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RESUMO

Evidéncias cientificas apontam que compostos da dieta, tais como d4cidos graxos
monoinsaturados (MUFA) e carotenoides, em sua forma isolada ou extraida, parecem modular
a resposta imune da mucosa intestinal. O 6leo de pequi (OP) ¢ rico em MUFA e carotenoides.
No6s mostramos previamente efeito imunomodulador do OP na mucosa intestinal de
camundongos sauddveis e com colite ulcerativa aguda. Entretanto, este efeito ainda ndo foi
investigado no contexto da obesidade. O objetivo deste estudo foi investigar efeitos do 6leo de
pequi sobre elementos da resposta imune da mucosa intestinal de camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica. Para tal, 48 camundongos C57BL/6 machos foram distribuidos em
quatro grupos: C, que recebeu dieta controle, CP que recebeu dieta C e OP; HL que recebeu
dieta hiperlipidica e HLP, que recebeu dieta HL e OP. O OP foi ofertado diariamente em uma
dose de 150 mg. O experimento teve duragdo de 10 semanas. Foram avaliados indicadores
clinicos da obesidade, biomarcadores metabolicos sanguineos e os fenotipos de leucocitos do
compartimento intraepitelial e das placas de peyer da mucosa do intestino delgado e dos
linfonodos mesentéricos. As massas corporais finais do grupo HLP se igualaram as dos grupos
C e CP e foram igualmente inferiores ao grupo HL (p<0,05). Apesar de o ganho de massa
corporal do grupo HLP ter sido inferior ao HL (p<0,05), ndo se igualou ao C e ao CP. A ingestao
alimentar diaria dos grupos HLP e CP foi igualmente menor que a do grupo C e ambas
superiores a0 HL (p<0,05). A menor ingestao calérica foi a do grupo CP (p<0,05) e ndo houve
diferenga entre HL. ¢ HLP. Os animais que ingeriram OP (CP e HLP) tiveram a adiposidade
visceral semelhante ao grupo C e inferior ao HL (p<0,05). A tolerancia a glicose foi menor para
os animais dos grupos HL. e HLP em comparagdo aos controles (C e CP) (p<0,05). O OP na
dieta controle reduziu a contagem global de leucdcitos no sangue (p<0,05), mas este efeito foi
perdido quando ele foi ingerido na dieta hiperlipidica. No compartimento intraepitelial, o OP
elevou os leucocitos totais tanto no grupo CP quanto no grupo HLP e ndo afetou os linfocitos
intraepiteliais em comparagdo ao HL (p<0,05). Por outro lado, a dieta hiperlipidica elevou os
linfécitos Tyo e ndo houve efeito do OP (p<0,05). Nos linfonodos mesentéricos, houve aumento
percentual dos linfécitos para o grupo HLP em relagdo aos grupos C e HL, porém nao foi
significativo. Houve uma reducdo dos lintdcitos T auxiliares no grupo CP em relagdo ao C
(p<0,05). Nas placas de peyer os leucdcitos totais aumentaram no grupo HLP em relacao aos
grupos HL e C (p<0,05). Nao houve alteragdes expressivas nos demais tipos celulares entre os
tratamentos. O 6leo de pequi promoveu um aumento de leucocitos totais no epitélio intestinal
do grupo HLP, possivelmente células da imunidade inata, como os macroéfagos M2, com
consequente reparo do epitélio intestinal, uma vez que os animais alimentados com dieta
hiperlipidica e 6leo de pequi apresentaram redu¢@o da massa corporal.

Palavras chaves: Obesidade. Caryocar brasiliense. Oleo de pequi. Mucosa intestinal. Resposta

imune.






ABSTRACT

Scientific evidence has shown that diet compounds, such as monounsaturated fatty acids
(MUFA) and carotenoids, in their isolated or extracted form, seem to modulate the immune
response of the intestinal mucosa. Pequi oil (PO) is high in MUFA and carotenoids. We
previously showed immunomodulatory effects of PO in the intestinal mucosa of healthy mice
and with acute ulcerative colitis. However, this effect has not yet been investigated in the
context of obesity. This study aimed to investigate PO effects on elements of the immune
response of the intestinal mucosa of mice fed a high-fat diet. 48 C57BL/6 male mice were
distributed into four groups: C, fed chow, CP fed chow and PO; HF fed a high-fat diet and HFP,
fed HF and PO. The PO was offered at a 150 mg daily dose. The bioassay lasted 10 weeks.
Clinical indicators of obesity, blood metabolic biomarkers, and the phenotypes of leukocytes
from the intraepithelial compartment and Peyer's patches from intestinal mucosa and mesenteric
lymph nodes were evaluated. Body mass from HFP was equal to C and CP groups, being
equally lower than HF (p<0.05). Although body mass gain of the HFP group was lower than
HF (p<0.05), it did not match to C and CP. Daily food intake of HFP and CP groups was also
lower than C, being both higher than HF (p<0.05). The lowest caloric intake was form the CP
group (p<0.05) and there was no difference between HF and HFP. PO animals (CP and HFP)
had visceral adiposity similar to the C group and lower than HF (p<0.05). Glucose tolerance
was lower for HF and HFP groups compared to controls (C and CP) (p<0.05). The PO in the
control diet reduced the overall blood leukocytes count (p<0.05), but this effect was lost when
it was ingested in the high-fat diet (HFP). In the intestinal mucosa, PO elevated the total
leukocytes in both CP and HFP groups and it did not affect intraepithelial lymphocytes
compared to HF (p<0.05). Otherwise, high-fat diet elevated Tyd lymphocytes and there was no
effect of PO (p<0.05). In the mesenteric lymph nodes, there was an increase in intraepithelial
lymphocytes for the HFP group compared to C and HF groups, but it was not significant. There
was a reduction in auxiliary T lymphocytes in the CP group compared to C (p<0.05). In the
Peyer's patches the leukocytes increased in the HFP group compared to HF and C groups
(p<0.05). There were no significant changes in the other cell types between treatments. Pequi
oil in a high-fat diet promoted an increase in immune cells from intestinal mucosa, possible
macrophages, with consequent intestinal epithelium repair, which at last, may have contributed
to lose body mass.

Keywords: Obesity. Caryocar brasiliense. Pequi oil. Intestinal mucosa. Immune response
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1 INTRODUCAO

Atualmente, tem aumentado o interesse cientifico em muitas espécies vegetais
exdticas que apresentam composi¢ao quimica peculiar, tanto em nutrientes quanto em
compostos bioativos que podem modular a resposta imunoldgica. Ja foi demonstrado alguns
alimentos com tais propriedades, dentre eles, o camu-camu (Myrciaria dubia) o milho roxo
(Zea mays), o agai (Euterpe oleraceae) (DESMARCHELIER, 2010) e a jaboticaba (LEITE -
LEGGATI et al., 2012).

Entre as diversas espécies exoticas em crescimento no Brasil, o pequizeiro
(Caryocar brasiliense) € uma arvore tipica das regides de cerrado (COLLEVATTI et al., 2003),
que produz um fruto comestivel, denominado pequi. O termo “pequi” ou “piqui”, origina-se da
lingua Tupi-Guarani e significa “fruto de pele espinhosa”, uma referéncia ao invélucro protetor
da semente que ¢ fino e espinhoso (VERA et al., 2007).

O ¢6leo de pequi ¢é extraido da sua polpa. Nutricionalmente, este 6leo tem os acidos
graxos monoinsaturados (MUFA) como maiores componentes, aproximadamente 59%,
seguidos pelos 4cidos graxos saturados (AGS) que representam aproximadamente 41%. O
acido oleico (n18:1), é o seu maior constituinte (~56%) seguido pelo acido palmitico (~38%;
n:16:0) (OLIVEIRA ef al., 2017). Este 6leo também ¢ rico em diversos compostos bioativos,
dos quais destacam-se os carotenoides (328-420 mg/kg) (OLIVEIRA et al., 2017; TORRES et
al., 2016). Dentre os carotenoides encontrados no 6leo de pequi destacam-se a anteraxantina, a
zeaxantina, a violaxantina e a luteina, mas também apresentam quantidades importantes de [3-
caroteno, licopeno, criptoflavina, B-criptoxantina, neoxantina dentre outros (AZEVEDO-
MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006).

Tanto os MUFA quanto os carotenoides tem sido extensivamente associados a
protecdo contra processos celulares e sistémicos subjacentes ao desenvolvimento de doengas
cronicas nao transmissiveis, tais como a obesidade (GILLINGHAM; HARRIS-JANZ; JONES,
2011; KRISHNAN, COOPER, 2014; FRENCH et al., 2000; FU et al., 2008; MENNELLA et
al, 2015; BONET et al., 2015). No entanto ainda hd uma lacuna na literatura sobre investigagdes
de efeitos desses componentes quando presentes em alta concentragdo em um unico alimento.
Assim, na ultima década, o interesse cientifico no 6leo de pequi tem aumentando drasticamente.

Nosso laboratorio vem investigando a aproximadamente 8 anos, efeitos bioldgicos
advindos da ingestdo da polpa e do 6leo de pequi. Nos ja demonstramos efeitos advindos da

ingestdo deste oleo, em modelo animal, sobre o perfil de lipideos séricos e hepaticos
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(TEIXEIRA et al., 2013), a adiposidade visceral, a fungdo cardiaca (CESAR et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2017;) e a morfologia intestinal (MORENO et al., 2016).

Neste sentido, ¢ nosso interesse investigar também o papel da dieta e de seus
componentes na resposta imune, em especial na resposta imune intestinal, ja que ela representa
nossa primeira linha de defesa em contato direto com os componentes quimicos dos alimentos
e interage com o metabolismo (FARIA, REIS, MUCIDA, 2017, WANG e SAMPSON, 2009).
Assim, recentemente, nosso grupo investigou pela primeira vez, efeitos do 6leo de pequi na
resposta imune da mucosa intestinal de camundongos, na condi¢ao de integridade e na ruptura
da integridade, a qual foi induzida pelo modelo agudo de colite ulcerativa. Em conjunto, nossos
achados nos permitiram inferir que o 6leo de pequi promoveu um aumento da resposta imune
reguladora e redugdo da resposta citotoxica (dados ainda ndo publicados). No entanto, seus
efeitos na resposta imune da mucosa intestinal em ambiente obesogénico ainda ndo foram
investigados.

Sabe-se que a ingestio cronica de dietas hiperlipidicas (obesogénicas), aumenta a
permeabilidade da membrana epitelial intestinal, possibilitando a passagem de antigenos e seus
produtos, o que compromete a resposta imune (AL-SADI e THOMAS et al., 2007; LUCK et
al., 2015). O excesso de acidos graxos saturados associado a modificacdes na microbiota
residente (BACKHED et al., 2004; TURNBAUGH et al., 2006), modificam a composi¢io
celular do epitélio intestinal (MONTEIRO-SEPULVEDA et al., 2015), bem como estimulam
aresposta do sistema imune associado a mucosa, favorecendo o estabelecimento de inflamagao.
Por outro lado, dietas ricas em MUFA e antioxidantes, como os carotenoides, podem atenuar o
quadro do estresse oxidativo e inflamatério (MURPHY et al., 2015; STORNIOLO et al., 2019),
que poderia contribuir para o ndo estabelecimento da obesidade ou retardar o desenvolvimento

de comorbidades, a comegar com suas interagdes com a mucos intestinal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade: aspectos epidemiologicos e fisiopatologicos

Segundo a Organizagao Mundial da saude (OMS), a obesidade ¢ definida como o
acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que pode conduzir a problemas de saude
(WHO, 2020). Em linhas gerais, ela ¢ o resultado do excesso de ingestdo alimentar, uma vez
que o aporte de nutrientes necessarios para manter o peso corporal estavel varia de acordo com
0 gasto energético. Assim, o consumo excessivo de energia em relacdo ao gasto energético
conduz ao ganho de massa corporal, especialmente de gordura (FIELD, 2014).

A obesidade ¢ considerada um problema de satde publica. Sua prevaléncia quase
triplicou entre 1975 € 2016. Em 2016, estimou-se que 41 milhdes de criangas com menos de 5
anos ¢ 354 milhdes com idade entre 5 e 19 anos apresentavam sobrepeso ¢ obesidade. Entre os
adultos, mais de 1,9 bilhdes, o que corresponde a 39% da populagdo adulta mundial, estavam
acima do peso. Aproximadamente 13% desta faixa etaria (11% dos homens e 15% das
mulheres) eram obesos. Na Africa, o nimero de criangas com excesso de peso com menos de
5 anos aumentou quase 50% desde 2000. Quase metade das criangas com menos de 5 anos que
estavam com sobrepeso ou obesidade em 2016, viviam na Asia (WHO, 2018).

