatérias e apoptose. A cronicidade desse processo tem
relevantes implicacdes sobre a etiologia de varias doengas crOnicas ndo transmissiveis, tais

como as doencgas cardiovasculares, as doencas inflamatérias intestinais, diabetes, cancer e
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obesidade (ASLANI; GHOBADI, 2016; FANG; YANG; WU, 2002; PHAM-HUY; PHAM-
HUY, 2008; VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE, 2004).

Estd bem documentado na literatura que a inflamacdo é fortemente modulada pela
sinalizacdo redox (LAURIDSEN, 2019). As ROS s@o reconhecidas como importantes
sinalizadoras intracelulares e estdo envolvidas na regulacido redox no interior das células do
sistema imune. Quando em baixas concentragdes as ROS participem na regulacdo de
diferentes funcdes celulares, tais como proliferacao, biossintese de hormonios, quimiotaxia,
explosdo oxidativa e apoptose. Por outro lado altas concentragdes de ROS estdao envolvidas na
ativacdo do NF-kB com a manuten¢do do processo inflamatdrio, atuando como agente causal
de dano a macromoléculas (OKTYABRSKY; SMIRNOVA, 2007, HWANG; KIM, 2007).
Em infecg¢des, por exemplo, a alta producao de radicais livres por células imunes no sitio da
infeccdo, especialmente macrofagos, podem desencadear o estresse oxidativo.
Adicionalmente, excessivas quantidades de ROS/RNS extracelulares, podem tanto oxidar
biomoléculas, incluindo DNA, 4cido ribonucleico (do inglés, ribonucleic acid — RNA),
lipideos e proteinas como podem modificar, estruturalmente, proteinas e genes para
desencadear cascatas de sinalizagcdo pro-inflamatéria (LOPRESTI ez al., 2014).

As relagdes entre inflamacdo cronica e estresse oxidativo também tem sido alvo de
pesquisas, ja que eles podem influenciar um ao outro em um circulo vicioso reciproco.
Estados de inflamacdo cronica de baixo grau presentes em muitas doengas cronicas nao
transmissiveis estdo associados com processos inflamatérios que permanecem por um longo
periodo, e por isso sdo considerados deletérios a saide. Na obesidade, por exemplo, a
capacidade deficiente dos adipdcitos em armazenar o excesso de energia como triglicerideos
contribui para o acimulo de lipideos e seus metabdlitos em outros tecidos que ndo sio
necessariamente adaptados ao armazenamento de lipideos (ELLULU et al., 2017).
Inevitavelmente, o excesso de adiposidade eleva a infiltracio de macréfagos no tecido
adiposo, induzindo, por um lado respostas pré-inflamatérias e por outro, aumento da
producdo de ERO/ERN e por consequéncia, estresse oxidativo. Ambos o0s processos
contribuem para desencadear a inflamacdo sistémica cronica de baixo grau (SPEER et al.,

2020).



3.3 Nutrientes e compostos bioativos e suas interacoes com a inflamacio e o estresse
oxidativo
Como dito anteriormente, a inflamagao € fortemente modulada pela sinalizagdo redox

(LAURIDSEN; 2019), e ambos esses processos podem ser influenciados pela dieta do
individuo (MARCOS; NOVA; MONTERO, 2003, MOHAMMED et al., 2020).
Desequilibrios nutricionais, tais como a ingestdo excessiva de gorduras saturadas e
actcar refinado, ativam vias de sinalizacdo pré-inflamatérios como o TLR e as vias do acido
araquidonico e da prostaglandina E2 (PGE,) (MYLES; 2014), e promovem o estresse
oxidativo (CUI et al., 2012). Por outro lado, muitos constituintes dietéticos, tais como 0S
acidos graxos Omega-3 e Omega-9 (acido oleico) (ARTEMIS, 2002; SCHWINGSHACKL;
HOFFMANN, 2014), as vitaminas C e E (MOHAMMED et al., 2020), fitoquimicos como os
polifenois (KHAN et al., 2014; KUMAR SINGH et al., 2019; RODRIGO; MIRANDA;
VERGARA, 2011; YAHFOUFI et al., 2018) e os carotenoides (BOHN, 2019; KAULMANN;
BOHN, 2014; RUBIN et al., 2017) demonstram atividade anti-inflamatoéria e antioxidante.
Virios deles podem interagir com fatores de transcricdo, tais como o NF-kB e o Nrf2,
resultando em efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes, respectivamente (MOHAMMED et

al., 2020).

3.3.1 Acidos graxos monoinsaturados (MUFA)

Diversas evidéncias atribuem efeitos anti-inflamatérios aos MUFA (revisado por
ROCHA; BRESSAN; HERMSDORFF, 2017) e nesse aspecto, os dcidos graxos dmega — 9 (®
- 9) especialmente o acido oleico tem sido o mais estudado. O acido oleico é um &cido graxo
de cadeia longa (18 carbonos), encontrado principalmente no azeite de oliva, nozes, 6leo de
pequi, azeitona, amendoim, 6leo de canola e abacate, sendo o MUFA mais abundante na dieta
(EVANGELISTA-SILVA et al., 2021; KONSTANTINIDI; KOUTELIDAKIS, 2019;
OLIVEIR et al., A 2017; SCHWINGSHACKL; HOFFMANN, 2014). O seu valor funcional é
fortemente apoiado pelo amplo uso na regido do Mediterraneo, onde grandes quantidades de
dcido oleico proveniente do azeite de oliva sdo consumidas e concomitantemente, as
populacdes dessa regido apresentam menores indicadores de mortalidade e morbidade
comparativamente a outros grupos populacionais, especialmente em relagdo as doencgas
cardiovasculares, alguns tipos de cincer e outras doencas degenerativas (CARBAJAL;
ORTEGA, 2001; DI DANIELE et al., 2016; MARTIN-PELAEZ et al., 2017; SHIVELY et
al., 2019; WANG; ZHAO, 2018).
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O padrao dietético mediterraneo € caracterizado por um alto consumo de peixes, azeite
de oliva, frutas, hortalicas e grios integrais; os lipideos representa 1/3 do total de calorias,
sendo aproximadamente 60% de MUFA e 20% de 4cidos graxos saturados (do inglés,
saturated fatty acids — SFA) (TRICHOPOULOU; KATSOUYANNI; GNARDELLIS, 1993).
As dietas ocidentais contém quantidades similares de lipideos, mas com uma propor¢cdao de
MUFA muito menor (36% de MUFA e 33% de SFA) (SHIVELY et al., 2019).

Quando comparada a outros padrdes dietéticos, a dieta mediterranea € associada a
reducdo da pressdo arterial, melhorias no metabolismo da glicose e de lipideos e redugdo da
inflamacdo cronica (CASAS; ESTRUCH; SACANELLA, 2018; DE PERGOLA;
D’ALESSANDRO, 2018; ESPOSITO et al., 2017). Além disso, impactos positivos da dieta
mediterranea, incluindo a diminui¢do da atividade da doenca e melhor qualidade de vida,
também tém sido apontados no contexto de algumas doencas autoimunes como a psoriase
(BARREA et al., 2015), a artrite reumatoide (FORSYTH et al., 2018) e o ldpus eritematoso
sistémico (CONSTANTIN et al., 2019).

Alem disso, efeitos anti-inflamatorios dos MUFA também ja foram demostrados in
vitro e em modelos de animais experimentais: em culturas de células, Lior et al. (2003)
observaram que o azeite de oliva diminuiu a expressao da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) e
da proteina anti-apoptética Bcl-2 (do inglés, B-cell lymphoma 2 — Bcl-2), fendmenos que
foram associados ao aumento das taxas de diferenciacdo celular e de apoptose. No mesmo
estudo, os autores observaram ainda que os 4cidos graxos derivados do azeite de oliva
reduziram também a proliferacdo celular. Ja Finucane et al. (2015) demonstraram que
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, rica em MUFA, apresentaram reducao na
secrecdo de IL-1p pelo tecido adiposo, comparados com camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, rica em SFA. No mesmo trabalho um experimento in vitro demonstrou que
esses MUFA inibem a secrecdo da IL-1f e sustenta a ativacdo da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (do inglés, adenosine monophosphate-activated protein kinase -
AMPK), o que também estd associado a redugdo da inflamacdo (FINUCANE et al., 2015).
Em humanos, Van Dijk et al. (2012) demostraram que o consumo de dieta rica em MUFA por
adultos com sobrepeso ou obesidade diminuiu as concentragdes plasmdticas de diversas
proteinas e citocinas pré-inflamatérias bem como a expressio de genes da fosforilagdao
oxidativa em PBMC isoladas desses individuos. Ja Sakhaei er al. (2018) demonstraram
reducdo da concentragdo sérica de IL-17 em mulheres adultas com alto consumo de azeite de
oliva. Tem sido também demonstrado que o maior consumo de MUFA melhora a resposta

antioxidante em células imunes (Moreno et al., 2001).



Em relacdo ao 4cido oleico, especificamente, tem sido evidenciado sua capacidade de
modular a resposta imunoldgica, afetando tanto a imunidade inata quanto adaptativa
(YAQOORB, 2002). Ensaios in vitro ja demonstraram sua influéncia sobre a inibi¢do da
proliferacio de linfcitos T de maneira dose dependente (GORJAO et al., 2007; PASSOS et
al., 2016; VERLENGIA et al., 2003); diferenciacio de células imunes reguladoras (Wu et al.,
2017), prote¢do contra o estresse oxidativo e lipotoxidade celular (CHEN et al., 2018,
DEBBABI et al., 2017) e reducdo de marcadores da inflamacao incluindo IFN-y, TNF, IL-1,
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-18, NLRP3 e proteina quimiotdtica de mondcitos-1 ( do inglés,
monocyte chemoattractant protein-1 — MCP-1) (CHEN et al., 2018; FINUCANE et al., 2015,
KIEN et al., 2016).

Assim, resumidamente, dentre os potenciais mecanismos envolvidos na agdo dos
MUFA, e em especial do dcido oleico, na inflamacdo, destacam-se seu efeito inibitrio sobre
a via de sinalizag¢do regulada pelo NF«xB e o complexo NLRP3 inflamassoma. Postula-se que
os MUFA inibem a ativagdo do NFkB porque se ligam a receptores acoplados a proteina G
(GPR120, por exemplo) ou a receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (do
inglés, peroxisome proliferator-activated receptors - PPAR) e em ambos os casos impedem a
translocacdo desse fator para o nicleo e por consequéncia a sua ativagdo. Ademais, esses
compostos podem também promover a fosforilacdo da proteina AMPK e com isso inibir o
complexo NLRP3 inflamassoma. Além disso, Os MUFA também inibem a polarizacao de
macrofagos M1, potencializando a polarizagdo de macrofagos M2 (RAVAUT et al.; 2021)
(FIG.1).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009308416301888?casa_token=sbWSv5QPplYAAAAA:vtFwAhGaVPQAtvGjPxqJQWZY0ciA_gBLpi7I7-7K2pC4E_4YMZtM1tsEboq-ne94jYXC0MwFHEk#!
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Figura 1. Mecanismos de acdo dos MUFA na inflamagao*.
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*Figura adaptada de Ravaut ef al. (2021)

3.3.2. Carotenoides

Os carotenoides constituem um grupo de pigmentos vegetais, na sua maioria
tetraterpenoides, tais como o B-caroteno, o a-caroteno, o licopeno, a luteina, a zeaxantina, a 3-
criptoxantina, dentre outros. Os principais alimentos relatados como fontes de carotenoides
sdo as frutas amarelo alaranjadas e as hortalicas verde-escuras (AMBROSIO et al., 2006;
RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

Eles apresentam em sua estrutura quimica um sistema extenso de duplas ligacdes
conjugadas que podem ser substituidas por grupos terminais, o que lhes confere atividade
antioxidante (GULCIN, 2012; MAIANI et al., 2009; PRIOR et al., 2005). Gracas a sua
natureza hidrofébica, eles podem incorporar em membranas celulares aumentando sua
firmeza e diminuindo a peroxidacao lipidica, o que contribui para melhorias na funcionalidade
das células (JOHNSON et al., 2018; RESZCZYNSKA et al.,2015).

Em seres humanos, tais compostos constituem o grupo fitoquimico soluvel em
gorduras mais abundante no plasma e apresentam um clearence renal reduzido (KLOTZ,
2009), o que aumenta suas meias vidas, resultando em efeitos bioldgicos mais prolongados
(OLMEDILLA et al., 2001).

Os carotenoides tém sido estudados principalmente devido as suas propriedades
antioxidantes (FIEDOR; BURDA, 2014; KAWATA et al., 2018; LIN et al., 2016; MILANI,
et al., 2017; SKIBSTED, 2012; STORNIOLO et al., 2019; TERAO; MINAMI; BANDO,
2010). Eles agem, especialmente, no sequestro do oxigénio singlete e de perdxidos lipidicos

na bicamada fosfolipidica das membranas celulares (BARREIROS; DAVID, 2006).



Evidéncias apontam seus efeitos sobre a diminui¢do do risco de doencas degenerativas
como cancer, doengas cardiovasculares e diabetes; e ainda em melhorias da satde ocular e
funcdo cognitiva (BERTRAM 1993; BERNSTEIN et al., 2016; FEENEY et al., 2013;
PALOZZA et al., 2009; ROOHBAKHSH; KARIMI; IRANSHAHI, 2017; VOUTILAINEN
et al., 2006). Além disso, alguns carotenoides podem também ser convertidos em vitamina A
e exercer variadas func¢des bioldgicas (OLSON et al., 1989).

Conforme revisado por Bonh (2019), baixas concentragdes de a- e [-caroteno,
luteina/zexantina, bem como de carotenoides totais tém sido associadas ao aumento do
estresse oxidativo (BONH; 2019) e da inflamacdo (WALSTON et al.; 2006). J4 Watzl et al.
(2003) demonstraram que a ingestdo de uma dieta pobre em carotenoides acompanhada pelo
consumo de 330 mL / dia de suco de tomate (fornecendo grandes quantidades de licopeno) ou
de cenoura (fornecendo grandes quantidades de a e P-caroteno) resultou no aumento rapido
das concentragdes plasmdticas de carotenoides acompanhado por uma modulagdo tardia das
funcdes imunes.

Em linfécitos e neutrdfilos, o B-caroteno reduziu a atividade de citocinas pro-
inflamatodrias e exerceu efeitos contra danos oxidativos (FABIANI et al., 2001; LIU et al.,
2000; MORIGUCHI et al., 1996). Ja a B-criptoxantina, a luteina e o licopeno reduziram as
concentracdes das quimiocinas MCP-1, M-CSF (do inglés, macrophage colony-stimulating
fator — M-CSF) e CXCL-10 (do inglés, C-X-C motif chemokine ligand 10 — CXCL-10) e das
citocinas TNF e IL-1B em células endoteliais estimulados por frutose (LIN et al., 2020|).
Além disso, pacientes com aterosclerose que receberam 20 mg/dia de luteina tiveram uma
significativa reducdo de IL-6 e MCP-1 (XU et al., 2013).

Em relacdo as vias pelas quais os carotenoides exercem seus efeitos anti-inflamatorios
e antioxidante destaca-se a modulacdo do NFkB e do Nrf2 (FIG.2). A inativacdo da via NF-
kB se d4 pela interagdo desses compostos com os residuos de cisteina do IKK (Proteina
quinase de do inibidor do complexo fator nuclear-xB — IkB) e / ou da subunidade B do NF-kB
(KAULMANN; BOHN, 2014). Por exemplo, no estudo de Ucci et al., (2019), utilizando
células endoteliais isoladas do corddo umbilical de mulheres com diabetes gestacional foi
visto que o tratamento com os carotenoides - caroteno e licopeno reduziu a translocaciao do
NF-«B para o nicleo. Da mesma forma, Linnewiel et al. (2014) em seu estudo com células
mamadrias cancerigenas T47D e osteoblastos, observaram que, derivados de carotenoides
atenuaram a fosforilagdo da IkB induzida pelo TNF, reduzindo o efeito pré-inflamatério do
NF-kB. Os mesmos autores mediram os efeitos dos derivados de carotenoides na expressao de

proteinas endogenas e observaram reducdo do mRNA de dois genes dependentes do NFkB: o
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gene do TNF e do ligante de quimiocina-1 (CCL-1). Adicionalmente, os carotenoides também
podem influenciar a via do Nrf2, estimulando sua translocac¢do para o nicleo, o que induz a
transcri¢do de genes relacionados as defesas antioxidantes enzimdticas, como a glutationa S-

transferase resultando no bloqueio do estresse oxidativo (KAULMANN; BOHN, 2014).

Figura 2. Mecanismos de acdo dos carotenoides na inflamacao*
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3.3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos, ou polifenois, constituem um extenso grupo de fitoquimicos
originados do metabolismo secunddrio das plantas sendo importantes para a defesa destas
contra agressdes externas atuando como agente antipatogénico, além de influenciar sua
pigmentagdo, estabilidade oxidativa e sabor (BOUDET; 2007). Como principais fontes de
polifenois dietéticos destacam-se as frutas e bebidas como chd verde, vinho tinto e café, além
dos vegetais, leguminosas e cereais (MANACH et al., 2004).

Quimicamente, os polifenois sdo definidos como substancias que possuem um ou mais
anéis aromadticos ligados a um ou mais radical hidroxila e/ou outros substitutos (TSAO;
2010). De acordo com sua diversidade estrutural (nimero de anéis aromadticos), esses
compostos sao classificados como flavonoides (flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois, e
antocianinas) e nao flavonoides (dcidos fendlicos, &acidos hidroxicinamicos, lignanos,
estilbenos e taninos) (DI LORENZO et al., 2021; MANACH et al., 2004).

Cientificamente, tais compostos t€m sido amplamente estudados por seu envolvimento

na prevencdo de doencas das quais o componente inflamatdrio faz parte de sua etiologia e/ou



patologia, como as doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica, cancer entre outras (DEL
BO et al., 2019; TUFARELLI et al., 2017).

Neste sentido, mais uma vez a dieta mediterranea € destaque por ser baseada em
alimentos vegetais além da presenca do vinho tinto e do azeite de oliva, em conjunto
importantes para o fornecimento de grandes quantidades de polifenois. Por exemplo, os
efeitos cardioprotetores do resveratrol (um estilbeno presente no vinho tinto) sdo atribuidos
principalmente as suas propriedades anti-inflamatérias. Diversos estudos in vivo e in vitro ja
demonstram que esse composto pode inibir a enzima COX, reduzir a expressao de IL-1p e
NLRP3 e induzi eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) (BIASUTTO; MATTAREI,
ZORATTI, 2012, CHALONS et al., 2018, MOHAR; MALIK, 2012 SPECIALE et al.,
2011).

Da mesma forma, importancia tem sido atribuida a fragdo polifendlica do azeite de
oliva extravirgem como responsavel por seus efeitos cardioprotetores (GEORGE et al., 2018).
Nesse contexto, Fit6 ef al. (2008) demonstraram que uma dose didria de 50 ml de azeite de
oliva extravirgem foi eficaz em reduzir marcadores pro-inflamatérios (IL-6 e proteina C
reativa) em pacientes com doenca cardiaca corondria estdvel. Além disso, a oleuropeina, o
hidroxitirosol e seus derivados (polifenois abundantes no azeite de oliva) sdo reconhecidos
como poderosos antioxidantes com propriedades anticincer, antiangiogénicas e anti-
inflamatérias (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018).

Ademais, efeitos anti-inflamatérios também tém sido atribuidos a outros compostos
fendlicos. Em modelos experimentais, ja foi demonstrado que o ché verde e seu ingrediente
ativo, a epigalocatequina-3-galato (o polifenol mais abundante no chd) modulam as funcdes
das células imunes podendo prevenir ou melhorar os sintomas de algumas doencgas
autoimunes como artrite reumatoide (AHMED et al., 2008), esclerose multipla (WANG et al.,
2012) e colite ulcerativa (ABBOUD et al., 2008). Esses resultados associam aos achados onde
o extrato de chd verde e a epigalocatequina-3-galato inibem a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a proliferagdo de linfécitos T e de células estimuladoras alogénicas (KIM et
al., 2007, WATSON et al., 2005; WILASRUSMEE et al., 2002; WU et al., 2009). Além
disso, ja foi demonstrado também que a epigalocatequina-3-galato inibe a diferenciacido de
linfécitos Th1 e Th17 e aumenta a diferenciacdo de células T reguladoras induzidas (WANG
etal.,2013; WU et al., 2012).

Conforme revisado por Goya et al. (2016) vdrios estudos envolvendo culturas
celulares e modelos animais j4 demonstraram também efeitos anti-inflamatérios dos flavanois

presentes no cacau sendo relatados reducdo de citocinas pré-inflamatdrias e inibi¢do de
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mediadores inflamatérios como NF-kB, COX-2 e iNOS (6xido nitrico-sintase
induzida). Além disso, estudos em animais € humanos mostraram adicionalmente que a
ingestdo de cacau ou a administracdo de flavanois diminuem biomarcadores criticos de
inflamacao endotelial apoiando ainda mais o seu efeito anti-inflamatério (GOYA et al., 2016).

Dessa forma, a atuagdo dos polifenois no processo inflamatério ocorre de diversas
maneiras, como pela alteracdo de processos enzimaticos envolvidos na proliferacdo, ativacao
e diferenciacdo de linfécitos (HUSSAIN et al., 2016; MARGINA et al., 2020; WANG et al.,
2013); inibi¢do de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias como TNF, IL-1B, IL-6, IL-8 e
MCP-1 e regulagdo positiva da producdo de IL-10 (citocina anti-inflamatdria)
(CROUVEZIER et al., 2001; GONZALEZ et al., 2011; SATO et al., 1997) e ainda pela
modulacio de diferentes vias de sinalizagao (YAHFOUFI et al., 2018).

Em relagdo as vias de sinalizacio sobre as quais os polifenois podem atuar destacam-
se as vias reguladas pelo NF-xB, pela MAPK e a via do 4cido araquidonico. Eles podem
modular a cascata de ativacdo do NF-kB agindo em diferentes etapas, tais como inibindo a
fosforilagdo do IKK ou impedindo a ligagdo do NF-k B ao DNA. Em relacio a via MAPK os
polifenois podem atuar por meio da inibicdo das proteinas JNK (do inglés, c-Jun amino-
terminal kinases — JINK), ERK (do inglés, extracellular signal-regulated protein kinases —
ERK) e p38 resultando no bloqueio dessa via. Por fim, os polifenois reduzem a atividade de
enzimas envolvidas na sintese do dcido araquidénico como as PLA2 (fosfolipase A2), as
COX e as LOX (lipoxigenases) reduzindo assim a sintese de prostaglandinas e leucotrienos de
carater pro-inflamatérios (YAHFOUFI ez al., 2018) (FIG. 3 A).

Além disso, os polifenois sdo também classicamente reconhecidos por seus efeitos
antioxidantes. Eles podem eliminar os radicais livres, quelar fons metdlicos, inibir certas
enzimas envolvidas na producdo de ROS, como a xantina oxidase e a NADPH oxidase
(NOX) e regular positivamente as enzimas antioxidantes enddgenas, como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GSH) (MISHRA et al., 2013),
contribuindo assim com a redugdo do estresse oxidativo e protecdo de compostos endégenos
de lesdes oxidativas (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002, YAHFOUFI et al., 2018)
(FIG. 3B).



Figura 3. Mecanismos de acdo dos polifenois na inflamacao*
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3. 4 Oleo de pequi (Caryocar brasiliense): valor nutricional e potencial funcional

Dentre as diversas espécies tipicas do cerrado brasileiro destaca-se o Caryocar
brasiliense (Camb.), uma planta arbérea de oito a doze metros de altura, conhecida
popularmente como pequizeiro (FIG. 4A), cuja distribui¢do territorial se d4a nos estados do
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goids, Minas Gerais e na parte alta de Sdo Paulo até o
Norte do Parand. Pertence a familia Caryocaraceae e ao género Caryocar, que no Brasil
engloba ainda duas outras espécies: Caryocar coriaceum (Wittm.) comum na Bahia, Piaui,
Ceard, Pernambuco e Goids e Caryocar villosum (Aubl.) encontrada na regido da Amazonia.
As trés espécies produzem frutos com caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes, sendo
todas utilizadas na alimentacdo (ALMEIDA et al., 1988; LORENZI, 1992).

O pequizeiro € muito versitil quanto a sua utilizacdo, pois dele se aproveita
praticamente tudo. Gracas a beleza de suas copas e flores (FIG. 4B) a arvore € apreciada
como planta ornamental. Sua madeira € de 6tima qualidade e alta resisténcia o que contribui
para o seu importante valor econdmico (ALMEIDA; SILVA, 1994). Devido a altos teores de
taninos nas folhas e na casca, essas vém sendo utilizadas como matéria-prima na fabricagcdo
de tinturas, que s@o uteis no tingimento de varios produtos, como couro, 1a e algodao (SILVA
FILHO, 1992). As folhas sdo ainda utilizadas pela populacdo para fins terapéuticos, como no
tratamento de resfriados, bronquite e gripe (VIEIRA; MARTINS, 2000). Além disso, o seu
fruto (pequi) € um produto indispensadvel na alimentacdo das populagdes que vivem ao redor
das areas de sua ocorréncia fornecendo parte do aporte energético e de nutrientes no periodo
da safra, principalmente para familias de baixa renda (OLIVEIRA et al., 2008).

O pequi (FIG. 4C) € coberto pela casca de coloracdo verde, e em seu interior hd de um

a quatro carogos cheios de espinhos envolvidos por uma polpa amarela que constitui a parte
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mais utilizada para fins comestiveis. Sua polpa pode ser consumida in natura, em pratos como
o arroz com pequi ou em diversas outras preparacdes alimenticias, como doces, conservas,
sucos, sorvetes, geleias e licores (ALMEIDA; SILVA, 1994).

Dentre os compostos de interesse nutricional e funcional presentes na polpa do pequi
destaca-se a presenca de lipideos, proteinas, carboidratos, vitaminas C, E e folatos, fibras,
compostos fendlicos e carotenoides (CARDOSO et al., 2013, LIMA et al., 2007; OLIVEIRA
et al., 2006).

Os lipideos (66,76 %) (MORENO et al., 2016) representa o0 componente nutricional
mais abundante da polpa do pequi possibilitando a extragdao do seu 6leo (FIG 4D), que € util
como ingrediente em preparagdes culindrias, na indudstria cosmética para a fabricacdo de
cremes € sabonetes e também na medicina tradicional contra gripe, bronquite e resfriado
(ALMEIDA; SILVA, 1994; OLIVEIRA et al., 2008).

Do ponto de vista nutricional o 6leo de pequi € composto majoritariamente por
triglicerideos, sendo o 4cido graxo oleico e o palmitico os mais abundantes (57,42% e
37,05%, respectivamente). O 6leo de pequi é também abundante em carotenoides, presentes
na quantidade total de 32,18 mg.lOOg’l, 0 que justifica a sua coloracdo amarelo-alaranjada
(OLIVEIRA et al., 2017). Contém diversos compostos fendlicos com destaque pra 4cido p-
cumérico (0,59 pg.g ™), luteolina (0,08 pg.g™), vanilina (0,69 pg.g™), dcido cafeico (0,18 pg.g
" e 4cido hidroxibenzoico (0,61 ug.g™") (CICERO et al., 2018).

Figura 4 — Caryocar brasiliense: arvore, flor, fruto e dleo.

A — Pequizeiro (Caryocar brasiliense), B — Flores, C — Fruto (pequi), D — Oleo de pequi. Fonte: A — Arquivo
pessoal; B, C, D — https://br.pinterest.com.



Considerando a composicdo quimica peculiar, com destaque para o 4cido oleico,
carotenoides e compostos fendlicos, o 6leo de pequi apresenta-se como um alimento de
grande potencial funcional, o que vem despertando o interesse de muitos pesquisadores.
Assim, nas dltimas décadas, houve um crescimento substancial nas investigacdes a respeito de
propriedades funcionais e bioldgicas desse alimento.