No Brasil, segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para
Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico — VIGITEL, a prevaléncia da obesidade aumentou
67,8% em 13 anos, passando de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. Neste mesmo ano, o
crescimento da obesidade foi de 84,2% entre os adultos de 25 a 34 anos, 35 a 44 anos com
81,1%. Embora o excesso de peso seja mais comum entre os homens, em 2018, prevaléncia da
obesidade em mulheres foi 20,7% e nos homens foi de 18,7% (BRASIL, 2019). A projecao ¢
que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos no mundo estejam com sobrepeso; e mais de 700
milhdes, obesos (WHO, 2017).

Em um panorama de satde publica, a obesidade e outras doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) tais como doencgas cardiovasculares e diabetes do tipo 2, resultam em
redugdo da expectativa de vida e refletem um impacto negativo na economia (CAPUTO et al.,
2017). Nos Estados Unidos estima-se que o numero de mortes em fungdo dessas patologias seja
de aproximadamente 300 mil pessoas. Especula-se que os gastos publicos com o excesso de
peso nos paises desenvolvidos, seja de 2% a 7% dos orcamentos de satide (FELIPPE &

SANTOS, 2004). No Brasil em 2012, dados apontavam que os custos totais estimados com
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todas as morbidades relacionadas ao sobrepeso e a obesidade, chegavam a 2,1 bilhdes de ddlares
no ano (BAHIA et al., 2012).

A etiologia da obesidade ¢ multifatorial, incluindo fatores genéticos, fisiologicos,
culturais, ambientais, socioecondmicos e inatividade fisica (GUPTA et al., 2012; JANS et al.,
2017). Esses fatores se relacionam e se potencializam, culminando no ganho de massa corporal
e na obesidade ao longo da vida. Ela ¢ considerada uma desordem cronica complexa e que
aumenta o risco para varias doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), particularmente
doencas cardiovasculares, diabetes do tipo 2, hipertensdo, certos tipos de canceres, apnéia
obstrutiva do sono, osteoartrite (JUNG et al., 2016), contribuindo assim para aumento da
morbidade e da mortalidade (CAPUTO et al., 2017).

O mecanismo fisiologico que estabiliza a massa corporal e aparentemente mantém
uma propor¢ao adequada de gordura corporal € complexo e ndo completamente compreendido.
Do ponto de vista fisiopatologico, a obesidade ¢ resultante de um balango energético positivo
que culmina com o actimulo de triglicerideos no tecido adiposo, especialmente no tecido
adiposo branco (TAB) (BACKUS e WARA, 2016).

Morfologicamente, o tecido adiposo (TA) ¢ formado por adipocitos maduros
diferenciados, separados entre si por matriz extracelular e pela fragdo vascular estromal. Esta ¢
constituida, em grande parte, por uma rede de delgadas fibras reticulares formadas
principalmente por coldgeno tipo I1I. Nesta porcao, sdo encontrados outros tipos de células, tais
como células endoteliais, nervosas e imunocompetentes, especialmente monocitos e/ou
macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas e pré-adipocitos (VIEIRA- POTTER,
2014).

O TA ¢ um regulador chave do balango energético, sendo que o TAB ¢ responsavel
pelo estoque e distribui¢do de triacilglicerois (TAG), e pela sintese e secrecdo de uma ampla
faixa de produtos endocrinos que agem localmente e sistemicamente, ja que sao langados na
circulacao sanguinea (ROMACHO et al., 2014). Os produtos secretados no TAB participam de
inimeros processos celulares, tais como da regulagdo do metabolismo da glicose e dos lipidios,
do gasto energético e do comportamento alimentar, da inflamag¢ao, da adipogénese, da fungao
vascular, da coagulacdo sanguinea, dentre outros. Além disso, O TA recebe inervagdes
simpaticas e possui uma rede de comunicacdo neural com os neurdénios do sistema nervoso
central, bem como com os neurdnios do sistema nervoso simpatico, recebendo e enviando
multiplos sinais que podem controlar as suas proprias secre¢cdes (ARMANI et al., 2010).

De maneira geral, quando a capacidade funcional de estocar gordura do TA ¢

excedida, desordens imunometabdlicas sdo instaladas (BLUHER et al., 2013). No
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desenvolvimento da obesidade, ocorre um remodelamento do TA com infiltragdo de células
imunes, excessiva produ¢do de matriz extracelular (MEC), fibrose, desregulagdo da produgdo
de adipocinas e desequilibrio redox que promovem uma disfungao imunometabolica no préprio
tecido e em outros tecidos corporais na medida em que caem na circulacdo sanguinea
(SUGANAMI e OGAWA, 2010).

Assim, a base bioldgica desta doenga esta fortemente relacionada com uma
inflamacao de baixo grau, sistémica e persistente, a qual tem sido indicada como um potencial
fator de risco modificavel. Neste contexto, tem sido apontado que o sistema imune associado a
mucosa intestinal pode exercer papel chave e também funcionar como gatilho no
desenvolvimento da inflamagdo cronica associada a obesidade (COX et al., 2015). Muito se
especula sobre a compreensao da influéncia dietética em processos moleculares, celulares e
sist€émicos que possam modular a resposta imune no desenvolvimento e/ou controle da

obesidade e suas comorbidades.

2.2. Sistema imune associado a mucosa intestinal — papel da dieta e de compostos dietéticos

2.2.1. Epitélio intestinal e tecidos linfoides.

O primeiro contato de compostos quimicos da dieta com o sistema imune ¢ através
da mucosa intestinal, especificamente do intestino delgado (ID). Nela estd o “sistema imune
associado a mucosa intestinal”. Este ambiente fica exposto a uma ampla variedade de antigenos
provenientes de alimentos, bactérias residentes € microorganismos invasores (FARIA, REIS e
MUCIDA, 2017). O Sistema imune da mucosa mantém a tolerancia aos antigenos bacterianos
comensais e alimentares. Essa manuteng@o ¢ orquestrada pelos sistemas imunoldgicos inato e
adaptativo localizados ao longo da superficie epitelial intestinal e da lamina propria, que
formam a barreira intestinal. (ABREU, 2010).

O sistema imune inato ¢ formado por células epiteliais intestinais, células
microfoldadas (M), células de paneth, células linfoides inatas, muco e peptideos
antimicrobianos (PAM). O sistema imune adaptativo ¢ composto de células T, células B e seus
produtos (ABREU, 2010). A fun¢do imunoldgica do intestino depende, de forma geral, de trés
componentes, sendo eles a barreira intestinal, o sistema imune (tecido linfoide associado ao
intestino — GALT que compreende as placas de peyer, linfonodos mesentéricos, células imunes

e seus produtos) e a microbiota (GUARNER, 2006).
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O epitélio intestinal ¢ a barreira fisica para a absor¢ao de antigenos e a penetracao
de patogenos. Existem varios tipos celulares presentes no epitélio, dentre eles as células
caliciformes secretoras de muco, as células epiteliais absortivas secretoras de citocinas, as
células M, que fazem apresentacdo de antigenos e as células de Paneth, secretoras de peptideos
antimicrobianos. Todos esses tipos celulares contribuem de diferentes maneiras para a fungao
de barreira da mucosa (MOWAT et al., 2014).

Os linfocitos intraepiteliais residem principalmente na camada epitelial das
superficies mucosas, entre os enterocitos, apresentando caracteristicas inatas e adaptativas.
Apresentam-se com uma frequéncia de um linfocito a cada 10 células epiteliais intestinais. Por
estarem em contato direto com os enterdcitos € com os antigenos no limen intestinal, estas
células participam da resposta imune efetora contra microrganismos patogénicos e também dos
processos imunorreguladores na mucosa intestinal. (OLIVARES-VILLAGOMEZ ¢ VAN
KAER, 2018). As grandes maiorias de todos os linfocitos intraepiteliais (LIEs) expressam
receptores de células T (TCRs), e esses receptores tém sido o foco principal de estudos sobre a
biologia dos LIEs (FAN et al., 2019).

A integridade do epitélio ¢ mantida pelas jungdes de oclusdo (tigh junctions),
incluindo as zonulas occluddens 1 e as claudinas, que entre outras fungdes, bloqueiam a
passagem de bactérias e de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP) através do
epitélio intestinal. Os receptores de reconhecimento de padrdo (PRR), estimulados pelos
PAMPs, podem induzir as células epiteliais, células dentriticas e macrofagos a respostas anti-
inflamatorias e antivirais levando a produg¢ao de citocinas e quimiocinas. (WINER et al., 2017).

Especificamente na mucosa intestinal encontra-se 0 GALT, constituido de tecido
linfoide denso, representado por foliculos linfoides isolados no intestino grosso, ou formando
agregados como nas placas de Peyer (PP) no ileo (MORITA et al., 2019). As placas de Peyer
sdo estruturas ndo encapsuladas, formadas por agregados de foliculos linfoides que sempre tem
centros germinativos onde encontram-se os linfocitos B e apresentam linfocitos T em areas
adjacentes. (REBOLDI et al., 2016).

Os antigenos presentes no lumen sdo direcionados para o GALT pelo epitélio. Os
antigenos, proteinas soluveis, particulas inertes e microrganismos sdo transportados do liimen
para as PP através das células M. Essas células estdo localizadas em regides do epitélio que
recobrem a parte superior das PP e de foliculos isolados, permitindo a entrega de antigenos
luminais aos fagocitos mononucleares, tais como células dendriticas (DC) e macréfagos, para,
a partir dai, serem transportados para os foliculos linfoides e para células B presentes nas PP.

Esses eventos desencadeiam respostas imunes especificas ao antigeno, tal como a diferenciagao
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em plasmocitos e a secre¢do de IgA (HASE et al., 2009). Além disso, as PP sdo locais
importantes de ativagdo de linfocitos T (LEE et al., 2008). Portanto, nas PP, h4 inducdo de
resposta imune adaptativa contra antigenos de origem alimentar captados pelas células M
(REBOLDI et al., 2016).

Enquanto as PP apresentam um mecanismo de amostragem de antigenos luminais
através das células M, os linfonodos mesentéricos (LNM) captam antigenos drenados pela linfa
dos intestinos delgado e grosso, sendo o local de diferenciagdo de linfocitos efetores e
reguladores. Nos roedores, a linfa do duodeno drena principalmente para um pequeno linfonodo
incorporado ao tecido pancredtico. O jejuno € drenado para os LNM médios ¢ o ileo distal ¢
drenado para os segmentos distais dos LNM (MOWAT et al., 2014).

Os LNM recebem diversos antigenos provenientes do intestino delgado e do grosso,
transportados pela linfa, e possuem algumas funcdes iguais as do GALT, como diferenciacao
de linfocitos naive em células efetoras (linfocitos T auxiliares e citotoxicos, células T
reguladoras e plasmocitos secretores de IgA) a partir da apresentagdo de antigenos pelas células
apresentadoras de antigenos (APC). As células que se diferenciam nos LNM em resposta
antigenos migram para a ldmina propria intestinal para atuarem diretamente contra o antigeno

cognato.

2.2.2 Linfocitos intraepiteliais da mucosa intestinal

Os linfocitos intraepiteliais sdo uma populacdo grande e diversificada de células
linfoides que residem entre as células epiteliais intestinais que formam a barreira intestinal
(OLIVARES-VILLAGOMES e VAN KAER et al., 2018). Estas células estdo em contato direto
com os enterocitos e com os antigenos no limen intestinal e participam da resposta imune inata
e adaptativa contra o0s microorganismos patogénicos e também dos processos
imunorreguladores na mucosa intestinal (CHEROUTRE, LAMBOLEZ e MUCIDA, 2011).

Este grupo celular diversificado inclui células linfoides inatas, caracterizadas por
alta expressdo de marcadores de ativacdo (CD69 e receptores de ativacdo e inibicdo de NK),
células de memoria residentes em tecidos, linfocitos T citotoxicos regulados por produtos tais
como o granzimas B, e receptores anti-inflamatdrios ou inibitorios como LAG-3 (DENNING
et al., 2007). A maioria, aproximadamente 80%, expressa o fendtipo CD8, com abundantes
granulos citoplasmaticos contendo moléculas citotoxicas, capazes de produzir diversas

citocinas (como IFN-y, IL-2, IL-4 ou IL-17) (SHIRES, THEODORIDIS e HAYDAY, 2001), e
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podem expressar na superficie o receptor de antigenos T (TCR/T cell receptor) constituido de
cadeias do tipo aff ou y60 (CHEROUTRE, LAMBOLEZ e MUCIDA, 2011).