Inicialmente, ensaios in vitro realizados por Roesler et al. (2008) demonstraram que
extratos etandlicos da polpa de pequi, inibiram a peroxidag¢do de lipideos de membrana de
forma dose dependente, o que foi atribuido ao seu alto contetido de antioxidantes. Resultado
semelhante foi descrito por Ferreira et al., (2011) que relataram atividade antioxidante,
antibacteriana e citotéxica do 6leo de pequi.

Estudando o potencial antioxidante do 6leo do pequi no cancer, Miranda-Vilela et al.
(2011a) demonstraram que a administracdo do 6leo de pequi (30 mg/animal), antes ou ao
longo da indug¢do de tumor sélido de Ehrlich em camundongos Swiss fé€meas, inibiu
efetivamente seu crescimento e ainda foi mais eficaz do que outros tratamentos antioxidantes
(vitaminas C e E) na conten¢do do crescimento tumoral. Esse mesmo grupo observou ainda
que o 6leo de pequi potencializou o tratamento tumoral, aumentou a imunidade dependente de
linfécitos e reduziu efeitos adversos associados a danos oxidativo provocados pela
quimioterapia (MIRANDA-VILELA et al., 2013, 2014).

Em 2012, Aguilar et al. (2012) demonstraram efeitos paradoxais do 6leo de pequi na
aterogénese em ratos. A ingestdo de uma dieta rica em Oleo de pequi contribuiu para a
reducdo da velocidade da aterogénese em estdgios iniciais (atribuido principalmente a sua
capacidade antioxidante). Entretanto, em estdgios mais avancados o consumo dessa mesma
dieta resultou em aumento das concentracdes séricas de LDL-colesterol (do inglés, low
density lipoprotein — LDL); favorecendo o aumento das placas aterosclerdticas, sendo este
efeito atribuido ao alto conteudo de 4cido palmitico do dleo.

Colombo et al. (2015) demonstraram que a suplementagdo com 15ul/dia de dleo de
pequi, em camundongos BALB/c, por 60 dias reduziu o estresse oxidativo induzido por
uretano, com redu¢do do dano ao DNA e redu¢do da peroxidagdo de lipideos.

Em um estudo realizado por Bezerra, Barros e Coelho (2015) foi visto o papel
cicatrizante do 6leo de pequi decorrente da aplicacdo de uma dose topica de 1 mL de 6leo
sobre uma ferida produzida cirurgicamente em ratos Wistar. Os autores afirmaram que o 6leo
induziu o reparo das lesdes cutdneas ao promover maior velocidade de reparo tecidual,

reducdo de células inflamatdrias e aumento de fibroblastos.
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Em 2016, Traesel et al. (2016) demonstraram a baixa toxicidade do 6leo de pequi em
ratos. Foi realizado o teste de toxicidade aguda, em ratas Wistar que receberam, por via oral,
uma dose dnica de 2000 mg de 6leo de pequi / kg e foram observadas por 14 dias. E o teste de
toxicidade subcronica, em ratos Wistar machos e fémeas que receberam por via oral, doses
repetidas de 125, 250, 500 ou 1000 mg de 6leo / kg, sendo tratadas e observadas por 28
dias. No teste de toxicidade aguda, ndo foram observadas alteracdes nem mortalidade. No
teste de toxicidade subcronica, as doses testadas ndo produziram altera¢des significativas nos
pardmetros comportamentais, fisioldgicos, bioquimicos ou histopatolégicos em animais.

No estudo de Torres et al. (2016), foram observados efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios do 6leo de pequi nos figados de ratos tratados com 6leo de pequi (3 ou 6 mL.kg
h, por 21 dias anteriormente a utilizagdo de tetracloreto de carbono (uma potente hepatoxina
capaz de gerar radicais livres que levam ao estresse oxidativo e ao processo inflamatoério). Os
animais apresentaram significativa reducdo na lesdo hepdtica, bem como nas concentracdes de
leptina e mediadores inflamatérios, tais como a IL-6, leucotrienos 4 e 5, e receptor de TNF.
Além disso, o tratamento com 6leo de pequi aumentou a capacidade antioxidante ao aumentar
a atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase hepatica. Ainda, Palmeira
et al. (2016) mostraram que camundongos tratados com doses didrias de 100 mg.kg™ ou 400
mg.kg"' durante 160 dias, também obtiveram uma protecdo hepdtica contra lesdes pré-
neoplésicas e de adenoma induzidos por dietilnitrosamina.

Traesel et al. (2017) avaliaram possiveis efeitos embriotoxicos e teratogénicos do 6leo
de pequi em camundongos fémeas durante a gestacdo. Para tal, as fémeas foram alimentadas
durante a gestacdo com dietas-padrao suplementadas com 250, 500 e 1000 mg de 6leo de
pequi por kg de dieta. Nao foram encontrados efeitos negativos decorrente da ingestdo de
nenhuma das dietas indicando que o consumo do 6leo de pequi durante a gestagdo foi seguro.

Roll et al. (2018) investigaram efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do 6leo de
pequi sobre o hemograma e danos no DNA de camundongos swiss adultos jovens e de meia
idade de ambos os sexos tratados com 30 mg/dia de 6leo de pequi durante 15 dias. Os autores
demostraram que o 6leo de pequi melhorou as concentracdoes de hematdcrito e hemoglobina
em fémeas de meia idade e ndo apresentou efeitos genotdxico ou clastogénico, além de
resultar no aumento de linfécitos e diminuicdo de neutréfilos e mondcitos, sugerindo que a
suplementacdo dietética com 6leo de pequi pode proteger contra anemia, inflamacdo e
estresse oxidativo relacionados ao envelhecimento, auxiliando na prevencdo de doencgas

cronicas degenerativas dessa fase, principalmente no sexo feminino.



Vale et al. (2019) demonstraram efeitos da ingestdo do 6leo de pequi contra lesdes
resultantes do estresse oxidativo associado ao exercicio fisico em ratos adultos. Foi visto que,
apds cinco semanas de treinamento e ingestdo de 400mg de 6leo de pequi por dia, os animais
apresentaram reducdo considerdvel em lesdes hepdticas em relacdo aos animais que nao
receberam o 6leo. Ainda, Junior ef al. (2020) demonstraram pela primeira vez que, além de
efeitos anti-inflamatérios, o o6leo de pequi também exerceu efeitos analgésicos, em
camundongos Swiss machos submetidos a um modelo de inflamagdo de pata induzida por
carragenina, e que receberam doses de 300, 700 e 1000 mg / kg de dleo de pequi por via oral.

Torres-Silva et al. (2020) relataram que o 6leo de pequi apresenta excelente
estabilidade oxidativa e demonstraram seus efeitos sobre o perfil lipidico de camundongos. A
suplementa¢do com 6leo de pequi reduziu os niveis de colesterol total, LDL-colesterol e ndo
HDL-colesterol (do inglés, high density lipoprotein — HDL). Além disso, os autores
demonstraram também que o tratamento sinérgico com azeite de oliva e 6leo de pequi
proporcionou melhores resultados para as gorduras viscerais e indice de adiposidade.

De Sa Coutinho et al. (2020) desenvolveram e avaliaram efeitos de nanoemulsoes
contendo 6leo de pequi (pequi-NE) na concentracdo de 20 mg/kg em um modelo de lesdo
pulmonar induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos. As nanoemulsdes foram
administradas por via oral, 4 horas antes da exposi¢do intranasal ao LPS. Os resultados
demonstraram que o pré-tratamento com o pequi-NE aboliu completamente o acimulo de
leucdcitos, reduziu os niveis de mieloperoxidase, quimiocina derivada de queratindcitos,
TNF, IL-1pB, IL-6 e MCP-1. Dessa forma, os autores apontaram que o uso de nanoemulsdes
como carreadores aumenta as propriedades anti-inflamatérias do 6leo de pequi. Pires et al.
(2020) também desenvolveram e testaram nanocdpsulas contendo 6leo de pequi em feridas
dérmicas de ratos Wistar machos por 14 dias e demonstraram que 6leo nanoestruturado
induziu a um aumento da producao de coldgeno tipo 1 e a cicatrizagdo das feridas.

Dentro dessa perspectiva é importante ressaltar que estudos envolvendo humanos
ainda s@o escassos, existindo na literatura até o momento apenas dois estudos envolvendo tal
teméatica. Em um dos estudos, foram investigados os efeitos da ingestdo do 6leo de pequi em
corredores, sendo 76 homens e 49 mulheres, com idade entre 15 e 67 anos. Os voluntarios
receberem suplementacdo didria de cdpsulas contendo 400mg de 6leo de pequi por 14 dias,
previamente a uma competicdo. Apds a competicao, foi observado redugdo da pressao arterial
e de danos ao DNA em ambos os sexos, efeitos anti-inflamatérios, e redugdo nas
concentracdes plasmadticas de colesterol total e LDL- colesterol principalmente para homens

acima de 45 anos, reducdo de lesdes teciduais principalmente em mulheres (MIRANDA-
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VILELA et al, 2009a, 2009b), além de melhorias da anisocitose induzida pelo exercicio e da
capacidade de transporte de oxigénio no sangue (MIRANDA-VILELA et al, 2010).
Posteriormente, os autores apontaram a influéncia de alguns polimorfismos genéticos nas
diferentes respostas dos corredores ao tratamento com o 6leo de pequi (MIRANDA-VILELA
etal.2011b, 2011c, 2016; RIBEIRO et al. 2013).

O outro ensaio foi um estudo duplo-cego com o uso de placebo realizado com 73
pacientes portadores de Luipus eritematoso sist€émico, que fizeram uso de cdpsulas contendo
400 mg de 6leo de pequi por 90 dias. Os autores verificaram que os valores de proteina C-
reativa dos pacientes decairam apds o uso das cdpsulas, demonstrando o efeito anti-
inflamatério do 6leo de pequi (MONTALVAO et al., 2015).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa, também vem investigando efeitos biologicos
da polpa e do 6leo do fruto do Caryocar brasiliense. Inicialmente, em um estudo preliminar,
realizado por Morais et al. (2013) foi demonstrado a atividade antioxidante in vitro do extrato
metandlico da polpa do pequi, com destaque para atividade antioxidante por captura de
radicais livres e poder de reducdo do ferro. J4 em estudos experimentais utilizando modelo
animal observamos que a ingestao da polpa de pequi, de modo a ofertar 600 mg/dia de dleo
elevou as concentracdes séricas de HDL-colesterol e reduziu a deposi¢c@o hepética de lipideos
em ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica (TEIXEIRA et al., 2013). A reducdo na
deposicdo hepatica de lipideos em ratos foi ainda observada em trés outros trabalhos do nosso
grupo (CESAR et al., 2017; MORENO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Além disso,
Moreno et al. (2016) demonstraram que a suplementacdo com a polpa de pequi em ratos
Wistar sauddveis por 15 semanas promoveu melhorias na estrutura da mucosa do intestino
delgado por aumentar a altura das vilosidades e profundidades das criptas.
Concomitantemente, OLIVEIRA et al. (2017) também demonstraram em ratos Wistar
saudaveis que a suplementacdo dietética com 6leo de pequi na propor¢do 2,25 g.lOO'1 g de
dieta melhorou a funcdo cardiaca ex vivo dos animais.

Em modelo de obesidade induzida por dieta de padrdo ocidental (rica em banha de
porco e agucar), foi visto que a substitui¢do parcial de 27% da banha de porco por 6leo de
pequi melhorou a homeostase da leptina e da adiponectina, o estado redox hepético e a funcdo
cardiaca e reduziu a adiposidade visceral e a deposicdo de triglicerideos hepaticos em ratos
Wistar (CESAR et al., 2017). Em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica, a
substituicdo parcial da banha de porco por 6leo de pequi promoveu menor acumulo de

gordura visceral e melhorou o perfil pré-inflamatério (MENDES, 2019).



Evangelista-Silva et al., (2021) forneceram para camundongos C57BL/6 alimentados
com dieta hiperlipidica, 150 mg de 6leo de pequi via gavagem diariamente durante oito
semanas. A ingestdo do 6leo de pequi contribuiu para o aumento da ingestdo caldrica dos
animais sem aumentar sua massa corporal e adiposa e reduziu o contetido dos transportadores
GLUTS (do inglés, Glucose transporter 5 — GLUTS) e FAT/CD36 (do inglés, Fatty acids
transporter/cluster of differentiation 36 -FAT/CD36) na mucosa do intestino delgado desses
animais e a glicemia de jejum.

No estudo de Moreno et al., (2021), camundongos C57BL/6 receberam suplementacio
de 6leo de pequi diariamente (280 mg) por 28 dias e em seguida desenvolveram colite
ulcerativa por meio da ingestdo de dextran sulfato de sédio. Ao final de oito dias, observou-se
que o consumo de 6leo de pequi contribuiu para a menor perda de massa corporal e para a
melhoria dos sinais histopatoldgicos da colite (atenuou a diarreia, preservou a camada
epitelial e reduziu a infiltracdo de células imunoldgicas); além disso, aumentou a
concentragio de linfécitos T y8 e a de imunoglobulina A (IgA) e reduziu os linfécitos T CD8*
no coOlon e nos orgaos linfoides, e reduziu as concentracdes de IL-17 e de proteina C reativa
(PCR) no plasma.

Assim, em resumo, os relatos cientificos até o momento, indicam que o 6leo de pequi
apresenta importante potencial protetor em diversos processos bioldgicos, em especial efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes. As evidéncias foram obtidas principalmente através do uso
de modelos animais de estudo. Entretanto, a luz do conhecimento atual, ndo encontramos
estudos que tenham avaliado diretamente, efeitos anti-inflamatoriod do 6leo de pequi na
proliferacdo e secrecdo de citocinas por células imunes. Neste sentido, estudos in vitro sido
Uteis porque permitem avaliar respostas celulares especificas, bem como entender

mecanismos moleculares associados a tais efeitos.



27

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao e preparo do 6leo de pequi

O ¢leo de pequi foi adquirido do comércio local de Capelinha MG em frasco de 250
mL, do mesmo fabricante e lote. O frasco foi envolvido com papel aluminio e armazenado

sob refrigeracdo (8 £2 °C) até o momento do uso.
4.2 Composicao quimica e atividade antioxidante in vitro do 6leo de pequi

4.2.1 Perfil de dcidos graxos

Para a determinagdo do perfil de &cidos graxos, os lipideos foram extraidos
previamente com éter de petrdleo, e os dcidos graxos foram determinados por cromatografia
gasosa de acordo com a metodologia AOCS Ce 1-62 (AOCS, 2009) modificada por Hartman;
Lago (1979).

4.2.2 Conteudo de carotenoides, fendlicos e atividade antioxidante in vitro do éleo de pequi

Os contetddos de carotenoides e fendlicos totais, bem como a atividade antioxidante in
vitro foram avaliados em extratos hidroalcéolico (etanol 60%) e metanol/acetona (50%/50%).
Os extratos foram obtidos conforme descrito por Morais ef al. (2013).

O teor de carotenoides totais foi determinado de acordo com a metodologia descrita
pela AOAC (1990) usando um espectrofotdometro (Specord 210, modelo Analytikjena), a 450
nm.

Os fendlicos totais foram determinados conforme método descrito por Zielinski;
Kozlowska (2000), utilizando o reagente Folin Ciocalteu e os resultados expressos em
equivalentes de 4cido galico (mg GAE. g'l).

O teste de captura do radical ABTS (2,2 AZINO BIS 3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic
acid) foi realizado de acordo com Rufino er al. (2007) e Le; Chiu, Ng (2007) com
modificagdes. A capacidade redutora do ferro foi avaliada pelo método Ferric Reducing
Ability Power (FRAP), com adaptacOes. O teste de determinacdo da capacidade antioxidante
por varredura do radical 2,2-difenil-1- picril- hidrazila (DPPH) foi realizado de acordo com

Rufino et al. (2007) com algumas adaptagdes. A curva padriao de trolox foi feita nas mesmas



concentracdes para todos os ensaios. Os resultados foram expressos como equivalentes em

umol de Trolox/g de amostra.

4.3 Atividade anti-inflamatoéria do é6leo de pequi em PBMC

Em todos os experimentos amostras de 6leo de pequi foram previamente aquecidas em
banho-maria (37° C), até a completa liquefacdo e dissolvidas em dimetilsulfé6xido (DMSO)
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) de modo a obter solugdes estoques a uma concentragido de 100
mg/mL. As solu¢des foram armazenadas em -20 +2°C. As concentracdes utilizadas nos
ensaios de proliferacao celular e andlises da produgdo de citocinas foram determinadas a partir

dos ensaios de emissao de fluorescéncia e viabilidade celular.

4.3.1 Aspectos éticos

O protocolo de estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVIM), parecer nimero 2.931.933, e Certificado de Apresentacio de Apreciacdo Etica
(CAAE) nimero 94096218.1.0000.5108 (ANEXO — A).

Participaram do estudo individuos adultos que ndo apresentavam no momento da coleta
doencas inflamatorias, autoimunes, infecciosas ou cronicas e que nao estavam fazendo o uso
de corticosteroides e/ou drogas imunossupressoras. As mulheres, além de preencherem os
critérios citados anteriormente, ndo eram gestantes ou lactantes.

O recrutamento dos voluntérios foi realizado por meio da abordagem de estudantes e
servidores da UFVJM nas dependéncias da universidade. Apds serem esclarecidos sobre os
objetivos da pesquisa, aqueles que concordaram e que estavam aptos a participar do estudo,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO — B).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Imunologia

do Centro integrado de Pds-Graduagado e Pesquisa em Saude (CIPq-Saude) da UFVIM.

4.3.2 Coleta de sangue

De cada voluntério, foram coletados 10 mL de sangue venoso, de forma asséptica e por
punc¢do venosa, na fossa antecubital, utilizando tubos a viacuo contendo heparina (Vacutainer;
Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os procedimentos de coleta foram conduzidos por
pessoal treinado e capacitado, seguindo as recomendagdes da Sociedade Brasileira de

Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso (2010). Apds a
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utilizagdo das amostras nas andlises descritas a seguir, todo o material remanescente foi

descartado adequadamente.

4.3.3 Obtencdo das PBMC

Para isolar as PBMC, o sangue coletado foi diluido na propor¢dao 1:1 em Tampio
Fosfato de Salina (PBS) (NaCl 1,50M; Na,HPO, 0,08M; NaH,PO, 0,02M, pH 7,20-7,40).
Depois de homogeneizada, a mistura sangue/PBS foi adicionada sobre a solu¢do de Ficoll-
histopaque®-1077 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e submetida a centrifugacdo (400 g, 18°C,
30 minutos) para separacdo das PBMC por meio do gradiente de densidade conforme descrito
por Bicalho ez al., (1981). O anel de PBMC formado foi coletado com o auxilio de uma pipeta
e lavado por duas vezes em PBS (240 g, 4°C, 15 minutos). Em seguida, as células foram
ressuspensas em 1 mL de PBS ou 1 mL de meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA), 1% de L-glutamina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) e 1% de uma solugdo de antibidtico/antimicético (penicilina G 100 Ul/mL,
estreptomicina 100 pg/mL e anfotericina B 250 ng/mL) (Gibco, Invitrogen Corporation,
Grand Island, NY, EUA), sendo, portanto, denominado meio RPMI completo. A
concentracio de células em suspensdo foi ajustada para 1x10’ células/mL por meio de
contagem de células vidveis pelo método de exclusio em azul de Tripan em camara de

Neubauer.

4.3.4 Procedimentos preliminares

4.3.4.1 Andlise da emissdo de fluorescéncia interferente por PBMC tratadas com dleo de

pequi
Considerando que alguns tratamentos podem induzir a emissdo de fluorescéncia

interferente em culturas de células, comprometendo assim, a utilizacio de determinados
fluorocromos nas andlises em citometro de fluxo, investigamos se as PBMC tratadas com 6leo
de pequi emitiriam autofluorescéncia em algum dos detectores de fluorescéncia do citdmetro
utilizado. Para isso, 50 uL da suspensdo celular (5 x 10° células/mL) foram incubadas em
tubos de polipropileno (Falcon 2059, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) contendo RPMI
completo e tratadas com 6leo de pequi nas concentragdes de 1pug/mL, 10pug/mL, 50pug/mL,
100pg/mL, 200ug/mL e 1000 pg/mL. As culturas ndo tratadas e tratadas com DMSO (1%

v/v) constituiram as culturas controle e controle do solvente, respectivamente. As culturas



foram incubadas em estufa imida a 37°C, contendo 5% de CO, por 24 horas e por 120 horas.
ApOs esse periodo, as células foram lavadas em PBS (240 g, 18°C, 7 minutos) e em seguida,
foram suspensas em 200 pl. de PBS para analise no citometro de fluxo com aquisi¢ao de
10.000 eventos na regido correspondente aos linfécitos.

Foi utilizado o citdmetro BD (FACSCANTO II® - Becton-Dickinson, San Jose, CA,
EUA). O aparelho apresenta 3 lasers (azul 488 nm, vermelho 633 nm e violeta 405 nm), um
octégono (488/10 Band pass-BP, 530/30 BP, 585/42 BP, 670 Long Pass- LP e 780/60 BP) e
dois trigonos (trigono I — 660/20 BP, 685 LP e 780/60 BP; trigono II — 450/50 BP e 510/50
BP), possibilitando a andlise dos parametros de tamanho (do inglés, forward scatter — FSC) e
complexidade ou granulosidade celular (do inglés, side light scatter — SSC) e 8
fluorescéncias. Para aquisi¢cao dos dados foi utilizado o BD FACS Diva Software versao 6.1.3
e a andlise foi realizada utilizando-se o software Flow Jo 10.7.1.

Na estratégia de andlise dos dados (FIG. 5), primeiramente, foram selecionados os
singlets celulares em gréficos de distribuicao pontual de tamanho celular em altura (do ingl€s,
Forward Side Scatter Height — FSC-H) versus o tamanho celular em area (Forward Side
Scatter Area — FSC-A) (FIG. 5A e 5D). A partir dos eventos dessa regido, selecionou-se a
populacdo linfocitdria em graficos de distribuicio pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) celulares (FIG. 5B e SE). Em seguida, foram construidos histogramas de
intensidade de fluorescéncia para cada um dos oito canais do citdmetro em fun¢do do nimero
de células. A inducdo de emissao de fluorescéncia nas células foi avaliada pelo deslocamento
do pico de fluorescéncia para a direita (FIG. 5F) comparando as culturas tratadas com 6leo de

pequie com o solvente DMSO a cultura nao tratada (cultura controle).
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Figura 5- Estratégia de andlise, por citometria de fluxo, da emissao de fluorescéncia por

células tratadas com diferentes concentracdes do 6leo de pequi.
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Ap6s a selecdo dos singlets celulares em graficos FSC-H versus FSC-A (A e D), foi feita a sele¢do da populagio
linfocitaria utilizando os pardmetros de FSC e SSC (B e E). Em C e F os histogramas representam

respectivamente a auséncia e a presenca de emissio de fluorescéncia interferente.

4.3.4.2 Andlise da viabilidade de PBMC tratadas com dleo de pequi

Para identificar concentragdes nio toxicas de 6leo de pequi para utilizagdo nos demais
ensaios foi realizado o teste de viabilidade celular, por meio do método de exclusdo com azul
de Tripan, conforme protocolo proposto por Avelar-Freitas et al. (2014). Resumidamente, 50
pL da suspensdo celular de PBMC foram incubadas em meio RPMI completo e tratadas com
6leo de pequi nas concentragdes de 1ug/mL, 10ug/mL, 50pg/mL, 100pug/mL, 200 pg/mL e
1000 pg/mL. As culturas celulares ndo tratadas e tratadas com DMSO (1% v/v) constituiram a
cultura controle e controle do solvente respectivamente. Para controle de morte foi utilizado
10 pLL de uma solucao de cloreto de cadimo (CdCl,-20 Mm). As culturas foram realizadas em
tubos de polipropileno (Falcon 2059, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) e
permaneceram por 24 horas e 120 horas em estufa imida a 37°C e 5% CO,. Apds esse tempo,
as células foram lavadas com 2 mL de PBS (240 g, 18° C, 7 minutos) e o percentual de células
vidveis foi determinado por citometria de fluxo (BD FACS Canto II) apo6s adi¢do de 10 pL
das suspensdes celulares a 190 pL de solu¢do de Azul de Tripan 0,002 % (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA). Foram adquiridos 10.000 eventos na regido correspondente aos
linfécitos utilizando o software BD FACS Diva versdo 6.1.3 e a andlise dos dados realizada

utilizando software Flow Jo versdo 10.7.1.



Na estratégia de andlise dos dados (FIG. 6), primeiramente, foram selecionados os
singlets celulares em graficos FSC-H versus FSC-A (FIG. 6A e 6D). A partir dos eventos
dessa regido, selecionou-se a populacio linfocitdria em graficos de distribui¢ao pontual FSC
versus SSC (FIG. 6B e 6E). A reducao da viabilidade celular foi avaliada pelo deslocamento
do pico de fluorescéncia para a direita (FIG. 6F) comparando as culturas controle, tratadas

com DMSO e com diferentes concentragdes de dleo a cultura tratada com CdCl,.

Figura 6— Estratégia de andlise, por citometria de fluxo, da viabilidade celular de células

tratadas com diferentes concentracdes do 6leo de pequi.
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Os gréficos ilustram a estratégia de andlise para culturas controle (A, B e C) e tratadas com CdCl, (D, E e F).
Ap6s selecdo dos singlets celulares (A e D) em graficos FSC-H versus FSC-A, foi feita a selecdo da populagao
linfocitaria utilizando os parametros de FSC e SSC (B e E). Em C e F os histogramas representam

respectivamente a auséncia e a presenca de morte celular.

4.3.5 Efeitos do oleo de pequi sobre a proliferacdo de linfocitos em PBMC

O solvente DMSO foi escolhido para a solubilizacio do 6leo de pequi. Assim,
inicialmente investigamos qual concentragdo maxima (% v/v) desse solvente poderia ser
utilizada nas culturas celulares sem causar reducio na resposta proliferativa dessas células e,
posteriormente, determinamos quais concentragdes do 6leo de pequi poderiam ser utilizadas
nos ensaios.

Para a anélise de proliferacdo foi utilizada a técnica de incorporagdo e decaimento da
fluorescéncia do BD Horizon Violet Proliferation Dye 450 (VPD450), um corante excitdvel
no laser violeta do citdmetro de fluxo. Para isso, aproximadamente, 1x10” PBMC/mL foram

suspensas em PBS e incubadas com 1uM de VPD450 (BectonDickinson, San Jose, CA, EUA)
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por 15 minutos em banho-maria a 37°C. Em seguida, as suspensdes celulares foram lavadas
com 10 mL de PBS (500 x g, 18°C, 10 minutos). A reac¢ao foi interrompida pela adicdo de 10
mL de RPMI completo, seguida de centrifugacdo (500 g, 18°C, 10 minutos). O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspensas em RPMI-1640 completo.

Para determinar a concentracdo do DMSO a ser utilizada e, posteriormente, o efeito do
6leo de pequi sobre a resposta proliferativa de linfécitos, aproximadamente 5x10° células
marcadas com VPD450 foram incubadas em RPMI completo com ou sem estimulo
mitogénico de fitohemaglutinina (PHA) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a uma concentracdo
final de Spg/mL. O DMSO e o 6leo de pequi foram adicionados as culturas simultaneamente
ao estimulo. Como controle de inibi¢do, utilizou-se Ciclosporina A (CsA) (Solu¢do a 2mg/mL
de ciclosporina obtida da diluicdo em PBS de Sandimmun®, 50mg/mL, injetavel, Novartis
Biociéncias S. A., IndustriaBrasileira) na concentragdo de Spg/mL (GRUNDEMANN et al.,
2014). O DMSO foi testado nas concentragdes finais de 0,4% e 0,9% (v/v). Ja para as andlises
com o 6leo de pequi, foram utilizadas as concentragdes finais de 20 pg/mL, 200 pg/mL e 400
pg/mL.