Os linfocitos T intraepiteliais naturais ou timicos (CD8ao+ ou CD8ao— com
expressao de TCRyd ou TCRap) adquirem seu fendtipo ativado durante o desenvolvimento no
timo, com antigenos proprios, sendo que o TCRaf3 ndo expressa CD4 ou CD8af (FARIA, REIS
e MUCIDA, 2017). Outro subgrupo sao os linfocitos T intraepitelias induzidos ou periféricos
(CD4 ap+ ou CD8af+ TCRap+) sdo a progénie de células T convencionais que foram ativadas,
apds maturagdo timica, em resposta a um antigeno periférico, por células apresentadoras de
antigenos nos linfonodos ou placas de peyer, tornando-se células efetoras (CHEROUTRE,
LAMBOLEZ ¢ MUCIDA, 2011, HAYDAY e GIBBONS, 2008) com maiores propor¢des de
TCRaf+ expressando CD8af+ em detrimento ao CD4 afi+ (FARIA, REIS e MUCIDA, 2017)
(FIG. 1).

Figura 1: Diferenciagdo dos linfocitos intraepiteliais (LIE) naturais e induzidos.
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Fonte: Cheroutre, Lambolez e Mucida, (2011).

Os LIEs naturais mais encontrados no ID sdo os TCRys+CD8aot+ e
TCRop+CD8aa+, que migram logo apds o nascimento do timo para a camada epitelial
intestinal, onde sua manutencao depende das vias dependentes de T-bet e IL-15 (MUCIDA et
al., 2013; KLOSE et al., 2014; REIS et al., 2014). Sua migracdo para o epitélio parece ser
independente da estimula¢do microbiana (BANDEIRA et al., 1990; MOTA-SANTOS et al.,

1990). Os vegetais cruciferos, por exemplo fornecem metabdlitos dietéticos ligantes de
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receptores de hidrocarbonetos acrilicos, que estdo associados com a manuteng¢do de LIE TCRyd
no epitélio intestinal (LI et al., 2011).

De maneira geral, diante de um desafio imunolégico mediado por um patogeno,
células do sistema imune inato identificam seu padrao molecular e iniciam a resposta imune.
Os linfocitos TCRyd participam dessa resposta com fungdes cruciais na mucosa intestinal,
incluindo a manutengdo da fun¢do da barreira epitelial (promog¢do do reparo da barreira,
controle do crescimento das células epiteliais, secrecao de TGF-f), homeostase do tecido e
protecao contra patdgenos intestinais (producao de citocinas inflamatorias, citotoxicidade).
Assim, depois das células epiteliais, os linfocitos Tyd sdo a primeira populagdo de células a
encontrar os patégenos que invadem a barreira epitelial e estdo bem posicionados para
responder a compostos alimentares (KOMANO et al.,1995; GUY-GRAND et al., 1998).

Os LIEs induzidos sdo compostos de células CD4+ e CD8+TCRap+ maduras que
migram para o epitélio intestinal apos a ativagdo em tecidos linfoéides secundarios (MUCIDA
et al., 2013). Essa ativagdo esta associada a atuagao de células dendriticas produtoras de TGF-
B e acido retindico, que induzem a expressao do receptor de quimiocina CCR9 e da integrina
a4B7 (homing) (ESTERHAZY et al., 2016; LUDA et al., 2016).

Os LIE TCRap apresentam fungdes relacionadas a especificidade fenotipica de seus
subgrupos. Os linfécitos T CD8 af sdo mais abundantes no intestino delgado do que no
intestino grosso, o que provavelmente esta relacionado ao desafio antigénico diferente que
enfrentam, desde antigenos alimentares no intestino delgado até antigenos microbianos no
intestino inferior (MELGAR ef al., 2002). A func¢do primaria das células T CDS8 + € eliminar
células infectadas ou estranhas liberando perforina e granzima B e secretando citocinas
inflamatorias, o que pode contribuir para o desenvolvimento da inflamacdo. A obesidade
aumenta a frequéncia de células T CD8 + e induz a expressao de IFN-y e de granzima B no
tecido adiposo (NISHIMURA et al., 2009).

As células TCRaCD4 durante a estimulacao cronica podem exibir plasticidade e
se transformarem em T regulatorias ou nos diversos subconjuntos de T helper (Th)
(MCGEACHY et al.,2007; SUGIMOTO et al., 2008). As células da linhagem CD4, como Th1,
Th2 e Th17, sdo capazes de secretar citocinas que possuem variada atividade biologica, além
de ativar células B, macrofagos e células dendriticas.

Alguns estudos apontam um papel crucial de componentes dietéticos e da
microbiota no estabelecimento normal dos LIE na mucosa intestinal (CHEROUTRE,
LAMBOLEZ e MUCIDA, 2011; MENEZES et al., 2003; PEREIRA et al., 1986). As vitaminas

A e D podem atuar na expansao de linfocitos. Camundongos deficientes no receptor de vitamina
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D apresentam niimero reduzido de LIE CD8aoa+ e baixos niveis de IL-10, agravando o estado
inflamatorio (YU et al, 2008). O acido retindico secretado pelas células dentriticas ¢ um
importante indutor de moléculas que participam do retorno dos linfocitos a lamina prépria e
epitélio, como a integrina a4B7 (IWATA et al., 2004).

Assim, sabendo que diferentes compostos alimentares podem modular a
permanéncia dos linfocitos na mucosa, assim como sua expansao e ou induzir o retorno dessas
células ao intestino dentre outros processos, torna-se relevante investigar efeitos de diferentes
compostos alimentares e alimentos como um todo, sobre os diferentes tipos de LIE,

considerando que elas sdo importantes agentes defensores contra situagdes diversas.

2.2.3 — Interacgdo dieta/componentes dietéticos vs sistema imune da mucosa intestinal

A dieta e seus componentes podem exercer, na resposta imune intestinal, efeitos
homeostaticos ou induzir desequilibrio, a depender da sua composi¢do e quantidade de
componentes no limen intestinal. O sistema imune intestinal ¢ fortemente moldado por fatores
dietéticos e pela microbiota intestinal, a qual também ¢ dependente da composi¢ao da dieta
(ROUND e MAZMANIAN, 2009; KISS et al., 2011).

Por exemplo, em padrdes dietéticos considerados mais saudaveis e em individuos
magros, metabolitos microbianos, tais como acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato,
propionato e o butirato, melhoram a func¢do da barreira intestinal através da modulag¢do da
funcdo das células T regulatorias (Treg). Essas células secretam interleucina 10 (IL-10) que,
por sua vez, pode aumentar a producdo de mucina. A sinalizacdo apical de organismos
comensais através dos receptores de reconhecimento de padrao (PRR) das células epiteliais
intestinais estimula a produgcdo de mediadores anti-inflamatorios, especialmente do
transforming growth factor  (TGF-B), do acido retindico (AR) e da linfopoietina estromal
timica (TSLP), para promover a tolerdncia imunologica e a fungdo de barreira (PETERSON e
al.,2014).

Produtos derivados de frutas e vegetais, tais como flavonoides e glucosinolatos,
ligam-se ao fator de transcricdo do receptor aril hidrocarboneto (AHR) e estimulam a fung¢ao
de células imunes, como as células linfoides inatas e células TCD8aa, que, por sua vez,
produzem mediadores que mantém a integridade da barreira epitelial (KISS ez al., 2011).

Algumas bactérias comensais, como bactérias filamentosas segmentadas, induzem,
preferencialmente, a uma resposta TH17, representada por um subconjunto de células TCD4"

que atuam na eliminagdo de patdégenos e na manutengao da funcao da barreira epitelial devido
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a acdo de citocinas que elas produzem (IL-17 e [L-22) (IVANOV et al., 2009; WU et al., 2010).
Outras comensais e seus produtos incitam as células T reguladoras a secretar IL-10 e ao
aumento da expressdo de FOXP3™ por estas células (ROUND et al., 2011). Metabolitos
bacterianos também influenciam a imunidade, como os acidos graxos de cadeia curta (como
exemplo, o butirato), pois aumentam a diferenciacdo de células Treg no célon (FURUSAWA
etal., 2013; LUKOVAC et al., 2014).

Por outro lado, na obesidade e em regimes hiperlipidicos, hd uma alteracao do
conteudo microbiano intestinal conhecido como disbiose. Estudos mostram que a disbiose esta
associada a um aumento na propor¢do de Filos Firmicutes para Bacteroidetes no intestino.
Essas alteragdes vém sendo associadas ao aumento da captacao de energia dos alimentos e ao
armazenamento de triacilglicerois no figado (BACKHED et al., 2004; TURNBAUGH et al.,
2006).

A influéncia bacteriana ¢ importante para a regulacdo dos principais componentes
da barreira, como a produgdo de mucina, peptideos antimicrobianos (PAM), e IgA. Durante a
disbiose, ha uma mudanca no perfil de bactérias, o que pode alterar a producao de metabolitos
e a funcao imune da barreira (ROOKS e GARRETT, 2016) (FIG. 2). Pode ocorrer, por exemplo,
aredugdo das bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (LE CHATELIER
et al., 2013). Conforme ja relatado, os AGCC estdo relacionados a manuten¢do da barreira,
promovendo a producao de muco pelas células epiteliais, a expressao de IgA pelas células B, o
reparo dos tecidos, a diferenciacdo de Treg, a integridade epitelial relacionada a interleucinas
18 (IL-18) e a inibicdo do fator nuclear kappa beta (NFkB) (THORBURN, MACIA e
MACKAY, 2014; KOH et al., 2016).
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Figura 2: Componentes imunologicos do intestino delgado em homeostasia e repercussdes no

intestino durante a obesidade: aspectos diferenciais.
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Fonte: Winer et al., (2017)

O estudo de Le Chatelier et al., (2013) demonstrou que uma baixa contagem de
genes bacteriano no DNA fecal, ou seja, baixa riqueza bacteriana, correlacionou-se com a
dislipidemia, a resisténcia a insulina a e inflamagao, enquanto que a alta contagem se associou
com espécies anti-inflamatorias, incluindo Faecalibacterium prausnitzii, € a maior producao de
butirato.

A mudanga do perfil microbiano intestinal e suas repercussdes na obesidade estdo
associadas a dietas ou padrdes dietéticos que induzem e sustentam a inflamacgdo e a obesidade.
Em geral, essas dietas sao hiperlipidicas e ricas em acidos graxos saturados (AGS), que sao
capazes de induzir a resposta pro-inflamatéria das células imunes (VELDHOEN e
BRUCKLACHER-WALDERT; 2012). Eles sdo capazes de ativar mecanismos de sinalizacao
regulados pelos toll-like receptors (TLR), especificamente via os TLR 2 e 4 (TLR2 e TLR4),
nos macrofagos para promover a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (SHI ef al., 2006).
Essas dietas também sdo capazes de reduzir o nimero de células TCD4" que expressam o fator
de transcrigdo RORyt relacionado a diferenciagdo em células Th17. Células TCD4" deficientes
em RORyt estdo relacionadas a inducdo de intolerancia a glicose e da obesidade (GARIDOU
etal., 2015).

As dietas hiperlipidicas quase sempre sdo também ricas em colesterol. Metabolitos

do colesterol, como os oxisterdis ou os acidos biliares, podem ativar receptores nucleares (como
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o receptor X no figado), que também modulam a imunidade intestinal, uma vez que podem
inibir a diferenciagdo das células TCD4" na resposta TH17 (CUI et al., 2011).

Nos padrdes dietéticos hiperlipidicos, as alteragdes nos PAM e citocinas intestinais
em funcao dos estimulos alimentares e microbianos representam uma importante influéncia na
integridade da barreira imunologica. A reducdo da produgdo de PAM compromete a
permeabilidade da membrana, e das interleucinas 1 (IL-1B) e do interferon y (IFN-y) no
intestino nas dietas hiperlipidicas. Essas citocinas podem piorar a integridade da barreira
intestinal pela ativagao do NF-kB que atua promovendo o aumento da permeabilidade das tight
junctions, (AL-SADI e THOMAS et al., 2007; LUCK et al., 2015).

Com a barreira epitelial comprometida, ocorre também a translocacao de produtos
bacterianos, como os lipopolissacarideos (LPS), do intestino para os tecidos (CANI et al., 2008)
(FIG. 2). O vazamento de LPS bacteriano através da barreira ativa o sistema imunologico inato
e induz a inflamagao de baixo grau e disfungdes metabolicas (AMAR et al., 2011; CANI et al.,
2007). Atualmente, o elo inflamatério mais forte parece estar no jejuno e no ileo do intestino
delgado e no colon proximal, todos associados a altos niveis de organismos comensais
(WINNER et al., 2016).

Padrdes dietéticos hiperlipidicos também alteram a composi¢ao das células imunes
adaptativas na lamina propria do intestino delgado (jejuno distal e ileo) e do intestino grosso.
Garidou et al. (2015) observaram aumento nas porcentagens de células Thl, além de frequéncia
e numero reduzidos de células Th17 no ileo de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. Em camundongos, Luck ef al. (2015) também observaram aumento de células
Thl, TCD8+ e Tyd em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica, além de
redugdo de células Foxp3 (Treg) em amostras de intestino delgado (Jejuno e ileo) e de colon de
individuos obesos em comparagao a magros. Em amostras de jejuno, Monteiro-Sepulveda ef al.
(2015) observaram aumento de células TCD3+, sendo a maior fragao oriunda do compartimento
intraepitelial, além de elevacdo das células TCD8+ intraepiteliais, especialmente células
TCD8ap.

Assim, verifica-se que padrdes dietéticos hiperlipidicos, ricos em AGS promovem
alteragdes prejudiciais na resposta imune da mucosa intestinal, sejam elas diretas e, ou em
funcdo da disbiose que provocam. Nessa circunstancia, ocorre variacdes no numero de células
e de seus produtos, implicando em varios processos imunometabolicos que induzem maior
permeabilidade da barreira epitelial, invasdo de produtos bacterianos e inflamacdo. Por outro
lado, diversos componentes dietéticos podem agir na tentativa de melhorar e, ou, reestabelecer

a homeostasia da resposta imune intestinal. Dentre esses compostos, destacam-se os acidos
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graxos monoinsaturados (MUFA) e compostos antioxidantes, abundantes em alimentos de

origem vegetal, tais como os carotenoides.

2.3. Modulaciao imunolégica por compostos alimentares

2.3.1. Acidos graxos monoinsaturados - MUFA

As recomendacdes de ingestdo atuais para acidos graxos incluem redugdes nos
AGS, gorduras trans e elevacdes na ingestao de MUFA e de poli-insaturados (PUFA) (MILLEN
et al.,2014). Os MUFA, como os acidos oleico e palmitoleico, tém sido associados a inumeros
efeitos protetores em processos € imunometabdlicos subjacentes as doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT), tais como reducdo da agregacdo plaquetéria, regulacdo da pressao
arterial (SCHWINGSHACKL ¢ HOFFMANN, 2012), redu¢do da gordura hepatica
(BOZZEITO et al., 2012), melhorias na sensibilidade a insulina (CHEN et al., 2013), no perfil
lipidico, na regulagdo do peso corporal (KIEN et al., 2014; QIAN ef al., 2016), dentre outros.

No que se refere a resposta imune, enquanto AGS vem sendo associados a respostas
pro-inflamatérias, os MUFA e alguns PUFA parecem reduzir a magnitude da resposta
inflamatéria (MURPHY et al., 2015). Em consonancia, ha indicios de que a substituicdao de
AGS por insaturados pode atenuar a inflamagdo crOnica, mesmo na obesidade (dieta
hiperlipidica em modelo animal ou em obesidade humana) (DISPIRITO e MATHISA, 2015).
Assim, ¢ possivel que modificacdes da composi¢ao de acidos graxos dietéticos possam modular
beneficamente a resposta imune na obesidade.

Por exemplo, evidéncias sugerem que, quando fornecidos concomitantemente, os
MUPFA exercem efeito protetor contra efeitos pro-inflamatorios do acido palmitico, que ¢ o
acido graxo saturado mais abundante na dieta e em padrdes dietéticos hiperlipidicos
(IMAMURA et al., 2016). Os mecanismos pelos quais os MUFA podem atenuar a resposta
inflamatoria induzida pelos AGS envolvem a modulagdo da microbiota intestinal
(PATTERSON et al., 2014; CANDIDO et al., 2018), a redugdo de citocinas pro-inflamatorias
(JURADO-RUIZ et al., 2017), a regulagdo da atividade do inflamassoma 3 (NLRP3)
(FINUCANE et al., 2015) e de proteinas plasmaticas (VAN DIJK et al., 2012),

Sao muitos os estudos que investigaram efeitos de MUFA na resposta imune, tanto
in vitro quando in vivo € em humanos. Van Dijk et al. (2012) mostraram que, adultos com
sobrepeso ou obesidade que consumiram dieta mediterranea, rica em MUFA, tiveram uma

redugdo nas proteinas plasmaticas pro-inflamatérias e diminui¢ao na expressao de genes da
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fosforilagdo oxidativa em suas células mononucleares do sangue periférico em comparagao
aqueles que consumiram dieta rica em AGS. Finucane et al (2015) demonstraram que
camundongos alimentados com dieta rica em MUFA, tiveram redu¢ao na secrecao de IL1J pelo
tecido adiposo, comparados com camundongos alimentados com dieta rica em AGS. Os
mesmos autores ainda observaram que o acido oleico (monoinsaturado) impediu a secre¢do de
IL1P de células ativadas por lipopolissacarideos e por AGS.

Adicionalmente, também tem sido apontado a influéncia dos MUFA na secrecao de
anticorpos e imunoglobulinas. Em seu estudo sobre os efeitos do 6leo de semente de damasco,
que contém altos niveis de acido oleico e linoleico (MUFA), Tian et al. (2016) perceberam que
0 6leo amenizou a imunossupressdo induzida por ciclofosfamida, em ratos. Os linfocitos
isolados dos animais tiveram maior secre¢do de imunoglobulinas (Ig): IgM, IgA, IgG além de
IL-12, IL-2 e TNF-0. Em um estudo randomizado de trés semanas, adultos saudaveis, magros
e obesos receberam dietas com alta concentracdo de acido palmitico (HPA) e ou baixa
concentragdo de acido palmitico/alta concentragdo de acido oleico (HOP). O grupo HOP
apresentou menor secrecao de IL-1B- IL-18, IL-10 e TNF-a por células mononucleares do
sangue periférico e baixa expressdo de mRNA da proteina 3 que contém os dominios NOD,
LRR e pirina (NLRP3) ligada a citocinas pro-inflamatdrias, e baixa expressao do mRNA da
proteina cJUN no musculo (KIEN et al., 2016).

No que se refere alimentos contendo alta concentragdo de MUFA, as investigacdes
concentram-se no Oleo de oliva, considerado uma das maiores fontes dietéticas desses
componentes, especialmente de 4cido oleico. Ele tem sido associado a reducdo da proliferagao
de linfécitos (DE PABLO et al., 1998; YAQOOB, NEWSHOLME e CALDER, 1994). De
Pablo et al. (1998) observaram reducdo na proliferacdo de linfocitos isolados de baco e
estimulados por lipopolissacarideos, em camundongos Balb/c alimentados com 6leo de oliva
em comparacdo aos Oleos de girassol ou 6leo de coco hidrogenado. Os resultados foram
atribuidos ao conteudo de acido oleico e compostos antioxidantes do 6leo. Jurado-Ruiz et al.
(2017) acrescentaram Oleo de oliva em uma dieta hiperlipidica e observaram diminui¢do nas

concentragdes de IL-6 no plasma e de IFN-y no plasma e tecido adiposo de camundongos.

2.3.2. Carotenoides

Carotenoides s3o moléculas lipofilicas que tendem a se acumular em

compartimentos lipofilicos como membranas ou lipoproteinas. A lipofilicidade destes

compostos também influencia a sua absor¢ao, transporte € excre¢do no organismo (STAHL e
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SIES, 2003). Os carotenoides sdo pigmentos conhecidos por apresentar papel chave em fungdes
fisioldgicas, devido as suas propriedades imunoestimulantes e antioxidantes (SURAI et al.,
2001).

Os compostos carotenoides apresentam um extenso sistema de ligacdes duplas
conjugadas que podem ser substituidas por grupos terminais, conferindo-lhes atividade
antioxidante (PRIOR et al., 2005; MAIANI et al., 2009; GULCIN, 2012). Agem no seqiiestro
dos radicais peroxila, reduzindo a oxidacao dos lipideos, e desativam o oxigénio singleto. Logo,
protegem células e tecidos contra danos dos radicais livres e, ou espécies reativas
(BARREIROS e DAVID, 2006).

O papel dos carotenoides na resposta imune vem sendo relatado na literatura ja a
algum tempo (DAVINELLI ef al., 2019; STORNIOLO et al., 2019; LINNEWIEL et al., 2014;
VAN HELDEN et al., 2013). E interessante comentar que, inicialmente, especulava-se que a
capacidade imunomoduladora de carotenoides dietéticos era um efeito dos carotenoides pro-
vitamina A (BENDICH, 1989). Contudo, tem-se verificado agdo especifica de carotenoides
dietéticos que ndo apresentam atividade pro-vitamina A, tais como a luteina, a axtaxantina, a
B-criptoxantina e o licopeno (CHEW e PARK, 2004, DAVINELLI et al. 2019; LIM et al., 2019;
STORNIOLO et al., 2019).

Os resultados dos estudos de Davinelli ef al. (2019) sugerem que a axtaxantina
regula a producdo de IFN-y, IL-10 e IL-2 em esplendcitos de camundongos BALB/c infectados
com Helicobacter pylori. Em particular, foi demonstrado que os esplendcitos de camundongos
que receberam a maior concentracdo de axtaxantina produziram mais IFN-y, IL-10 e IL-2 do
que os de camundongos do grupo controle.

Em um estudo com camundongos machos com doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica induzida por dieta rica em carboidratos refinados, os autores perceberam que o grupo
tratado com B-criptoxantina apresentou aumento da proteina quinase ativada por AMP e
diminuiu o gene da citocina IL-6 (LIM et al., 2019).

Storniolo et al. (2019) demonstraram em seu estudo in vitro que carotenoides
presentes em um composto alimentar aumentaram efetivamente a resisténcia a oxidacdo de
LDL (oxLDL) mediada por Cu®*". O licopeno e o B-caroteno diminuiram, de maneira
dependente da sua concentracdo, a produgdo de anion superoxido (Oz-) e de nitrito (NO2-)
(indicadores de espécies reativas de oxigénio - ERO e de nitrogénio — ERN) produzidos por
macrofagos estimulados por oxLDL.

Carotenoides como o beta caroteno e a luteina (KIM et al., 2011), o licopeno

(SIMONE et al.,2011) e a zeaxantina (BIAN et al., 2012) vem sendo associados com interagdes
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na via de sinalizacdo regulada pelo NFkB, de modo a suprimir a producao de produtos pro-
inflamatorios como a IL6 e o TNF-a.

Linnewiel ef al. (2014) em seus estudos com células mamarias cancerigenas T47D
e osteoblastos, perceberam que, semelhante ao efeito inibidor de sinalizadores moleculares da
resposta inflamatéria pela curcumina, derivados de carotenoides atenuaram a fosforilagao da
IkB induzida pelo TNFa, reduzindo o efeito pro-inflamatorios do NFkB. Os mesmos autores
mediram os efeitos dos derivados de carotenoides na expressao de proteinas enddgenas e
observaram reducao do mRNA de dois genes dependentes do NFkB: o gene do TNFa e do
ligante de quimiocina 1 (CCL-1).

Kijlstra et al. (2012), administraram luteina intravenosa (1 e 100mg/kg) em ratos,
antes da inducdo da inflamacao dos olhos (uveite) por endotoxinas, os autores observaram
reducdo de algumas citocinas como a IL-6, o TNFa e varias quimiocinas.

Dentre as caracteristicas quimicas pelas quais os carotenoides podem contribuir
com a resposta imune estd a sua natureza hidrofobica, que facilita a sua incorporagdo em
diversas membranas e a atividade antioxidante. Alguns modelos experimentais tém
demonstrado que as propriedades imunomoduladoras dos carotenoides pode se estender por
varios compartimentos corporais. Na mucosa intestinal, os carotenoides parecem exercer
fungdes protetoras.