As culturas foram mantidas em tubos de polipropileno (Falcon 2059, Becton Dickinson,
San Jose, CA, EUA) e permaneceram por 120 horas em estufa imida, a 37°C e 5% de CO,.
ApOs esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado (240 x g, 18°C, 7
minutos). Em seguida, 10uL das suspensdes celulares de cada cultura foram utilizados para
avalia¢do da viabilidade celular pela técnica de exclusdo com azul de Tripan, por citometria
de fluxo. O restante das células de cada cultura foi adicionado a tubos de poliestireno (5 mL)
contendo os anticorpos anti-CD4 conjugado com fluorocromo APC-Cy7 (aloficocianina
combinada a cianina Cy7; BD Biosciences) e anti-CD8 conjugado com o fluorocromo FITC
(Isotiocianato de fluoresceina; BDBiosciences) para a identificacio das células CD4* e CD8"
respectivamente. Apds incubacdo por 20 minutos a 25 °C e ao abrigo da luz, as células foram
lavadas com PBS e realizou-se a anélise da proliferacao celular pela medida do decaimento da
fluorescéncia do VPD450 utilizando a citometria de fluxo (FACS CANTO II —Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA), com aquisicdo de 50.000 eventos por tubo, utilizando o
Software BD FACS Diva versao 6.1.3.

Ap6s aquisicdo dos eventos, foi feita a andlise dos dados utilizando-se o software
FlowJo versdao 10.7.1. Em graficos de distribuicdo pontual FSC-H versus FSC-A, selecionou-
se a regido onde continha somente singlets celulares para culturas ndo estimuladas e

estimuladas, (FIG. 6A e 6B, respectivamente). Em outro grafico, por meio dos parametros



SSC versus FSC, foi selecionado a populacdo de linfécitos para culturas ndo estimuladas e
estimuladas (FIG. 6C e 6D, respectivamente). As popula¢des celulares CD4" e CD8" foram
analisadas em graficos de distribui¢do pontual de fluorescéncia com base na expressdo dos
marcadores FITC (anti-CD8 hight) e APC-Cy7 (anti-CD4) para culturas ndo estimuladas e
estimuladas (FIG. 6E e 6F respectivamente).

Em seguida, os linfécitos e as populacdes celulares CD4" ¢ CD8*foram analisados em
histogramas do nimero de eventos em funcdo da intensidade de fluorescéncia do corante
VPD450 (FIG. 6G). O marcador M1 foi definido na analise de linfécitos corados com
VPDA450 em culturas sem estimulo (controle) como o pico de células que ndo proliferaram. Os
marcadores M2 a M5 foram definidos de acordo com o perfil proliferativo das culturas
estimuladas com PHA e representaram o numero de ciclos de proliferagdes celulares obtidos
ao longo de 120 horas de cultura. Em seguida, esses marcadores foram utilizados para a

andlise do perfil proliferativo de linfécitos estimulados com PHA e tratados com diferentes

concentragdes do 6leo de pequi.

Figura 6 - Sequéncia de procedimentos utilizados para as andlises dos efeitos do dleo de

pequi sobre a proliferacdo de linfécitos em culturas de PBMC.
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Foram utilizados graficos de distribuicdo pontual FSC-H x FSC-A para selecionar os singlets celulares em

culturas ndo estimuladas e estimuladas (A e B, respectivamente), seguido da geracdo de graficos de distribui¢do
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pontual SSC-A x FSC-A para a selecdo da populagdo linfocitaria em culturas ndo estimuladas e estimuladas (B e
C, respectivamente). Em seguida as populacdes CD4" e CD8* foram selecionadas em gréficos de distribui¢io
com base no percentual de expressdo dos marcadores utilizados (E, F). Histogramas de nimero de eventos
versus fluorescéncia do VPD450, foram utilizados para definir os marcadores M1 em culturas controle e M2 a

MS5 em culturas estimuladas com PHA (G).

A proliferacdo foi determinada pelo indice de proliferacdo (IP), calculado conforme
equagio a seguir (ANGULO e FULCHER, 1998):
IP = (100-Y)/)Y
Sendo,
Y (%) = X0 + X1/2+ X2/4+X3/8+X4/16+X5/32
X0 = porcentagem de células que ndo se dividiram

X1 a X5 = sequéncias de divisdao

4.3.6 Efeitos do oleo de pequi sobre a producgdo de citocinas em culturas de PBMC

Inicialmente 100 puL da suspensdo celular (aproximadamente 1 x 10° PBMC/mL) foi
adicionada a tubos de polipropileno contendo meio RPMI completo e tratadas com dleo de
pequi na concentracdo final de 200 pg/mL. Como estimulos para a produgdo de citocinas
foram utilizados 25 puL de Miristato Acetato de Forbol — PMA (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
(25 ng/mL), um éster de forbol que atua ativando a proteina kinase C (PKC) e induzindo
leucécitos a sintetizarem citocinas (PALA et al., 2000); e 1uL de lonomicina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) (Ing/mL), um iondforo que atua em sinergismo com o PMA por induzir
influxo de ions célcio ( PALA et al., 2000).

Culturas ndo estimuladas e estimuladas com PMA e Ionomicina constituiram as
culturas controle negativo e controle positivo. Como controle de inibicdo foi utilizada a
Ciclosporina A na concentra¢do de Spug/mL (GRUNDEMANN et al., 2014) e, nas culturas
controle do solvente, adicionou-se 2 uL. de DMSO (0,2%v/v). Além disso, todas as culturas
receberam 10 pL de brefeldina A (Sigma, St. Louis, MO, EUA) (1mg/mL), um metabolito
fingico que inibe a secre¢do proteica por impedir o transporte de proteinas do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi (MISUMI et al., 1986; ZELNICKOVA et al.,
2007). As culturas foram incubadas por 4 horas em estufa umida a 37°C e 5% de CO,. Ap0s
esse periodo, foram centrifugadas (300 g, 18°C, 7 minutos), o sobrenadante descartado e em
seguida as células foram ressuspensas em 200 pL de PBS e armazenadas a -80°C para

andlises posteriores.



Para andlise da concentracdo de citocinas, as células foram inicialmente lizadas pelo
processo de descongelamento a temperatura de 25 °C seguido de congelamento a - 80°C
durante 15 minutos por 3 vezes; em seguida foram confeccionados pools utilizando 10 pL de
cada cultura e a anélise de citocinas foi realizada em triplicata.

Foram avaliadas as concentracdes das citocinas das respostas IFNy, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IL-17, por meio do ensaio de citometria de beads, usando kit CBA (BD Biosciences)
para humanos, conforme recomendagdes do fabricante com algumas adaptacdes.

Ap6s aquisicdo de dados em citometro de fluxo (FACSCANTO II, BD Biosciences), a
concentracdo de cada citocina foi baseada na curva padrdo obtida com a citocina
recombinante, e posteriormente corrigida pelo conteddo de proteina total, sendo entdo

expressa em pg/mL de proteina total.

4.3.7 Andlises estatisticas

Para anélise da atividade antioxidante e do contetido de carotenoides e fendlicos totais
nos extratos do 6leo de pequi foi realizado o teste T de Student.

Para a andlise estatistica dos testes de viabilidade celular, proliferacdo de linfdcitos e
producdo de citocinas foi utilizada a ANOVA de um fator, seguida pelo teste Tukey,
considerando-se diferengas significativas quando p <0,05.

Os dados foram expressos como média + desvio padrio e as andlises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Composicao quimica e atividade antioxidantes in vitro do dleo de pequi

Em consonancia com resultados prévios do nosso grupo (EVANGELISTA-SILVA et
al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017) e de outros autores (DE MORAIS CARDOSO et al., 2013;
MIRANDA-VILELA et al., 2014), o 6leo de pequi apresentou predominancia de &acidos
graxos insaturados, com destaque para o acido oleico, um monoinsaturado, seguido pelo
linoleico, um dcido graxo essencial e poliinsaturado da familia dos 6mega-6. Dentre os

saturados, o destaque foi para o 4cido palmitico, seguido pelo estedrico (TAB. 1).

Tabela 1. Perfil de dcidos graxos do éleo de pequi (g.100g™)

Acido graxo N° de Carbonos Média + DP

Laurico C12:0 0,025 £ 0,007

Miristico C14:0 0,105 + 0,007

Palmitico C16:0 36,040 £ 0,042
Margérico C17:0 0,060 + 0,140
Estearico C18:0 2,105 + 0,007

Araquidodnico C20:0 0,175 + 0,007

Behénico C22:0 0,045 £ 0,035

Lignocérico C24:0 0,075 £ 0,021

Total de saturados: 38,630

Palmitoléico Cl16:1 0,810 +0,014
Cis-10-heptadecendico C17:1 0,075 £0,007

Oléico C18:1 58,555 £ 0,205
Linoléico C18:2 1,400 + 0,014
Linolénico Cl18:3 0,335 + 0,007

Eicosenoico C20:1 0,195 + 0,077

Total de insaturados: 61,370




Ambos os extratos apresentaram atividade antioxidante in vitro, o que indica que a
capacidade antioxidante do 6leo de pequi € influenciada pelo contetido de carotenoides e
compostos fendlicos, ambos compostos soldveis em solventes organicos como o metanol e a
acetona. O extrato metanol/acetona apresentou melhores resultados para os ensaios FRAP e
DPPH e o extrato etandlico para o ensaio de captura do radical ABTS. Assim como o
conteudo de fendlicos totais foi maior para esse extrato. E ambos os extratos apresentaram

quantidades estatisticamente semelhantes de carotenoides.

Tabela 2. Atividade antioxidante in vitro, conteido de fendlicos totais e carotenoides totais

do dleo de pequi.

Extratos
Atividade antioxidante

Etanol 60% Metanol/Acetona
ABTS (uMolTE/g) 2773,23*% £ 641,60 1161,57 + 316,93
FRAP (uMolITE/g) 455,01 £ 63,29 1256,13* + 128,17
DPPH (uMolTE/g) 89,03 £ 22,25 499,01* + 135,72

Sequestro DPPH (%) 1,42 +0,17 5,89% + 1,32

Fendlicos totais (mgGAE.g'l) 0,33*+0,03 0,26+0,02
Carotenoides totais (mg. g'l) 22,97+0,05 23,00+0,07

*Teste T de Student

5. 2 Avaliacao da atividade imunomoduladora do éleo de pequi em culturas de PBMC

5.2.1 Caracteristicas dos sujeitos da pesquisa

Participaram deste estudo 18 voluntdrios, sendo 10 do sexo feminino e 8 do sexo
masculino, com idade média de 29 * 6 anos. Os participantes apresentaram valor médio
de leucdcitos igual a 6,6 + 3,4x10° células/mm, o que caracteriza normalidade para

individuos adultos (XAVIER et al., 2010).
5.2.2 Procedimentos preliminares

5.2.2.1 Andlise da emisdo de fluorescéncia interferente em culturas de PBMC tratados com
oleo de pequi
A Figura 7 ilustra os resultados obtidos a partir da andlise da emissdo de

fluorescéncia em células ndo tratadas (controle), tratadas com DMSO a 1% v/v (controle
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do solvente) e tratadas com 6leo de pequi nas concentragdes finais de 1 pg/mL, 10 pg/mL,
50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 1000 pug/mL, apés 24 horas (A) e 120 horas (B)
respectivamente. Os histogramas demonstram que o tratamento com 6leo de pequi bem
como o solvente utilizado ndo induziu o deslocamento do pico de fluorescéncia para a
direita em relacao a cultura controle, em nenhum dos oito canais do citometro BD FACS
Canto II, viabilizando, portanto, a utilizacdo de qualquer marcador fluorescente nessas

condig¢des, sem o comprometimento nas andlises posteriores.



Figura 7 - Histogramas de emissdo de fluorescéncia de PBMC humanas tratadas com

diferentes concentragcdes de 6leo de pequi apds 24 horas (A) e 120 horas (B) de cultura.
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Cerca de 5x10° PBMC/mL (N= 6) foram incubadas por 24 horas e por 120 horas em estufa Gmida a 37°C

contendo 5% de CO,. As culturas foram tratadas com dleo de pequi nas concentragdes de 1 pg/mL, 10pg/mL,

50ug/mL, 100pg/mL, 200pg/mL e 1000pg/mL.Culturas ndo tratadas e tratadas com DMSO constituiram as

culturas controle negativo e controle do solvente. Os histogramas representam a intensidade de fluorescéncia em

comprimentos de onda referentes aos oito canais do citdmetro BD FACS Canto II.

5.2.2.2 Andlise da viabilidade celular em culturas de PBMC tratadas com odleo de pequi

Ap6s verificar que o 6leo de pequi ndo emitiu fluorescéncia interferente em nenhum

canal do citometro BD FACS Canto II, realizamos o teste de viabilidade celular por citometria

de fluxo, a fim de verificar possiveis efeitos citotoxicos do 6leo de pequi em culturas de

PBMC. A Figura 8 apresenta os resultados obtidos a partir da anélise de viabilidade celular
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em culturas ndo tratadas, tratadas com CdCl,- 20 Mm (controle de morte), tratadas com
DMSO 1% v/v (controle do solvente) e tratadas com 6leo de pequi nas concentragdes finais
de 1 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 1000 pg/mL, apds 24 horas (A)
e apos 120 horas (B) respectivamente. Os resultados demonstram que em nenhuma das
concentracoes utilizadas o 6leo de pequi, bem como o solvente utilizado reduziu a viabilidade
celular, possibilitando assim, que qualquer concentragdo do 6leo de pequi (entre lug/mL e
1000ug/mL) fosse utilizada nos ensaios posteriores. Como esperado o CdCl, reduziu
expressivamente a viabilidade celular. Os resultados foram semelhantes considerando as

culturas de 24 horas e as culturas de 120 horas.

Figura 8 — Efeitos do tratamento com 6leo de pequi sobre a viabilidade celular em

cultura de PBMC
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Cerca de 5x10° PBMC/mL (N= 6) foram incubadas por 24 horas e por 120 horas em estufa timida a 37°C
contendo 5% de CO,. As culturas foram tratadas com 6leo de pequi nas concentragdes de 1pug/mL, 10 pg/mL, 50
pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 1000 pg/mL. Culturas ndo tratadas, tratadas com CdCl,, e tratadas com DMSO
constituiram respectivamente as culturas controle negativo, controle de morte e controle do solvente.O
percentual de células vidveis foi avaliado pelo método de exclusdo com azul de Tripan utilizando o citdmetro de
fluxo. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. * indica diferenca estatisticamente
significante (p< 0,05) em relagdo a cultura controle. Método estatistico utilizado: ANOVA com post hoc de

Tukey.