Alguns carotenoides, como o P-caroteno, sdo precursores da vitamina A. A
vitamina A (4cido retinoico, especificamente) tem fun¢do na diferenciacdo bem como na
integridade celular (MUCIDA et al., 2007). Zaiger et al. (2004) observaram que animais
deficientes em vitamina A apresentaram alteracdes prejudiciais na morfologia intestinal,
comparados a animais suplementados com essa vitamina. O acido retinoico proveniente de
células dentriticas induz receptores intestinais (a4f7-integrina e o receptor de quimiocina,
CCROY) nas células T (MEDEIROS et al., 2018), que pode contribuir para o recrutamento dessas
células para o endotélio vascular da lamina propria (BAKDASH et al., 2015).

Estes relatos demonstram o grande potencial imunomodulador de carotenoides e
seus derivados, instigando ainda mais os estudos destes compostos. As investigagdes com esses
compostos sdo quase sempre realizadas, em sua forma isolada ou extraida de alimentos,
existindo assim, uma lacuna em investigac¢des de efeitos advindos da ingestdo de alimento rico

nesses compostos.
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2.4 Oleo de Pequi (Caryocar brasiliense): valor nutricional e potencial funcional

O pequi pertence a familia Caryocaraceae e compreende 25 espécies divididas em
dois géneros (Caryocar e Anthodiscus) (ASCARI et al., 2013). Algumas espécies do género
Caryocar sdo conhecidos como pequi, piqui, piquid e piqui-vinagreiro (DE OLIVEIRA et al.,
2008). No que tange a etimologia do fruto, originario da lingua Tupi-Guarani, o termo “pequi”
ou “piqui” significa “fruto de pele espinhosa”, uma referéncia ao invélucro protetor da semente
que ¢ fino e espinhoso (VERA et al., 2007). A espécie Caryocar coriaceum cresce na regiao
nordeste do Brasil e seus frutos sdo conhecidos como piqui. Piquid ¢ a denominagdo popular
para os frutos da espécie Caryocar villosum, que cresce na regido amazonica e o Caryocar
brasiliense € a espécie que cresce na regido centro-oeste do Brasil e em partes de Minas Gerais
sendo seus frutos conhecidos como pequi (COSTA et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2010).

O pequi (C. brasiliense) é composto por um epicarpo verde (camada externa), um
mesocarpo externo (polpa branca, ndo comestivel) e um mesocarpo interno (parte comestivel,
amarelo claro, polpudo, rico em 6leo) que inclui uma camada de endocarpo fino e rigido com
espinhos ¢ um caro¢o branco também chamado de semente, noz ou améndoa (FARIA-
MACHADO et al., 2015). Essa espécie apresenta variadas aplicacdes desde a industria da
madeira, produ¢do de sabdo, comércio, cosméticos, cozinha regional a medicina popular
(OLIVEIRA et al., 2017). A polpa (mesocarpo interno) pode ser usada na preparagao de sucos,
sorvetes, geléias e licores dentre outros. A améndoa ¢ usada como ingrediente culinario em
bolos, condimentos ou consumida fresca (TORRES et al., 2016; ASCARI et al.,2013; ASCARI
etal.,2010; ROELSER et al., 2008).

Tanto a polpa quanto a améndoa sdo, costumeiramente, usados como fonte de 6leo
comestivel e para fins terapéuticos pela populacdo regional para tratar, por exemplo, lesdes de
feridas, doencgas respiratorias, dores musculares, artrite cronica, tumores, doengas gastricas e
inflamatorias (MIRANDA-VILELA et al., 2014; COSTA et al., 2011; DA SILVA QUIRINO
et al., 2009; MIRANDA-VILELA et al., 2008). Alguns desses efeitos t€ém sido investigados
(COLOMBO et al., 2015; COSTA et al.,2011, DA SILVA QUIRINO et al., 2009) e vem sendo
atribuidos ao seu alto conteudo de MUFA e compostos antioxidantes, como carotenoides
(AGUILAR et al., 2011; ROESLER et al., 2008).

O ¢6leo de pequi ¢ extraido da sua polpa e tem os MUFA como maiores
componentes, aproximadamente 59%, seguidos pelos AGS, aproximadamente 41%. O acido
oleico (n18:1), € o seu maior constituinte (~56%) seguido pelo acido palmitico (~38%; n:16:0)

de natureza saturada (Oliveira et al., 2017). Este 6leo também ¢ rico em diversos compostos
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bioativos, dos quais destacam-se os carotenoides (328-420 mg/kg) (OLIVEIRA et al., 2017;
TORRES et al., 2016). Dentre os carotenoides encontrados no 6leo de pequi destacam-se a
anteraxantina, a zeaxantina, a violaxantina e a luteina, mas também apresentam quantidades
importantes de B-caroteno, licopeno, criptoflavina, B-criptoxantina, neoxantina dentre outros
(AZEVEDO-MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2006).

Assim, diante do uso terapéutico popular, da diversidade nutricional e de compostos
bioativos presentes no pequi, sua polpa e 6leo tem sido alvo de pesquisas e ja foi associado a
diversos efeitos benéficos.

Jorge et al. (2019) na administragdo oral de doses de 700 e 1000 mg/kg de 6leo de
pequi a camundongos com edema de pata induzido por carragenina perceberam efeito anti-
edematogénico e antinociceptivo nos animais. Os autores atribuiram a diminui¢ao no edema de
pata aos efeitos antioxidantes do 6leo de pequi ja relatados na literatura.

A atividade anticarcinogénica também foi alvo de estudos. Miranda-Vilela et al.
(2014) observaram contencdo no crescimento tumoral, além de aumento na imunidade
dependente de linfocitos em camundongos Swiss com indu¢do de tumor solido de Ehrlich e
tratados com 30 mg de 6leo de pequi. Palmeira et al. (2016) induziram cancer hepatico em
camundongos Balb/c com 14 dias de idade e ofertaram duas doses diérias de 6leo de pequi (100
ou 400 mg/kg) a partir dos 30 dias por 25 semanas consecutivas. Os autores observaram que o
volume total de lesdes e adenomas foi reduzido em 51% no grupo tratado com 400 mg/kg de
6leo de pequi.

A atividade antioxidante do 6leo de pequi também tem sido destacada. Vale et al.
(2019) investigaram a suplementagdo de 400mg de 6leo de pequi a ratos Wistar na protegao de
células hepaticas contra lesdes resultantes do estresse oxidativo decorrente do exercicio fisico.
Os resultados demonstraram efeito protetor nos hepatdcitos do grupo suplementado.

Yamaguchi ef al. (2017) avaliaram a liberagdo de 6xido nitrico por macréfagos
estimulados com LPS tratados com extratos da polpa do Caryocar villosum em diferentes
concentragdes. O extrato hidroetanélico da polpa na concentra¢io de 2,5 pg mL™! inibiu quase
100% da produgdo de 6xido nitrico.

Ratos com lesdo hepatica aguda induzida por tetracloreto de carbono (CCL4) e
tratados com 3 ou 6 ml/kg de 6leo de pequi por 21 dias, tiveram lesdes hepaticas mais leves e
niveis mais altos da lipoproteina de alta densidade (HDL), aumento de atividade das enzimas
glutationa peroxidase e glutationa redutase no figado quando comparados com o grupo nao

tratado com o 6leo de pequi (LUCILLIA et al., 2016).
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Colombo et al. (2015) encontraram uma redugao significativa no estresse oxidativo
e protecdo contra os danos no DNA quando administraram 15ul de 6leo de pequi a 40
camundongos Balb/c com danos no DNA e estresse oxidativo induzido por uretano.

Investigagdes sobre a influéncia do 6leo de pequi no sistema imune ainda sdo
escassas na literatura. Estudos sobre a atividade anti-inflamatoria deste 6leo despontam
timidamente com investigagdes acerca da influéncia desse alimento sobre a atuagdo de
leucécitos, neutrédfilos, produtos inflamatodrios e produgdo de citocinas.

Jorge et al., (2019) testaram a capacidade anti-inflamatoria desse 6leo. Em seu
estudo, os autores administraram por via oral 1000 mg/kg de 6leo a camundongos Swiss machos
e observaram a inibicdo de 73% (p<0,05) da migragdo de leucdcitos totais para a pleura
inflamada dos camundongos (pleurisia) em comparacdo aos animais controle.

Roll et al. (2018) na administracdo de 30 mg/dia de 6leo de pequi a camundongos
Swiss fémeas observaram aumento significativo de linfocitos e diminui¢do de neutrdfilos e
mondcitos nos animais de 11 a 12 meses. Os autores atribuiram o resultado a uma
imunomodulacao positiva pelo 6leo de pequi uma vez que, tanto em humanos quanto em
animais, a imunidade dependente de linfocitos (respostas imunes humorais e celulares) diminui
com o avango da idade (AHMEAD et al., 2009). Os neutrofilos tém sido apontados como os
principais efetores da inflamagdo aguda, além de contribuir para condi¢des inflamatorias
cronicas e respostas imunes adaptativas e ainda facilitar o recrutamento de mondcitos em locais
de tecidos inflamados (KOLACZOWSKA e KUBES, 2013). Assim, especulou-se que os
efeitos do 6leo de pequi no aumento de linfécitos (%) e na diminui¢do de neutrdfilos e
monocitos (%) na faixa etaria de 11 a 12 meses desempenhou um efeito protetor contra a
inflamagdo cronica de baixo grau relacionada ao envelhecimento.

No estudo de Lucillia et al. (2016) ja citado anteriormente, também foi observado
reducdo das concentragdes circulantes de leptina e de mediadores inflamatérios como IL-6,
leucotrienos 4 e 5 € do TNFa no grupo tratado com 6leo de pequi em comparacao ao grupo nao
tratado.

O ¢6leo do Caryocar coriaceum reduziu significativamente o edema de pata de ratos
Wistar induzido por carragenina em doses diferentes administradas durante sete e 15 dias
comparado ao grupo tratado com solucao salina. Esses mesmos pesquisadores testaram ainda a
capacidade antioxidante in vitro do 6leo de Caryocar coriaceum e perceberam a reducao da
liberagdo de mieloperoxidase (MPO), das células polimorfonucleares. (DE FIGUEIREDO et
al., 2016). A MPO ¢ uma enzima constituinte dos granulos de neutr6filos, também encontrada

em certos mondcitos € macréfagos teciduais. Essa enzima catalisa a formagdo de intimeras
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espécies reativas, contribuindo para a resposta imune inata e para danos nos tecidos durante a
inflamacao (FU et al., 2001).

Estudos prévios, in vivo, do nosso grupo de pesquisa, tém demonstrado alguns
efeitos da polpa e do 6leo de pequi sobre marcadores do metabolismo, da adiposidade e
cardiovasculares, assim como a capacidade antioxidante sistémica e tecidual. Nossos estudos
apontaram beneficios da sua ingestdo sobre o perfil de lipideos séricos (TEIXEIRA et al.,
2013), sobre a deposi¢ao hepatica de gordura e estrutura intestinal (MORENO et al., 2016) e
sobre a adiposidade visceral e fungdo cardiaca de ratos saudaveis ou alimentados com dieta
ocidental (OLIVEIRA et al., 2017, CESAR et al., 2017). Recentemente, mostramos em
camundongos com colite ulcerativa induzida por DSS que o 6leo de pequi foi capaz de atenuar
a resposta imune da mucosa intestinal, retardando e atenuando os efeitos da agressdo causada

pelo DSS a mucosa dos animais (dados ndo publicados).
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3. JUSTIFICATIVA

De maneira geral, esta proposta se justifica diante das seguintes premissas:

= A obesidade ¢ uma epidemia global e tem como processo celular subjacente, uma
disfun¢do imuno metabodlica que leva a inflamagao cronica de baixo grau, a qual
esta associada ao desenvolvimento de comorbidades;

= A mucosa intestinal, ¢ um dos primeiros contatos de antigenos alimentares com o
sistema imune, que em condi¢des homeostaticas, mantem um controle sobre a
resposta de tolerancia a esses antigenos e a microbiota hospedeira;

= A ingestdo cronica de dietas hiperlipidicas (obesogénicas), aumenta a
permeabilidade da membrana epitelial intestinal, possibilitando a passagem de
antigenos e seus produtos, 0 que compromete a resposta imune;

= Excesso de acidos graxos saturados associado a modificagdes na microbiota
residente, modificam a composi¢do celular do epitélio intestinal, bem como
estimulam a resposta do sistema imune associado a mucosa;

= Evidéncias cientificas apontam diversos efeitos imunomoduladores de compostos
da dieta, sejam nutrientes ou nao, in vitro, em modelos animais e humanos. Dentre
estes, destacam-se MUFASs e os carotenoides;

= As investigagdes com esses compostos sao quase sempre realizadas, em sua forma
isolada ou extraida de alimentos, existindo assim, uma lacuna em investigacdes de
efeitos advindos da ingestdo de alimento rico nesses compostos;

= O 6leo de pequi (Caryocar brasiliense) ¢ um alimento popularmente consumido e
apresenta alto conteido de MUFAs e carotenoides;

= Trabalho recente do nosso grupo de pesquisa mostrou potencial efeito
imunossupressor do 6leo de pequi na mucosa intestinal de camundongos magros e
acometidos pela colite ulcerativa aguda (dados ainda ndo publicados);

= Sdo ausentes na literatura, investigacdes sobre os efeitos do 6leo de pequi na

resposta imune da mucosa intestinal em modelo de obesidade induzida por dieta.

A hipdtese do estudo € de que a ingestao cronica do 6leo de pequi na dieta hiperlipidica

altera o fenotipo de células do sistema imune associado a mucosa intestinal.
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3. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar efeitos da ingestao cronica do 6leo de pequi em elementos da resposta imune

da mucosa intestinal de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

4.2 Objetivos especificos

v" Avaliar indicadores relacionados a composigdo corporal e a ingestdo alimentar;
v' Avaliar biomarcadores imunometabdlicos sanguineos;
v Determinar o fenotipo de linfocitos do compartimento intraepitelial da mucosa do

intestino delgado e de 6rgdos linfoides.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Ensaio biolégico

O dleo de pequi utilizado no ensaio biologico foi adquirido no comércio local de
Diamantina-MG e mantido sob refrigeragdo (5 + 2°C) em frasco de vidro, ao abrigo da luz até

o momento da sua utilizagao.

5.1.1 Animais e condi¢coes experimentais

Foram utilizados 48 camundongos C57BL/6 machos, com peso médio inicial de
24+2¢g, adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizontes-MG. O experimento foi conduzido no Laboratério de Ensaios Bioldgicos (LEB) do
Centro Integrado de Poés-graduacdo e Pesquisa em Saude (CIPq) da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), em sala climatizada (22-24 °C), ciclo claro/escuro
de 12 horas invertido ao ciclo regular. Os animais foram mantidos, manipulados e eutanasiados
de acordo com os principios éticos para uso de animais de laboratorio do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA
(www.mctic.gov.br/mctic/opencms/institucional/concea/index.html). O protocolo do estudo foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais Experimentais da UFVIM — CEUA/
UFVIM. (Protocolo n 039/2016).

4.1.2 Dietas experimentais

Foram formuladas dietas purificadas, tendo como base as recomendagdes do
American Institute of Nutrition (AIN93) (REEVES et al., 1993) e as formulas D12450] e
D12492 da Research Diets Inc. As dietas foram rotuladas em: dieta controle (C); dieta controle
+ 6leo de pequi (CP); dieta hiperlipidica (HL) e dieta hiperlipidica + 6leo de pequi (HLP). A
dieta C teve composicao balanceada de acordo com REEVES et al. (1993). A dieta HL teve a
composi¢do ajustada para tornar-se com elevado teor de lipideos provenientes da banha de

porco (60% das calorias totais), conforme a Research Diets Inc.

A dieta CP foi preparada de modo a conter menos 33,9 gramas de 6leo de soja por
quilograma de dieta, o que representou a quantidade de 6leo de pequi a ser ingerida, também

por quilograma de dieta. Na dieta HLP, a quantidade de banha de porco foi reduzida em 47,7 g
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por quilograma de dieta, pela mesma razdo. A composi¢do das dietas experimentais estd na

Tabela 1.

Tabela 1. Composigao das dietas experimentais

Dietas experimentais*

Ingredientes(g/kg) C CP HL HLP
Caseina 200,0 200,0 261,8 261,8
Amido dextrinizado 132,0 132,0 163,6 163,6
Sacarose 100,0 100,0 90,1 90,1
Amido de milho 397,5 397,5 0,0 0,0
Oleo de soja 70,0 36,1 32,7 32,7
Banha de porco 0,0 0,00 320,7 273,1
Celulose microfina 50,0 50,0 65,4 65,4
Mix mineral 35,0 35,0 45,8 45,8
Mix vitaminas 10,0 10,0 13,1 13,1
L-cistina 3,0 3,0 3.9 3,9
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,6 2,6
Oleo de pequi ** 0,0 33,9 0,00 47,7
Macronutrientes Kcal% C Cp HL HLP
Proteinas 20,3 20,3 20,0 20,0
Carboidratos 63,8 63,8 19,4 19,4
Lipideos 16,0 16,0 60,7 60,7
Densidade calorica Kcal/g 39 39 5.2 5,2

* C = Dieta baseada nas recomendagdes do American Institute of Nutrition (AIN93G) (REEVES et al., 1993) e na
formula D124507J; CP = dieta C acrescida de 6leo de pequi na propor¢do de 33,9 g/kg em substituigdo ao 6leo de
soja, HL = dieta hiperlipidica baseada na formula D12492 (Research Diets Inc); Dieta HLP = dieta HL acrescida
de 6leo de pequi (HLP) na proporgdo de 47,7 g/kg em substitui¢do a banha de porco. ** Valores totais do 6leo de
pequi para uma dieta de 1000g que foram oferecidos em por¢des de 150mg homogeneizadas em uma grama das
respectivas dietas.

O ¢leo de pequi ndo foi diretamente acrescentado nas dietas CP e HLP. Essas dietas
foram formuladas com menos 33,9g de 6leo de soja 47,7g de banha de porco por quilograma
de dieta, para ambas CP e HLP, respectivamente, de modo que o 6leo de pequi foi ofertado em
doses didrias de 150 mg, homogeneizadas em um pellet de dieta. A formulacao das dietas foi
executada a cada quilograma. Assim, a quantidade de lipideos retirada da dieta C foi menor que
da dieta HL porque os animais C comem mais que os animais HL, portanto comem 1

quilograma de dieta em menos tempo que os HL.
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A quantidade diaria de 6leo de pequi ingerida pelos animais foi determinada a partir da
estimativa de ingestdo de duas porc¢des de gorduras (oleaginosas e 6leo) por humanos,
considerando uma ingestdo calorica diaria de 1800 Kcal. Duas porgdes de gordura equivalem a
16g ou 144kcal, as quais correspondem a 8% de gordura em uma dieta de 1800kcal. Esta
proporgao foi aplicada a ingestao calorica diaria dos camundongos. Para tal, em estudo anterior
do nosso grupo com as mesmas dietas, estimou-se uma média didria de ingestao calorica de
17,49 Kcal/dia para grupo controle e 16,47 Kcal/dia para grupo hiperlipidico. Assim, 8% dessas
calorias correspondeu a 155 mg e 146 mg de d6leo de pequi, respectivamente. Adotou-se, para

efeito de padronizagdo 150mg/dia.

5.1.3 Protocolo experimental

O experimento teve duragdo de 10 semanas. Antes do seu inicio, os animais foram
alojados individualmente em caixas de polipropileno (425 x 266 x 155 mm, 820 mm?), no
ambiente experimental por uma semana para se adaptarem as condigdes ambientais.

No primeiro dia do experimento, eles foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, conforme as dietas: grupo controle (C), que recebeu a dieta controle,
grupo controle 6leo de pequi (CP) que recebeu dieta controle e dleo de pequi, grupo
hiperlipidico (HL), que recebeu dieta hiperlipidica e grupo hiperlipidico pequi (HLP), que
recebeu dieta hiperlipidica e o6leo de pequi (FIG. 3). Os animais foram mantidos
individualmente nas caixas durante todo o protocolo experimental.

O o6leo de pequi foi, entdo, ofertado diariamente, para cada animal dos grupos CP e
HLP em um pellet. Para tal, o 6leo de pequi foi previamente aquecido a 40 °C por
aproximadamente 20 minutos, as 150 mg foram pesadas em balancga analitica e homogeneizadas
em aproximadamente 1 g de dieta, formando um pellet. Cada pellet foi formulado
individualmente e congelado. Durante o protocolo, os pellets foram retirados aproximadamente
meia hora antes da oferta aos animais.

Para tanto, em cada caixa, antes da oferta do pellet contendo 6leo de pequi, a dieta
foi retirada e, em seguida, somente o referido pellet foi ofertado de modo a assegurar a ingestao
total do dleo de pequi. Em seguida (apos ingestdo total), a dieta foi novamente ofertada. Os
grupos C e HL também passaram pelo mesmo procedimento didrio, porém recebendo um pellet

semelhante, contendo apenas a respectiva dieta.
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Todos os animais tiveram acesso livre as dietas experimentais ¢ a dgua filtrada
durante todo o protocolo. A ingestdo alimentar e a massa corporal foram monitoradas
semanalmente. Na nona semana foi realizado o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose
(ipGTT).

Ao final da décima semana, apds 12 horas de jejum, todos os animais foram
eutanasiados por decapitagdo apos anestesia com solugdo de quetamina/xilazina (60/10 mg/kg
de peso corporal). Foram coletados, o sangue, o tecido adiposo visceral (retroperitoneal,
epididimal e mesentérico) e o intestino delgado, os quais foram processados para analises
posteriores.

Figura 3: Esquema ilustrativo do protocolo experimental
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* C = Dieta baseada nas recomendacdes do American Institute of Nutrition (AIN93G) (REEVES et al., 1993) ¢ a
formula D12450J; CP = dieta C adicionada de 6leo de pequi na propor¢ao de 33,9 g/kg em substituigdo ao dleo de
soja, HL = dieta hiperlipidica baseada na formula D12492 (Research Diets Inc); Dieta HLP = dieta HL acrescida
de dleo de pequi (HLP) na proporgdo de 47,7 g/kg em substitui¢do a banha de porco. ipGTT: Teste de tolerancia
intraperitoneal a glicose.

5.2. Procedimentos de analises
5.2.1. Indicadores da composi¢do corporal e da ingestao alimentar
As massas corporais dos animais foram aferidas semanalmente em balanca semi-

analitica. O ganho de massa corporal (GMC) foi calculado ao final do experimento, subtraindo-

se a massa corporal final da massa corporal inicial.
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A ingestdo alimentar absoluta (g) foi aferida pela pesagem da dieta ofertada e das
sobras (g ofertadas — g sobras = g ingeridas). Em seguida, foi calculada a ingestdo alimentar
média diaria (ingestdo alimentar total dividida pelo nimero de dias do experimento). A ingestao
calorica total foi obtida multiplicando-se a ingestdo alimentar total pela densidade calorica de
cada dieta e em seguida a ingestdo calérica média diaria também foi obtida pela divisdo da
ingestao caldrica total pelo nimero de dias do experimento.

A ingestao lipidica (g/dia) foi obtida multiplicando-se a quantidade de lipideos (g)
presente e uma grama de dieta pela ingestdo média diaria. A ingestdo calorica lipidica (kcal/dia)
foi obtida multiplicando-se a quantidade em calorias de lipideos em uma grama de dieta pela
ingestdo média diaria.

A eficiéncia em transformar calorias consumidas em massa corporal foi
determinada por meio do coeficiente de eficiéncia energética (CEE), expresso em %, utilizando
a equacao:

CEE=[ganho de massa corporal total (g) /ingestdo calorica total (kcal)] *100

As massas absolutas das gorduras epididimal, retroperitoneal e mesentérica foram
utilizadas para o calculo do indice de adiposidade visceral - IAd% (BOUSTANY et al., 2004),
conforme a equacao:
1A4d = [(massa da gordura epididimal + massa da gordura retroperitoneal + massa
da gordura mesentérica) / (massa corporal final — Y massa da gordura epididimal + retro

peritoneal + mesentérica)] x100

5.2.2 Biomarcadores imunometaboélicos sanguineos

5.2.2.1. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose

O teste de tolerancia intraperitoneal a glicose foi realizado ao final da nona semana
de tratamento. Apds jejum de seis horas, os animais receberam uma solucdo de dextrose a 20%,
via intraperitoneal (Img/kg de massa corporal) em solucdo salina (COSTA-JUNIOR et al.,
2015). Amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda no jejum (minuto 0) € nos
minutos 15, 30, 60 e 120 apos a injecao da solucao de dextrose (MORTON et al., 2001).