5.2.3 Efeitos do oleo de pequi sobre a proliferacdo de linfécitos em culturas de PBMC

Inicialmente verificamos que, na concentracao de 0,4%, o solvente DMSO nao reduziu
o indice de prolifera¢do de linfécitos ou das subpopulagdes CD4" e CD8™; jd na concentragdo
de 0,9% houve redugdo do indice de proliferacdo dos linfécitos e da subpopulagio CD8"

comparado as culturas tratadas somente com PHA (FIG.9).

Figura 9- Efeitos do solvente DMSO sobre a proliferagao de linfécitos em cultura de PBMC
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Cerca de 5x10° PBMC/ mL marcadas com VPD450 (N=4) foram incubadas durante 120 horas a 37°C e 5% de
CO,, As culturas foram estimuladas com PHA e tratadas com DMSO nas concentracdes finais de 0,4% e 0,9%.
Culturas nao estimuladas e ndo tratadas, culturas somente estimuladas, e culturas estimuladas e tratadas com
CsA constituiram respectivamente as culturas controle negativo, controle positivo e controle de inibicdo. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo do indice de proliferacdo de linfocitos (A) e das
subpopulacdes linfocitdrias CD4" (B) e CD8* (C). Barras acompanhadas de letras diferentes indicam diferenga

estatistica (p < 0,05). Método estatistico utilizado — ANOVA seguida de post hoc de Tukey.

A figura 10 demonstra resultados do efeito do dleo de pequi sobre a proliferacdo dos
linfécitos (FIG. 10A) e das subpopulagdes linfocitarias CD4" (FIG. 10B) e CD8" (FIG. 10C).
Em comparacdo a cultura tratada apenas com PHA, o 6leo de pequi na concentragdo de
200pg/mL reduziu o indice de proliferagio de linfécitos e da subpopulagdio CD8*. Na
concentracdo de 400ug/mL houve reducdo do indice de proliferacdo de linfécitos. J4 na

concentracdo de 20pg/mL ndo foram observadas diferencas significativas. Observamos ainda
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que a CsA, utilizada como controle de inibi¢do, reduziu o indice de proliferacido dos linfécitos

e das subpopulacdes CD4" e CD8" assemelhando-se a cultura controle.

Figura 10- Efeitos do 6leo de pequi sobre a proliferacdo de linfécitos em cultura de PBMC
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Cerca de 5x10° PBMC/mL marcadas com VPD450 (N=7) foram incubadas durante 120 horas a 37°C e 5% de
CO,. As culturas foram estimuladas com PHA e tratadas com 6leo de pequi nas concentragdes finais de 20
pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL. Culturas ndo estimuladas e ndo tratadas, culturas somente estimuladas, e
culturas estimuladas e tratadas com CsA constituiram respectivamente as culturas controle negativo, controle
positivo e controle de inibi¢do. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo do indice de
proliferacio de linfécitos (A) e das subpopulacdes linfocitdrias CD4™ (B) e CD8" (C). Barras acompanhadas de
letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05). Método estatistico utilizado — ANOVA seguida de post

hoc de Tukey.

Para demonstrar que a atividade inibitdria do 6leo de pequi sobre a proliferacdo de
linfécitos ndo estava relacionada a morte celular, a viabilidade das células em cultura para
investigacdo da proliferacao foi avaliada ap6s 120 horas. Observamos que em nenhuma das
concentracdes testadas, o Oleo de pequi, reduziu significativamente a viabilidade dos
linfécitos. O mesmo foi visto também para o solvente DMSO e para o farmaco CsA,

conforme ilustra a figura 11.



Figura 11 — Avaliacdo da viabilidade celular de culturas de PBMC sob efeito do solvente

DMSO e do 6leo de pequi.
Wloo—
- T
80 L
sy —
S
A
o 60+
=
-
wy 40 i
=
=
8 204
O T I I I
PBMC (5x 10° células/mL) + + +
PHA (5 pg/mL) - + +
CsA (5 pg/mL) - — + — — — — -
DMSO (% v/v) - - - 04 09 - - -
OLEQ DE PEQUI (ug/mL) - - — — _ 20 200 400

Cerca de 5x10° PBMC/mL marcadas com VPD450 (N=7) foram incubadas durante 120 horas a 37°C e 5% de
CO,. As culturas foram estimuladas com PHA e tratadas com DMSO nas concentrag¢des finais de 0,4% e 0,9% e
com 6leo de pequi nas concentragdes finais de 20 pg/mL, 200 pg/mL ¢400 pg/mL. Como controle de inibigdo foi
utilizado Ciclosporina (CsA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo do percentual de
células vidveis analisadas pelo método de exclusdo com azul de tripan por citometria de fluxo. Método estatistico

utilizado — ANOVA seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.

5.2.4 Efeitos do dleo de pequi sobre a producdo de citocinas em cultura de PBMC

A figura 12 demonstra o efeito do 6leo de pequi sobre a produgdo de IFN-vy, IL-17, IL-
2, IL4, 1L-10 e IL-6 por PBMC estimuladas com PMA e ionomicina, durante 4 horas. Os
resultados mostram concentragdes significativamente reduzidas de IL-17, IL-2 e IL-4 para a
cultura estimulada e tratada com 6leo de pequi em comparagdo a cultura estimulada. Nao
houve diferencas significativas nas concentracdes de IFN-y, IL-10 e IL-6. Observamos
também que o solvente DMSO ndo reduziu as concentracdes de nenhuma das citocinas
analizadas o que nos permitiu associar o resultado encontrado ao efeito do 6leo de pequi sobre
as células. Ainda em relagdo ao DMSO, houve aumento nas concentracoes de IFN-y e IL-2
comparando a cultura estimulada e tratada com DMSO com a cultura somente estimulada.

Observamos ainda que o farmaco CsA reduziu a producdo das citocinas IFN-y, IL-17, IL-2 e
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IL-4 tornando sua sintese semelhante a cultura controle. Para a citocina IL-10 ndo houve

diferenca significativa.

Figura 12- Efeitos do 6leo de pequi sobre a producio de citocinas em cultura de PBMC
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Cerca de 5x10° PBMC/mL (N=5) foram incubadas durante 4 horas a 37°C e 5% de CO,. As culturas foram

estimuladas com PMA e ionomicina e tratadas com 6leo de pequi na concentragdo final de 200 pg/mL. Culturas

ndo estimuladas e nao tratadas, culturas somente estimuladas, culturas estimuladas e tratadas com DMSO 0,2% e

culturas estimuladas e tratadas com CsA constituiram respectivamente as culturas controle negativo, controle

positivo, controle do solvente e controle de inibicdo. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo

da concentracdo de citocinas (n = 5). Barras acompanhadas de letras diferentes indicam diferenga estatistica (p <

0,05). Método estatistico utilizado — ANOVA seguida de post hoc de Tukey.



6 DISCUSSAO

O pequi € um fruto comumente utilizado em diversas regides brasileiras,
especialmente em sua época de colheita, que acontece entre os meses de novembro e janeiro.
A extracdo do seu 6leo, além de concentrar nutrientes e compostos bioativos, € uma forma de
garantir seu acesso, mesmo fora do periodo de safra (ALMEIDA; SILVA, 1994). Esse dleo
apresenta um alto conteido de dcidos graxos monoinsaturados, especialmente o dcido oleico
(EVANGELISTA-SILVA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017), além de compostos
antioxidantes como os carotenoides (OLIVEIRA et al., 2017) e os polifenois (CICERO et al.,
2018). De fato, as andlises quimicas realizadas em nossas amostras de 6leo de pequi
mostraram um alto conteido de acido oleico, carotenoides e fendlicos totais corroborando a
maioria dos resultados previamente publicados.

Diante da abundancia de compostos reconhecidamente anti-inflamatérios e
antioxidantes presentes no 6leo de pequi e as associacdes entre atividade antioxidante e anti-
inflamatdria, inicialmente testamos a atividade antioxidante, in vitro, dos extratos etandlico e
metanolico do 6leo de pequi. De maneira geral, ambos os extratos apresentaram atividade
antioxidante em todos os testes. Esses achados também estdo em consonancia com alguns
estudos que ja mostraram atividade antioxidante de extratos da polpa (LIMA, et al., 2007,
MORAIS et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2017 ROESLER et al., 2008) e do 6leo de
pequi (FERREIRA ef al.,2011). E importante ressaltar que nesses estudos, quase sempre, a
atividade antioxidante foi associada ao conteido de compostos fendlicos e carotenoides das
amostras (LIMA, et al., 2007; MORAIS et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2017 ROESLER
et al., 2008).

Quando analisados de forma isolada, alguns compostos presentes em abundancia no
6leo de pequi também j4 apresentaram diversos efeitos anti-inflamatoérios principalmente in
vitro ¢ em modelos animais (KAULMANN; BOHN, 2014; RAVAUT er al., 2021;
YAHFOUFI et al., 2018), o que nos instigou investigar suas propriedades anti-inflamatorias,
in vitro e in vivo. Assim, recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou, pela primeira vez,
que o Oleo de pequi contribuiu para a regulacdo da resposta imune e melhorou os sinais
clinicos e histopatolégicos da colite ulcerativa induzida por DSS em camundongos. Nesse
estudo, o 6leo de pequi reduziu células citotéxicas e marcadores inflamatérios e estimulou
células reguladoras com preservacdo de células produtoras de muco da mucosa intestinal
(MORENO et al., 2021). Entretanto, ndo pudemos mostrar a influéncia da ingestdo desse 6leo

diretamente na proliferacao de células imunes nem tampouco sobre sua secre¢do de citocinas.
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Assim, nossa proposta passou a ser investigar, inicialmente in vitro, os efeitos do 6leo
de pequi sobre a proliferacdo de linfocitos e secre¢do de citocinas em culturas de PBMC.
Verificamos que, nas culturas testadas, o 6leo de pequi reduziu a capacidade proliferativa de
linfécitos e a secre¢do de citocinas, o que reforcou o potencial anti-inflamatério desse
alimento.

Inicialmente foi necessario solubilizar do 6leo de pequi, afim de, viabilizar o seu uso
nas culturas celulares. O DMSO foi o solvente escolhido por ser amplamente utilizado para
esse fim (TIMM et al., 2013). Sua molécula é constituida por um grupo polar e dois grupos
apolares, o que o torna capaz de dissolver diversas substancias hidrofébicas, como € o caso do
O0leo de pequi (AHN er al, 2014; COLUCCI et al., 2008). Verificamos também qual
concentracdo maxima de DMSO poderiamos utilizar nas culturas sem influenciar as varidveis
analisadas (emissdo de fluorescéncia, viabilidade celular, proliferacdo e sintese de citocinas).
Para tal, observamos o que foi descrito por De Abreu Costa et al. (2017). Inicialmente
padronizamos a concentracdo estoque do Oleo de pequi dissolvido em DMSO para 100
mg/mL e a partir dela foi definida a quantidade a ser utilizada nos experimentos, a fim de,
obter as concentragdes finais desejadas nas culturas.

Para as andlises de emissdo de fluorescéncia e de viabilidade celular as concentracdes
finais do dleo de pequi utilizadas nas culturas foram determinadas conforme o estudo de
Figueiredo et al. (2016). Nesse estudo, o 6leo de Caryocar coriaceum (um fruto da mesma
familia do Caryocar brasiliense e cuja composi¢do quimica é similar) foi testado in vitro em
células polimorfonucleares humanas nas concentra¢des finais de 1 pg/mL, 10 pg/mL, 50
pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL veiculadas em DMSO a 1%. Dessa forma, em nosso estudo
optamos por iniciar 0s ensaios com as mesmas concentracOes utilizadas por esses autores e
acrescentamos mais uma como concentragdo maxima. Portanto, utilizamos as seguintes
concentragoes: 1 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 1000 pg/mL.

N6s avaliamos a emissdo de fluorescéncia pelo dleo de pequi porque alguns
compostos podem induzir a emissdo de fluorescéncia interferente em culturas de células e
assim comprometer a utilizacdo de determinados fluorocromos nas andlises por citometria de
fluxo. Assim, o cuidado de avaliar a presenca de fluorescéncia interferente permite evitar a
obtencdo de resultados errdneos ao utilizar marcadores que emitam fluorescéncia na mesma
faixa de comprimento de onda que aquela induzida pela acdo de um composto vegetal sobre
células sanguineas. Verificamos que o tratamento com 6leo de pequi e o solvente utilizado,

ndo induziram emissdo de fluorescéncia interferente apds 24 horas ou 120 horas de cultura.



Portanto, ndao houve limitacdo quanto ao uso da técnica de citometria de fluxo ou de
marcadores fluorescentes nas andlises posteriores.

No6s também avaliamos a viabilidade celular previamente aos testes finais, jd que
alguns compostos bioativos vegetais podem induzir a morte celular (VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2005), o que faz com que essa andlise sempre preceda a avaliacdo da atividade
bioldgica. Assim, observamos que a viabilidade celular ndo foi alterada apds 24 horas ou apds
120 horas de cultura em nenhuma das concentracdes de 6leo de pequi testadas. Portanto, elas
poderiam ser utilizadas seguramente para as demais anélises. Vale ressaltar que o solvente a
1% também ndo alterou os percentuais de células vidveis em relacdo as culturas controle,
estando nossos resultados de acordo com o que foi demonstrado por De Abreu Costa et al.
(2017). Como esperado, o CdCl, apresentou efeito citotoxico. O CdCl, € um agente citotéxico
(FOTAKIS; TIMBELL, 2006) e por esse motivo foi escolhido como controle positivo para a
inducdo de morte celular.