A concentragdo sanguinea de glicose foi medida por meio de corte na ponta da
cauda com medidor portatil de glicose (Roche, Accu-Chek Performa Nano, Rio de Janeiro,

Brasil). A partir desses dados foi plotada curva da concentragdo sanguinea de glicose em fungao
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do tempo e calculou-se a area sob da curva. Quanto menor a 4rea sob a curva maior a tolerancia

a glicose.

4.2.2.2. Leucograma global

Para a andlise de leucdcitos totais, o sangue foi diluido na propor¢do de 1:20 em
liquido de Turk. Apo6s 5 minutos 10ul da solugdo foi analisada na cdmara de Neubauer e os
leucocitos foram contados em contador automatico de células CELM CC-550® (CELM,

Barueri, SP, Brasil).

4.2.3. Imunofenotipagem celular dos tecidos - linfonodos mesentéricos, placas de peyer e

compartimento intraepitelial do intestino delgado

5.2.3.1 Coleta dos tecidos

Os linfonodos mesentéricos foram retirados e colocados em solug¢ao salina fosfato
contendo 0,1% de albumina de soro bovino (PBS-BSA 0,1%) a 4°C. Em seguida, o intestino
delgado foi retirado, as placas de peyer foram removidas da por¢do serosa do intestino e
receberam o mesmo tratamento que os linfonodos. Foram obtidos aproximadamente cinco a
sete placas de peyer por animal. O intestino delgado foi aberto longitudinalmente e transferido
para uma placa de petri contendo tampao A, composto por solugdo de Hanks (Hanks’ Balanced
Salt Solution-HBSS) livre de Ca**/Mg**, tampiao HEPES (25Mm) e 5% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA) para remover o contetido fecal.

5.2.3.2 Isolamento das células dos tecidos
A) Linfonodos mesentéricos (LMN) e placas de peyer

Apo6s serem retirados, os linfonodos mesentéricos tiveram a gordura adjacente
removida, e assim como as placas de peyer, foram cuidadosamente macerados com o auxilio
da por¢do fosca de laminas histologicas. O contetido celular de ambos os compartimentos foi
peneirado em peneira de malha com calibre 70uM (cell strainer), para a obten¢ao da suspensao
de células Unicas. As suspensoes celulares foram lavadas duas vezes em PBS-BSA 0,1% ¢ a
viabilidade celular foi verificada pelo método de exclusdo por azul de Trypan, procedimentos
conforme Deitch, Xu e Qi (1990). A concentracio final foi ajustada para 1x107 células/mL em

PBS-Wash para os linfonodos e 1x10° células/mL em PBS-Wash para as placas de peyer.
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B) Compartimento intraepitelial do intestino delgado.

Os linfocitos foram isolados dos compartimentos intraepiteliais conforme Souza et
al., (2016) com algumas modificagdes para se obter somente os linfocitos intraepiteliais (LIE).
O intestino, cortado longitudinalmente, foi lavado trés vezes com 10 ml de tampao A (HBSS
livre de Ca**/Mg?*, tampdo HEPES (25Mm) e 5% SFB) em placa de petri com auxilio de uma
pinga e em seguida, foi cortado em pedagos de aproximadamente 0,5 cm e transferidos para um
tubo falcon de 50 mL contendo 15 ml de tampao A. Com o intuito de remover o muco, o tubos
falcon foram submetidos ao vortex vigorosamente por 15 segundos e o sobrenadante foi
peneirado em peneira de ago inox com malha de Imm e descartado. Posteriormente, foi
aficionado ao intestino mais 15 ml de tampao A e o processo se repetiu duas vezes € o
sobrenadante descartado.

Posteriormente, foi adicionado o tampdo B (Hanks livre de Ca?"/Mg**, 2Mm de
acido etilenodiamino tetra-acético-EDTA e 25Mm de tampao HEPES) aos cortes do intestino
em um tubo falcon. Esses tubos foram submetidos ao vortex vigorosamente por
aproximadamente 30 segundos e a solugcdo foi peneirada novamente e o sobrenadanete
descartado. Em seguida, foi adicionado ao tecido o tampao C (Hanks livre de Ca**/Mg", 15Mm
de tampao HEPES, SMm de EDTA, 10% SFB ¢ 0,015% de a-ditiotreitol-DTT) e submetidos
ao vortex. O tecido imerso em tampao C foi transferido para garrafas de cultura e mantidos no
homogeneizador (Shake SI300, Lab companion), a 37°C, 67 rpm por 15minutos. Apos serem
novamente submetidos ao vortex, o sobrenadante foi coletado em tubo conico de 50ml e o
tecido descartado.

A suspensao de células em tampao C foi centrifugada a 400x g durante 6 minutos a
4°C. Apos, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 10 ml de
PBS-BSA 0,1%. Posteriormente, o sobrenadante contendo linfocitos, debris e células mortas
foram filtrados através de peneira com malha de calibre 70uM, para obtencao de suspensdo de
c€lulas unicas. A suspensao de células foi centrifugada a 400x g durante 6 minutos a 4°C duas
vezes e a viabilidade celular foi verificada pelo método de exclusdo por azul de Trypan. A
concentragdo final de células do intestino delgado foi ajustada para 1x10° células/mL em PBS-

Wash.

5.2.3.3 Analise ex-vivo de leucocitos do intestino delgado, linfonodos e placas de peyer
Para as analises dos marcadores de superficie dos linfocitos isolados dos linfonodos
mesentéricos, placas de peyer e do compartimento intraepitelial do intestino delgado foram

utilizados 1ul de anticorpos monoclonais especificos para os receptores celulares de leucocitos
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totais, linfocitos T, linfocitos T auxiliares (Th), linfécitos T citotdoxicos e linfocitos Tyd
respectivamente CD45, CD3, CD4, CD8 e TCRY9, incubados com 50ul de suspensao de células
de todos os compartimentos, a saber: 5x10° células dos linfonodos e placas de peyer , e 5x10*
células do intestino delgado, durante 30 minutos a 4°C, ao abrigo de luz. A andlise dos
marcadores de superficie foi realizada pelo método de imunofluorescéncia recomendado pela
Becton Dicknson (BD, San Diego, CA-USA).

Apos a incubacao, as suspensoes de células foram lavadas duas vezes, primeiro com
Iml de PBS e depois com 2 ml de PBS e centrifugadas a 300x g, a 18°C durante 7 minutos apos
cada lavagem. As marcagdes para TCRyo, CD4 e CD8 receberam tratamento diferente uma vez
que os anticorpos anti- TCRyd, - CD4 e - CD8 eram biotinilados. Assim, apds a primeira
lavagem com 1ml de PBS, foram acrescidos 5 ul de Streptoavidina conjugada com Ficoeritrina
(PE) diluida em PBS (1:250) para TCRyd e 10 mL de Streptoavidina conjugada com
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) diluida em PBS (1:200) para CD4 ¢ CD8. As solugdes
foram incubadas por 30 minutos e, em seguida, lavadas com 2 mL de PBS e centrifugada.

As células dos linfonodos e placas de peyer foram ressuspendidas em 0,1 mL de
PBS e 0,1 mL de tampao de fixacdo PBS-Paraformaldeido 4%. As células do intestino delgado
foram ressuspendidas em 0,2 mL de PBS e 0,1 ml de tampao de fixagdo PBS-Paraformaldeido
4%. Em seguida, prosseguiu-se com a analise no citometro de fluxo (BD FACSCanto [I® -
Beckton Dickinson, San Jose, CA, EUA) em um intervalo de tempo de no maximo 24 horas.

As amostras foram avaliadas quanto aos parametros fenotipicos celulares a fim de
quantificar o percentual de diferentes marcadores em linfocitos, indicando a frequéncia de
células de interesse nas diversas subpopulagdes estudadas. Foram adquiridos por tubo
aproximadamente 30000, 40000 e 50000 eventos totais para as placas de peyer, linfonodos e
compartimento intraepitelial do intestino delgado respectivamente. Os dados foram analisados
usando o software FlowJo, version 10.0.6 (Tree Star Inc., Ashland, OR).

Os anticorpos utilizados para a identificacdo das populagdes leucocitarias foram
conjugados com os APC/cy7, Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) e Ficoeritrina (PE). O
anticorpo anti- TCRyd foi conjugado com biotina e para este foi utilizado uma Streptoavidina
conjugada com PE. Os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 também foram conjugados com biotina
e para estes foram utilizados Streptoavidinas conjudas com FITC. Os anticorpos e suas

especificidades estdo listados na tabela 2.



53

Tabela 2. Anticorpos monoclonais anti-mouse conjugados com fluorocromos utilizados para

analise de populacdes leucocitarias.

Anticorpos Marca Especificidade
Anti-CD45-APC-cy7 Biolegend Leucocitos
Anti-CD3 PE Biosciences USA Linfocitos T
Anti-CD4 FITC Biotin Biosciences USA Linfocitos Th
Anti-CDS8 FITC Biotin Biosciences USA Linfocitos T citotdxicos
Anti TCRy® Biotin Biosciences USA Linfocitos Tyd

4.2.3.4. Estratégia de andlise

Para andlise dos dados, primeiramente, foi feito um grafico de distribuicao de
pontos, com o0s eixos “tamanho pelo pico da area” e “tamanho pelo pico de altura” (FSC-A x
FSC-H). Nesse grafico foi selecionada a populacdo de células unicas (singlets), com um gate
sobre essa populacdo. A partir dessa populacao foi plotado um novo grafico de granulosidade
(SSC) pela fluorescéncia da populacdo de leucocitos totais (CD45) e foi feito um gate sobre
esta populagdo de células. A partir desse gate os graficos posteriores foram plotados.

Para analise do percentual de linfocitos T totais em relac¢do ao total de leucocitos e
percentual de Linfocitos T auxiliares dentro do total de Linfocitos T foi feito um grafico
conforme as marcagdes com anticorpos anti CD3 x anti CD4. Para andlise do percentual de
linfécitos T citotdxicos dentro Linfocitos T as marcacdes foram anti-CD3 e anti-CDS. A partir
das populacdes de células ndo marcadas com anticorpos foi estabelecido o que seriam as
populacdes marcadas, utilizando gates de quadrantes. Os dados obtidos em cada quadrante dos
graficos de dispersdo corresponderam aos valores percentuais da populagdo selecionada nos

graficos de dispersao SSC x Anti-CD45. A estratégia de analise esta especificada na Figura 4.



54

Figura 4. Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de

populacdes celulares por citometria de fluxo*
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Para a obtencdo dos percentuais de linfécitos Tyo, apds selecdo dos leucocitos

foram plotados graficos de dispersdo de granulosidade x fluorescéncia do anticorpo TCRyd

Biotin-Streptoavidina-PE (Stp-PE). Da mesma forma, a partir das populacdes de células ndo

marcadas com anticorpos foi estabelecido o que seriam as populagdes marcadas utilizando um

gate. A estratégia de andlise esta especificada na figura 5.

Figura 5. Sequéncia de procedimentos utilizados para a analise dos percentuais de Linfocitos

Tyd por citometria de fluxo.

290K =

FSC-H

-1 Ty 1
0 0¥ 100% 150K 200K 250K
FSC-A
290K
200K
1
g 0K 5
N 0,39
v
100K
«
%K
0
1! 10° 10° 10 10°

TCR GAMA DELTA

SSCA

SSC-A

250K =

200)(-"

150K =

100K =4

ve)

"0

Cd 45 cells
25

10 0
CD-45

0 1

150K

100K

103 |03

4

1] 10

TCR GAMA DELTA

Graficos de dispersdo pontual sdo usados para selegdo de singlets (A). Em seguida foi utilizado grafico SSCxAnti-
CDA45, para selecdo de leucocitos (B). E por fim foi utilizado grafico SSCxAnti- TCRyS-Stp-PE para selecéo
percentual de células Tyd (D) apds delimitag@o das células ndo marcadas (C).
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As combinagdes de anticorpos para detec¢do de cada populagdo celular estdo

descritas na Tabela 3:

Tabela 3: Combinagdo de anticorpos e seus respectivos fluorocromos; subpopulagdes

leucocitarias avaliadas e estratégias de andlise.