Nosso préoximo passo foi o ensaio de proliferacdo celular. Para isso, inicialmente
realizamos um teste prévio afim de, determinar em qual concentracdo mdxima o solvente
DMSO poderia ser utilizado nas culturas celulares sem causar interferéncia nos resultados de
proliferacdo e com base nesse teste escolhemos as concentracdes do 6leo de pequi utilizadas
no ensaio de proliferacdo. Verificamos a 0,9% o DMSO reduziu a proliferacio de linfécitos e
da subpopulacdo CD8". J4 na concentracido de 0,4%, o mesmo ndo exerceu impacto. Sendo
assim, nds investiganmos o efeito do 6leo de pequi sobre a proliferagdo celular nas
concentragdes finais de 400 pg/mL, 200 ug/mL, e 20 ng/mL sendo que nessas concentragdes
o DMSO na cultura representava respectivamente 0,4%, 0,2% e 0,02 %.

Verificamos que, nas duas maiores concentracdes testadas o 6leo de pequi reduziu a
proliferacdo dos linfécitos, sendo que na de 200 pg/mL, houve reducdo também da
subpopulacio de células CD8". E importante ressaltar que ndo foi possivel a selecdo exclusiva
de linfécitos T no ensaio de proliferacdo; nés apenas utilizamos anticorpos monoclonais
especificos para a marcacdo dos coreceptores CD4 e CDS8. Sabemos que outras células do
sistema imune, incluindo monécitos, células dendriticas, células NK e NKT também
expressam em suas membranas o coreceptor CD8 (TERRY ez al., 1990, GIBBINGS et
al.,2007, SHORTMAN; HEATH, 2010). Em nosso experimento, isolamos células
mononucleares, ¢ na andlise dos dados, selecionamos por meio de um gate, somente os
linfécitos, considerando que dentro dessa populacdo a expressio de CD4 ou CD8 €
dependente do processo de maturagdo dos linfocitos T no timo (TANIUCHI; 2018),

provavelmente a maioria das células CD8* eram linfécitos T, apontando para a possibilidade
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de que o 6leo de pequi tenha reduzido, principalmente, a proliferacio de linfécitos T
citotéxicos. Além disso, em nosso estudo selecionamos células CD8" hight o que contribui
para a exclusao de outras células do gate de linfécitos.

Tendo em vista que a producdo de citocinas € fundamental tanto para a inducdo da
ativacdo celular quando para o direcionamento e manutencdo da resposta imunoldgica,
analisamos os efeitos do 6leo de pequi sobre a producdo de citocinas por PBMC estimuladas
com PMA e ionomicina. Para esta andlise, a concentracdo do 6leo de pequi testada foi a de
200 pg/mL, ja que essa reduziu significativamente a proliferagdo celular. Sendo assim, a
concentracao final de solvente na cultura foi de 0,2%. Verificamos que nesse ensaio, o 6leo de
pequi reduziu as concentragdes de IL-2, IL-17 e IL-4 nas culturas.

IL- 2 e IL-4 estdo entre as citocinas cruciais para a homeostase de linfocitos, sendo
importantes estimulos para sua resposta proliferativa (BOYMAN et al., 2007). Assim,
podemos inferir que as concentragdes reduzidas dessas citocinas na cultura, justifique a
reducdo da proliferacdo observada neste estudo. Nesse contexto é importante destacar que
existem diferencas no perfil de resposta proliferativa entre diferentes subpopulacoes
linfocitarias, o que pode explicar o efeito seletivo do 6leo de pequi sobre as células CD8".
Hoffman et al., (2002) descreveram que na estimula¢do antigénica, as células T CD4"
geralmente proliferam mais rapidamente do que as células T CD8" e além disso, a
proliferagio de células T CD8" pode ser inibida por quantidades menores de agentes
inibidores do que o necessdrio para inibir a proliferacdo de células T CD8". Postula-se ainda
que tais padrdes proliferativos distintos ndo sejam devidos a sinais externos, mas controlados
por mecanismos reguladores intrinsecos a essas células (FOULDS et al., 2002).

Embora a resposta imune mediada por linfécitos T seja principalmente benéfica, em
algumas situagOes tais respostas t€ém o potencial de causar imunopatologias, sendo
fundamental um equilibrio entre os efeitos pré-inflamatérios e anti-inflamatérios (SEDER;
AHMED, 2003). Especialmente em relacdo aos linfocitos T citotoxicos, ha evidéncias do seu
envolvimento na fisiopatologia de algumas doencas autoimunes (RUSSELL; LEY, 2002).
Sendo assim, a reducdo da resposta proliferativa de linfécitos pelo tratamento com 6leo de
pequi, € um indicio do seu papel na manutencdo da homeostasia da resposta imune frente a
condig¢des inflamatdrias incluindo as doengas autoimunes. Esta hipdtese € ainda apoiada pela
redu¢do na concentragdo de IL-17 na cultura, visto que, a producdo desregulada das citocinas
da familia IL-17 estd associada as condicdes autoimunes, como esclerose multipla, doenca

inflamatoéria intestinal, psoriase e lipus (CHEN et al., 2011; MESQUITA Jr et al., 2009).



Nesse sentido, o efeito anti-inflamatério do 6leo de pequi ja foi demostrado no contexto do
ldpus eritematoso sistémico (MONTALVAO et al., 2015). Além disso, Oliveira (2013)
observou o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do dleo de Caryocar coriaceum (cuja
composi¢do quimica € similar ao S6leo de Caryocar brasiliense) na artrite induzida por
zymosan em ratos e relatou que esse efeito pode estar relacionado a inibicdo da producao de
citocinas pré-inflamatérias. E ainda recentemente Moreno et al., (2021) apontaram o efeito
regulador do 6leo de Caryocar brasiliense na colite ulcerativa induzida por DSS em
camundongos. Condizente aos nossos resultados, esses autores também demostraram que o
6leo de pequi reduziu células citotéxicas e marcadores inflamatdrios dentre os quais a citocina
IL-17 o que refor¢a ainda mais a hip6tese apontada por este estudo.

Dentre os compostos bioativos do 6leo de pequi que podem estar envolvidos nos
principais resultados encontrados, destacamos o 4cido graxo oleico, os carotenoides € os
compostos fendlicos. Conforme j4 descrito, os MUFA, em especial o dcido oleico, tém sido
associados a inibicdo de vias de sinalizacdo pré-inflamatérias (FINUCANE et al., 2015;
KIRWAN et al., 2017) e reducdo da proliferacio de linfécitos (GORJAO et al., 2007;
PASSOS et al., 2016; VERLENGIA et al., 2003). Isso se explica porque, eles podem se ligar
a receptores acoplados a proteina G ou se difundir passivamente através da membrana das
células e se ligar a uma proteina citoplasmatica chamada proteina de ligacdo aos dcidos
graxos (do inglés, fatty acid binding proteins — FABP). As FABP por sua vez, deslocam-se
para o nucleo e ativam os receptores nucleares PPAR (TAN et al., 2002). Dentre outras
fungdes, esses receptores estdo associados com a inibicdo de vias de sinalizacdo pro-
inflamatérias como o NFkB e o complexo NLRP3 inflamassoma (RAVAUT et al.; 2021) e
ainda com a inibicdo da proliferacdo de linfécitos (HARRIS; PHIPP, 2001). Assim,
apontamos que o tratamento das culturas com 6leo de pequi forneceu um aporte de MUFA
capaz de se ligar as FABP, o que culminou com a maior ativagdo de receptores PPAR
contribuindo para a redu¢do de vias de sinalizagdo pro-inflamatorias e para a redugdo resposta
proliferativa de linfdcitos.

Adicionalmente, carotenoides e compostos fendlicos possuem significativo potencial
antioxidante e anti-inflamatdrio, e por isso, estdo associados com reducdo do estresse
oxidativo o que contribui para o controle da inflamagdo. Os carotenoides possuem um
extenso sistema de ligacdes duplas conjugadas que podem ser substituidas por grupos
terminais, o que lhes confere atividade antioxidante. Tem sido demonstrado que o beta
caroteno e a luteina (KIM et al., 2011), o licopeno ( SIMONE et al., 2011) e a zeaxantina

(BIAN et al., 2012) interagem com a via regulada pelo NFkB de modo a suprimir a producao
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de produtos pré-inflamatérios. Dessa forma, € possivel que o tratamento com 6leo de pequi
tenha contribuido para o aporte de carotenoides, o que culminou com os efeitos anti-
inflamatdrios observados.

Da mesma forma, os compostos fendlicos também possuem propriedades
antioxidantes e atividade anti-inflamatéria (Revisado por YAHFOUFI et al., 2018). Quando
presentes na membrana plasmadtica, os polifenois podem reagir com compostos ndo polares
presentes na camada hidrofébica da membrana interna afetando a taxa de oxidagao de lipidios
ou de proteinas, além de, impedir o acesso de compostos oxidantes e proteger a estrutura e
funcdo da membrana (HUSSAIN et al., 2016). Os polifenois podem ainda afetar diversos
sistemas enzimaticos e de sinalizacdo envolvidos nos processos inflamatérios, incluindo a
tirosina e as proteinas quinases serina-treonina, enzimas diretamente envolvidas em processos
celulares como a proliferacdo de linfécitos e a produgdo de citocinas por células estimuladas
(HUSSAIN et al., 2016), além das vias NFkB e MAPK, e das enzimas envolvidas no
metabolismo do 4cido araquidonico (YAHFOUPFI et al., 2018).

Tendo em vista a complexidade da resposta inflamatéria, com envolvimento de
varios mediadores e componentes celulares, novos ensaios devem ser conduzidos para
avaliar o efeito do 6leo de pequi sobre a expressdo de outros mediadores inflamatdrios tais
como quimiocinas e enzimas, bem como as potenciais vias de sinalizacdo envolvidas com
inflamacdo (NF-xB, NLRP3 e MAPK) e estresse oxidativo (Nrf2) e ainda sobre o fen6tipo
e funcionalidade de células da imunidade inata e adaptativa, por meio de marcadores
especificos e uso de anticorpos para marcagdo de citocinas intracitoplasmaticas, a fim de,
possibilitar uma melhor compreensdo dos efeitos do 6leo de pequi sobre cada fendtipo
especifico e das vias intracelulares envolvidas na sua atividade bioldgica bem como
estabelecer uma melhor compreensdo da possivel relacdo entre atividade antioxidante e

anti-inflamatéria do 6leo de pequi.



7 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSAO

A Figura 13 ilustra os principais resultados encontrados em nosso estudo. Analisados
em conjunto, nossos resultados sugerem que o 6leo de pequi exerce atividade antioxidante e
anti-inflamatéria in vitro, ja que foi capaz de sequestrar radicais orgéanicos e reduzir o ferro,
além de reduzir a proliferacdo de linfocitos e a sintese de citocinas pré-inflamatdrias em
culturas de PBMC. E possivel que sua atividade antioxidante esteja relacionada a sua
atividade anti-inflamatéria e que MUFA, carotenoides e compostos fendlicos presentes nesse
6leo sejam determinantes, pelo menos em parte, desses resultados. Contudo, s@o necessarios

estudos adicionais para o aprofundamento e a elucidacio desses efeitos.

Figura 13 — Atividade antioxidante e anti-inflamatdria do 6leo de pequi in vitro.
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O 6leo de pequi € rico em 4cido oleico, carotenoides e fendlicos. In vitro esse Oleo apresentou atividade
antioxidante por sequestrar os radicais organicos ABTS e DPPH e reduzir o ferro. Também apresentou efeito
anti-inflamatério em culturas de PBMC porque reduziu a proliferacdo de linfocitos e a sintese de citocinas pré-
inflamatérias. E possivel que sua atividade antioxidante contribua para sua atividade anti-inflamatéria, mas sdo

necessarios estudos adicionais para elucidar esta hip6tese.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.931.933

Apresentacgao do Projeto:

A regido dos Vales Jequitinhonha, em especial Diamantina esta localizada na regido central do estado de
Minas Gerais, dentro do bioma Cerrado, com diferentes fitofisionomias, sendo a mais marcante e com maior
extensao os campos rupestres. A regido, apresenta importancia biolégica especial, por apresentar grande e
diversificada riqueza botanica com elevado grau de endemismo além do extenso conhecimento popular
repassado ainda por geragbes. E possivel que muitas dessas plantas medicinais apresentem atividades
biolégicas cientificamente comprovadas. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar a composigéao
quimica e atividades biolégicas de plantas medicinais da regido dos Vales Jequitinhonha, a fim de
complementar a construgcdo de uma extratoteca da UFVJM com informagdes quimicas e
biolégicas/terapéuticas de diferentes extratos

vegetais

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do presente projeto é realizar um estudo continuado e biomonitorado das atividades antitumoral,
antiinflamatdria e imunomodulatéria de extratos, fragdes, subfracdes e/ou compostos isolados de espécies
medicinais nativas do Cerrado pertencentes a extratoteca da UFVJM.

Objetivo Secundario:

- Coletar e obter extratos etandlicos e aquosos de espécies medicinais nativas do Cerrado com
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aplicagdo na medicina popular pertencentes a extratoteca da UFVJM. - Fracionamento e analise preliminar
dos extratos por triagem fitoquimica classica, com vistas a evidenciar as principais

classes de metabdlitos secundarios presentes.- Realizar uma triagem dos extratos, fragdes, subfragdes e/ou
substancias para a atividade antitumoral, antiinflamatéria e imunomodulatéria por meio de testes in vitro. -
Avaliar a toxicidade in vitro dos extratos, fragdes, subfragdes e/ou substancias que apresentarem atividade
nos testes de triagem. - Andlise quimica dos extratos e suas respectivas fracées ativos por diferentes
técnicas espectroscépicas e espectrométricas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo hematoma (roxo no local da coleta de sangue), dor,
tontura, enjoo, DE IDENTIFICAGAO DO VOLUNTARIO E DE CONSTRANGIMENTO. ESSES RISCOS
SERAO MINIMIZADOS POR SE TRATAR DE UMA COLETA POR PESSOA TREINADA, CEGO PARA OS
DIFERENTES TESTES, EM LOCAL LIMPO E RESERVADO PARA EVITAR IDENTIFICAGAO E
CONSTRANGIMENTOS DO VOLUNTARIO, EQUIPADO COM CADEIRA PARA COLETA, UTILIZANDO
MATERIAL ESTERIL E DESCARTAVEL. EM CASO DE DOR E HEMATONAS SERA RECOMENDADO O
USO DE COMPRESSA GELADA NO LOCAL DA COLETA. EM CASO DE TONTURA E ENJOO O
VOLUNTARIO SERA DIRECIONADO A UM LOCAL RESERVADO E TRANQUILO PARA FICAR SENTADO
OU DEITADO ATE MELHORAR, E TERA SUA PRESSAO MONITORADA DURANTE ESTE PERIODO.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As espécies ndo constam da Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo e serdo
usados os dados de exsicatas dos herbarios da UFVJM. A composigdo quimica dos extratos vegetais sera
realizada por fitoquimica classica e técnicas hifenadas para os extratos ativos quanto as atividades
bioldgicas, segundo projeto em anexo. A avaliagdo biomonitorada das atividades biolégicas dos extratos
serdo realizados testes para as atividades: antitumoral usando testes de citotoxicidade frente linhagens
tumorais e avaliagdo das vias de indugdo de morte; anti-inflamatéria e imunomoduladora usando testes de
avaliacdo do efeito sobre a producéo citocinas, sobre a expressdo de ciclooxigenase 2 (COX2) e sobre a
proliferacdo de linfécitos humanos; toxicidade usando os testes de atividade hemolitica, viabilidade sobre
leucécitos humanos e fibroblastos normais da linhagem L929. Para as atividades anti-inflamatéria e
imunomoduladora sera utilizado células provenientes do sangue periférico de individuos sadios, da seguinte
forma: Obtencgdo de leucdcitos - As amostras de sangue serdo colhidas em média de 45 voluntarios por
puncdo da veia ante cubital mediana, utilizando tubos a vacuo heparinizados. Os voluntarios serdo
estudantes da UFVJM com idade entre 29 e 30 anos, abordados no campus e
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convidados a participarem do estudo. Os procedimentos de coleta obedecerdo as Recomendacgdes da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso (2010). As
células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis (CMSP) serdo obtidas a partir de 10
mL de sangue periférico venoso apés

centrifugacdo em Histopaque 1077 conforme Bicalho et al., (1981). Avaliacéo da ativagao de leucécitos para
produgéo de citocinas - Aliquotas de sangue total serdo tratadas com DMSO ou

extratos, na auséncia e presenga do PMA (25 ng/mL), por 24 e 36 horas, em estufa Umida. Apds o periodo
de incubacao as células serdo permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti-citocinas (IL-2, IL-10, IFN- e
TNF-) conjugados com o fluorocromo PE . As amostras serdo avaliadas por citometria de fluxo,
procedendose a aquisicdo de pelo menos 30.000 eventos. Andlise do efeito dos extratos sobre a
proliferacédo de linfécitos humanos - Sera utilizada a técnica de incorporagéo e decaimento da fluorescéncia
de CFSE (5- (and-6)-carboxyfluorescein diacetate

succinimidyl ester)(Lyons et al., 2000). Para isso, serdo confeccionadas culturas marcadas com CFSE
estimuladas com o mitégeno Fitohemaglutinina (PHA). As células serdo estimuladas ou ndo com 10puL de
PHA (1 ug/mL) e tratadas com extratos mantidas por 5 dias em estufa umida. A proliferagao celular sera
determinada por citometria de fluxo (ANGULO e FULCHER, 1998). Avaliagdo sobre a expressdo de COX-2 -
Aliquota de 1mL sangue periférico de voluntarios sadios, estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), serdo
tratadas com os extratos, incubadas em estufa umida por 4 h. Apés incubagdo, 100 L de cada cultura serédo
expostas ao anticorpo anti-CD14 conjugado com PerCP-Cy5, seguida de lise eritrocitaria. Incubados com
anticorpos anti-COX-1 conjugado com FITC e anti-COX-2 conjugado com PE. Paralelamente sera
confecionado controles isotipicos. Apds a incubagéo, as células serdo analisadas em citometria de fluxo com
aquisicdo de 50000 eventos. Para os testes de toxicidade serdo utilizando CMSP e sangue total da seguinte
forma: Efeito dos extratos sobre a viabilidade de CMSP humanas- Serdo incubadas culturas com os extratos
por 24 horas e 120 dias, em estufa umida. Sera usado a técnica de exclusdo de azul de tripam (ALLISON et
al. 1980; AVELAR-FREITAS et al. 2014). Atividade hemolitica - Suspensdo de hemacias a 0,05%, coletado
de voluntarios sadios, serdo tratadas com os extratos conforme Kang et al. 2009 incubadas por 4 h, o
sobrenadante sera transferido para placas para leitura de absorbancia a 540 nm e dados como
percentagem de hemdlise. Os demais ensaios ndo envolvem seres humanos conforme projeto.
Numero amostral: 45
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foi apresentado o Projeto de Pesquisa, Folha de Rosto, Cronograma, TCLE.

A carta da Instituicdo Co-participe foi apresentada conforme Resolugéo 466/12.

Recomendacoes:

QB

- Segundo a Carta Circular n°. 003/2011/CONEP/CNS, de 21/03/11, ha obrigatoriedade de rubrica em todas
as paginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador, que devera também

apor sua assinatura na ultima pagina do referido termo.

- Relatérios final

e parciais deverdo ser apresentado ao CEP. Os relatérios parciais deverdo ser

apresentados nas datas: 30/04/2019; 30/10/2019; 30/04/2020; 30/10/2020;30/04/2021; 30/10/2021. O
relatério final devera ser apresentado em 30/04/2022. Considerase como antiética a pesquisa

descontinuada sem justificativa aceita pelo CEP que a aprovou.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O projeto atende aos preceitos éticos para pesquisas envolvendo seres humanos preconizados na
Resolugdo 466/12 CNS.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1179558 .pdf 09:39:51
Declaragéo de CARTA_COPARTICIPANTE.pdf 04/09/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
Instituicéo e 09:39:11 |BARROSO

|Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE_ATUALIZADA pdf 04/09/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito

Assentimento / 09:38:19 |BARROSO

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |proposta_do_projeto_Cep_ATUALIZAD | 04/09/2018 |POLIANA RIBEIRO Aceito

Brochura A.pdf 09:37:41 |BARROSO

Investigador

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 18/07/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
11:11:47__[BARROSO

Orgamento ORCAMENTO.pdf 16/07/2018 |POLIANA RIBEIRO Aceito
17:00:37__[BARROSO

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 16/07/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
15:20:41 _ [BARROSO
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MINISTERIO DA EDUCAGAO \

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Comité de Etica em. Pesquisa | ‘ UFVJ M

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa intitulada: “Estudo
biomonitorado e avaliacio das atividades antitumoral, antiinflamatérias e
imunomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado”, em virtude de
realizar uma coleta de amostra sanguinea a fim de viabilizar ensaios biologicos para
compor banco de dados e potencial biologico de plantas medicinais coletadas na regido
dos Vales Jequitinhonha-MG, coordenada pelo(a) PROFA. HELEN RODRIGUES
MARTINS E O Aluno(a) de Pds-Graduagio, nivel de doutorado POLIANA RIBEIRO
BARROSO e contard ainda com os professor(as) KELLY CRISTINA KATO:
'~ GUSTAVO EUSTAQUIO BRITO ALVIM DE MELO; WAGNER DE FATIMA
PEREIRA E ELAINE AMARAL LEITE. '

A sua participagdo ndo € obrigatéria sendo que, a qualquer momento da
pesquisa, vocé podera desistir e retirar seu consentimento. Sua recusa néo trard nenhum
prejuizo para sua relagdo com o pesquisador, ou com a UFVIM. :

Os objetivos desta pesquisa sdo: realizar um estudo biomonitorado das ativida-
des antitumoral, antiinflamatéria e imunomodulatéria de extratos, fragdes, sub.frac;ées
e/ou compostos isolados de espécies medicinais nativas do Cerradd pertencentes a ex-
tratoteca da Universidade Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM). Caso
vocé decida aceitar o convite, sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: doar
10 mL de sangue, que serd coletado por pungdo venosa com tubos a vacuo (da mesma
maneira que é coletado quando vocé faz algum exame de sangue), em data e hordrio a
combinar, A SER REALIZADO NO LABORATORIO DE IMUNOLOGIA (LABIMU-
NO) DO CENTRO INTEGRADO DE PESQUISA EM SAUDE (CIPQ-SAUDE) DA
UFVJM. O tempo previsto para a sua participagdo ¢ de aproximadamente 10 minutos
uma unica vez. |

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo hematoma (roxo no local da co-
leta de sangue), dor, tontura, enjoo, DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DE
CONSTRANGIMENTO. ESSES RISCOS SERAO MINIMIZADOS POR SE TRATAR

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM :
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n° 5000 - Alto da Jacuba

Diamantina/MG CEP39100000. Tel.: (38)3532-1240



DE UMA COLETA POR PESSOA TREINADA, CEGO PARA OS DIFERENTES
TESTES, EM LOCAL LIMPO E RESERVADO PARA EVITAR IDENTIFICACAO E
CONSTRANGIMENTOS DO VOLUNTARIO, EQUIPADO COM CADEIRA DE CO-
LETA, UTILIZANDO MATERIAL ESTERIL E DESCARTAVEL. EM CASO DE
DOR E HEMATONAS SERA RECOMENDADO O USO DE COMPRESSA GELA-
DA NO LOCAL DA COLETA. EM CASO DE TONTURA E ENJOO O VOLUNTA-
RIO SERA DIRECIONADO A UM LOCAL RESERVADO E TRANQUILO PARA FI-
CAR SENTADO OU DEITADO ATE MELHORAR, E TERA SUA PRESSAO MONI-
TORADA NESSA PERIODO.

~ Os beneficios relacionados com a sua participagio SERAO DE FORMA INDI-
RETA, A CITAR: vocé estaré contribuindo com um levantamento da eficécia e seguran-
¢a de plantas medicinais utilizadas na regido do Jequitinhonha-MG que vocé possa fazer
uso, além de que serd realizado uma triagem de pardmetros hematolégicds de sua amos-
tra sanguinea (semelhante quando vocé faz algum exame de sangue) empregando conta-
- dor automatico de células (CELM CC-550®) e realizagdo de co.ntagem global e diferen-
cial de leucécitos, assim quaisquer alteragdes nestes pardmetros vocé sera informado
imediatamente para providencias adequadas. Estdo previstos como forma de acompa-
nhamento e assisténcia laboratorial (se for o caso).
Os resultados désta pesquisa poderdo ser apresentados em semindrios, congressos € si-
milares, entretanto. os dados/informagdes pessoais obtidos por meio da sua participag@o
serdo confidenciais e sigilosos, ndo possibilitando sua identifica¢do. Ndo ha remunera-
‘cﬁo com sua participa(;ﬁo, bem como a de todas as partes envolvidas. Nao estd previsto
indenizago por sua participagdo, mas em qualquer momento se vocé sofrer algum dano,
comprovadamente decorrente desta pesquisa, tefé direito a indenizag#o. ‘

Os pesquisadores responsaveis por este projeto-podem decidir sobre a sua exclu-
sdo do estudo por razdes cientificas, a respeito das quais vocé deverd ser devidamente
informado. Quaisquer dividas que possam surgir durante o andamento deste estudo por
parte do voluntario poderdo ser esclarecidas junto aos membros da equipe responsaveis
pelo projeto, pessoalmente ou por telefone (0(38) 35321200 ramal 8422).

Observagdo: Quaisquer gastos quanto a locomogdo e alimentagdo ndo estdo

&

incluidos no financiamento deste projeto, assim o participante ndo sera ressarcido.

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM
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Vocé recebera uma via deste termo onde constam o telefone e o enderego do
pesquisador -principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sobre sua

participa¢@o agora ou em qualquer momento.

Coordenador(a) do Projeto: HELEN RODRIGUES MARTINS E POLIANA RIBEIRO
BARROSO :

Endereco: Laboratério de Doengas Infecciosas e Parasitarias (LADIP — CIPg-
Satde) Campus JK, Diamantina-MG.

Telefone: 0(38) 35321200 ramal 8422

Declaro que entendi os objetivos, a forma de minha participagdo, riscos e
beneficios da mesma e aceito o convite para participar. Autorizo a publica¢do dos
resultados da pesquisa, a qual garante o anonimato e o sigilo referente a minha

participagdo.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa:

Informagdes — Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n° 5000 - Alto da Jacuba
Diamantina/MG CEP39100-000

Tel.: (38)3532-1240

Coordenador: Prof. Disney Oliver Sivieri Junior
Secretaria: Ana Flavia de Abreu

Email: cep.secretaria@ufvim.edu.br e/ou cep@ufvim.edubr.
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TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu discuti os riscos e beneficios da minha panicipagﬁb no estudo intitulado “Es-
tudo biomonitorado e avaliacio das atividades antitumoral, antiinflamatérias e
imunomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado” com os pesquisado-
res envolvidos. Eu li e compreendi todos os procedimentos que envolvem esta pesquisa
e tive tempo suficiente para considerar a minha participag@o no estudo. Eu perguntei e
obtive as respostas para todas as minhas davidas. Eu sei que posso me recusar a partici-
par deste estudo ou que posso abandona-lo a qualduer momento sem qualquer constran-
gimento ou prejuizo. Eu também compreendo que os pesquisadores podem decidir a mi-
nha ‘exglusﬁo do estudo por razoes cientiﬁcaé, sobre as quais eu serei devidamente infor-
mado. Nao terei nenhuma remunerag@o e nenhum gasto por participar do projeto. Tenho
uma copia deste formulario, o qual foi assinado em duas vias idénticas e rubricadas.
Portanto, aqui fornego o meu consentimento para participar do estudo intitulado: “Estu-
do biomonitorado e avaliagio das atividades antitumoral, antiinflamatérias e imu-
nomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado™ durante todos os testes

realizados.
Diamantina,

Assinatura do voluntario:

Testemunha:

Testemunha:

Declaro que expliquei todos os objetivos, beneficios e riscos deste estudo ao voluntério,

dentro dos limites de meus conhecimentos cientificos.
PESQUISADORES RESPONSAVEIS: -

WmesO -

Poliana Ribeiro Barroso i HELEN RODRIGUES MARTINS
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