APC —cy7 PE Stp-FITC Stp-PE Subpopulac¢aoes analisadas
CD 45 CD3 % leucocitos e linfocitos Totais
CD 45 CD3 CD4 % linfocitos T auxiliares

CD 45 CD3 CD8 % linfocitos T citotoxicos
CD45 TCR-y6 % linfocitos T yo

5.3 Analise estatistica

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualisado. Os
resultados foram expressos em médias + desvio padrdo, salvo indicacdo em contrario. A
normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para comparagio entre
os grupos de tratamentos, quando atestada a normalidade dos dados, foi utilizada analise de
variancia com duas fontes de varia¢do - dieta x d6leo de pequi (Two way- ANOVA) e teste
Tukey, a posteriori sempre que necessario. No caso dos dados ndo paramétricos utilizou-se
analise Kruskal-Wallis e o teste de Dunns a posteriori, quando necessario. Para tal, foi utilizado

o software Prisma versdo 6.01 e adotado p<0,05 como nivel de significancia.



57

5 RESULTADOS

5.1 Ingestao alimentar, antropometria e adiposidade

A ingestao alimentar didria dos grupos HLP (2,91+£0,38) e CP (3,08+0,22) foi
igualmente menor que a do grupo C (3,62+0,19) e ambas superiores a do grupo HL (2,51+0,23;
p<0,05) (Fig.6A). O grupo CP (12,03+0,89) apresentou menor ingestao calorica que o grupo
HLP (15,13+1,98) e este, se igualou aos grupos C e HL (14,513+0,75 ¢ 13,78+1,11) (Fig. 6B).
A ingestao lipidica diaria dos grupos HLP e HL (1,0240,13 e 0,9340,07) foi igualmente superior
a dos grupos C (0,25+0,01) e CP (0,21£0,01) (p<0,05) (Fig. 6C). O mesmo resultado foi
observado para a ingestdo calorica lipidica (HLP=9,25+1,21; HL=8,4340,68; C=2,28+0,12 ¢
CP=1,94+0,14). (p<0,05) (Fig. 6D).

Figura 6. Efeitos do 6leo de pequi na ingestao alimentar e calorica de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica.
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Ingestdo alimentar diaria (A), Ingestao calorica diaria (B), Ingestéo lipidica diaria (C), ingestdo calorica lipidica
diarias (D). C= dieta controle; HL = dieta hiperlipidica; OP- = grupos tratados com dietas C e HL sem o¢leo de
pequi; OP+ = grupos tratados com dietas C e HL e 150mg/dia de d6leo de pequi (CP e HLP). Valores expressos em
média £ desvio padrao. N = 10 animais por grupo experimental. Barras acompanhadas de letras diferentes, diferem
entre si por Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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No inicio do experimento as massas corporais dos animais eram homogéneas
(C=25,49+0,49¢g, CP=24,92+0,38g, HL=25,20+0,24¢g, HLP=25,24+0,58¢) (Fig. 7A). Todos os
animais ganharam massa corporal de forma semelhante até a quarta semana. Na sexta semana,
as massas corporais dos animais HL e HLP foram igualmente superiores as dos grupos C e CP
(p<0,05). Entre a oitava e a décima semana, houve uma perda de massa corporal no grupo HLP
em relagdo ao HL (aproximadamente 7%), embora essa diferenca ndo tenha sido significativa
(Fig. 7A). A massa corporal do grupo HLP também se igualou aos grupos C e CP (Fig. 7A).
No ganho de massa corporal, os animais do grupo HLP ganharam menos massa (6,11+1,75) em
relacdo ao grupo HL (9,26+1,54g), embora ainda superior aos animais dos grupos C
(4,08+1,33g) e CP (2,85+1,38g) (p<0,05; Fig. 7B).

O maior CEE foi o do grupo HL (0,93+0,15%; p<0,05). O grupo HLP (0,56+0,15%)
teve o CEE maior que o CP (0,32+0,14%) e igual ao C (0,37+0,19%) (p<0,05; Fig. 7C).
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Figura 7. Efeitos do 6leo de pequi na massa corporal e na eficiéncia energética de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.
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Evolugdo da massa corporal (A), ganho de massa corporal final (B), Coeficiente de eficiéncia energética (C) dos
animais experimentais. C= dieta controle; HL = dieta hiperlipidica; OP- = grupos tratados com dietas C e HL sem
oleo de pequi; OP+ = grupos tratados com dietas C e HL e 150mg/dia de 6leo de pequi (CP e HLP). Valores
expressos em média + desvio padrdo. N = 10 animais por grupo experimental. $ indica diferenga do grupo HL vs
grupo C; + indica diferenca do grupo HLP vs grupo C, # indica diferenc¢a do grupo HL vs CP. Barras acompanhadas
de letras diferentes, diferem entre si por Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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Os animais do grupo HLP (5,34+1,79g) apresentaram o IAd% menor do que os animais
do grupo HL (9,01£2,06g) e igualaram-se aos animais dos grupos C (4,36+1,08g) e CP
(3,60+0,66¢g) (p<0,05; Fig. 8A). Em relacdo aos compartimentos isolados, observamos que a
gordura retroperitoneal pesou menos para o grupo HLP em relagdo ao HL, tanto em peso
absoluto quanto relativizado em relagdo a massa corporal (HLP = 0,33+0,12g e 1,09+0,36%;
HL = 0,55+0,13g ¢ 1,80+0,39%; p<0,05), e ndo se igualou aos grupos C (0,17+£0,08g e
0,64+0,28%) e CP (0,14+0,06g e 0,51+0,18%; Fig. 8B). O mesmo foi observado para a gordura
epididimal (HLP = 0,81+0,30g e 2,66+0,84%, HL = 1,33+0,35g e 4,35+0,94%, CP =
0,43+0,11g ¢ 1,56+£0,33%, C = 0,48+0,12g ¢ 1,924+0,41%; Fig. 8C). No caso da gordura
mesentérica, a ingestdo do 6leo de pequi (HLP) reduziu sua massa absoluta em relagdo ao HL
(HLP = 0,38+0,14g e HL = 0,65+0,16g) a ponto de igualar aos grupos C e CP (C = 0,49+0,11
e CP =0,38+0,08g; p<0,05, Fig. 8D). Quando relativizada, sua massa foi ainda menor que a do
grupo C (p<0,05; Fig. 8D).

Figura 8: Indice de adiposidade visceral e massas absolutas (g) e relativizadas pela massa
corporal (%) da gordura dos compartimentos retroperitoneal, epididimal e mesentérico de
camundongos alimentados com dieta balanceada e hiperlipidica contendo ou nao 6leo de

pequi
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indice de adiposidade visceral (A), Massa da gordura retroperitoneal (g e %) (B); Massa da gordura epididimal (g
e %) (C) e Massa da gordura mesentérica (g e %) (D). C = Dieta controle; HL: Dieta hiperlipidica. OP- = grupos
tratados com dietas C e HL sem oleo de pequi. OP+ = grupos tratados com dietas C e HL e 150 mg/dia de 6leo de
pequi (CP e HLP). Valores expressos em média + desvio padrdo. N = 10 animais por grupo experimental. Barras
acompanhadas de letras diferentes, diferem entre si por Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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6.1.2 Tolerancia intraperitoneal a glicose

No teste de tolerancia intraperitoneal a glicose, observamos, de maneira geral,
concentragoes de glicose nos grupos HL e HLP mais altas do que nos grupos C e CP ao longo
do teste (p<0,05). Nos primeiros 15 minutos os animais do grupo CP (183,6+24,18)
apresentaram menor concentragdo sanguinea de glicose do que os animais dos grupos C
(218,20+29,46); HLP (239,70+29,43) e HL (238,10£25,77; p<0,05). O mesmo resultado foi
observado ao final do teste (CP=116,90+16,16, C=131,20+12,30; HL=153,30+£17,45 ¢
HLP=156,0+16,59; p<0,05) (Fig. 9A).

Em consonancia, na andlise da area sob a curva, observamos menor area para o
grupo CP (549,554+87,06) em relacdo aos grupos HL= 798,50+118,20; HLP= 742,05+107,01.
Apesar de também ter sido ligeiramente menor que o grupo C, esta diferenca ndo foi
significativa. Houve uma ligeira redu¢do da AUC para o grupo HLP em relagdo ao grupo HL,
mas essa diferenga niao foi significativa. Por outro lado, apesar de esta area, em valores

absolutos, ter sido ligeiramente superior ao grupo C, esta diferenca também ndo foi significativa

(Fig. 9B).

Figura 9. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose dos animais experimentais.
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(A) Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTOG) realizado no final da 9* semana apds os tratamentos
especificados. (B) Area sob a curva (AUC) do teste de tolerancia intraperitoneal a glicose durante 120 minutos
apos os tratamentos especificados. C = Dieta controle; HL: Dieta hiperlipidica. OP- = grupos tratados com dietas
C e HL sem 6leo de pequi. OP+ = grupos tratados com dietas C e HL e 150 mg/dia de 6leo de pequi (CP e HLP).
Valores expressos em média + desvio padrdo. N = 10 animais por grupo experimental. 3 indica diferenga de CP vs
C, HL, HLP. * indica diferenga de C vs HL, com ou sem 6leo de pequi. indica diferenga entre CP vs HL e HLP.
Barras acompanhadas de letras diferentes, diferem entre si por Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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6.1.3. Leucograma global

A ingestao de dleo de pequi na dieta controle (CP = 875,00+131,07), em valores
absolutos, reduziu a contagem de leucocitos totais no sangue em relagdo ao grupo C
(1390+159,13), porém essa diferenca nao foi significativa. Nao houve diferencas significativas

nas demais comparagdes (HL=1690,00+342,11; HLP=1770,00+£243,72).
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6.2 Imunofenotipagem do compartimento intraepitelial do intestino delgado e de orgaos
linfoides

Na figura 10 pode ser observado o perfil fenotipico celular em compartimento
intraepitelial da mucosa intestinal. Os grupos HLP e CP apresentaram elevagdo no percentual
de leucdcitos totais (CD45+) em relagao ao grupo HL (p<0,05), e foram similares ao grupo C
(Fig. 10A). Com relacdo ao perfil de linfocitos totais (CD45+CD3+) foi observado uma
diminui¢ao em sua porcentagem nos grupos HLP, HL e CP com relagdo ao grupo C (p<0,05)
(Fig.10B).

Observamos também uma porcentagem de linfocitos Tyo (CD45+TCRyd+)
igualmente superiores nos grupos HL. e HLP, comparados com os grupos C e CP (p<0,05; Fig.
10C). As subpopulacdes de linfocitos, a saber, linfocitos T auxiliares (CD45+CD3+CD4+)
(Fig. 10D) e linfocitos T citotoxicos (CD45+CD3+CD8+) (Fig. 10E) ndo foram alteradas nem
em funcdo da dieta hiperlipidica nem do 6leo de pequi (Fig. 10D).

Figura 10 Percentual de leucocitos totais, de linfocitos T e suas subpopulacdes e de linfocitos

Tyd do compartimentoo intraepitelial do intestino delgado dos animais experimentais
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C = Dieta controle; HL: Dieta hiperlipidica. OP- = grupos tratados com dietas C e HL sem 6leo de pequi. OP+ =
grupos tratados com dietas C e HL e 150 mg/dia de 6leo de pequi (CP e HLP). Valores expressos em média + erro
padrao. N = 7 animais por grupo experimental. Barras acompanhadas de letras diferentes, diferem entre si por
Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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Nos linfonodos mesentéricos (Fig. 11), ndo houve diferencas para os leucdcitos
totais (Fig. 11A) entre os grupos experimentais. Em valores absolutos, a dieta hiperlipidica
promoveu um ligeiro aumentou no percentual de linfocitos totais no grupo HLP comparado aos
grupos C e HL. Entretanto, essas diferencas nao foram significativas (Fig. 11B). Nao houve
diferengas significativas para os linfocitos Tyd entre os grupos experimentais (Fig. 11C).
Porém, vale ressaltar que essas células tiveram uma reducao de aproximadamente 50% no grupo
HL em relagdo ao C. A ingestao de 6leo de pequi pelo grupo HLP ndo alterou esse achado (Fig
110).

Um menor percentual de linfocitos T auxiliares foi verificado no grupo CP com
relacdo ao grupo C (p<0,05) (Fig. 11D). As alteracdes observadas nos grupos hiperlipidicos nao
foram significativas quando comparadas ao grupo C (Fig. 11D). No entanto vale ressaltar que
a ingestdo de 6leo de pequi na dieta hiperlipidica (HLP) promoveu, em valores absolutos, uma
elevacdo de 15% nesses linfocitos em comparacdo ao grupo HL (Fig. 11D).

Em valores absolutos, o grupo controle que ingeriu 6leo de pequi (CP) teve uma
reducdo percentual de 53,43% de linfocitos T citotoxicos em relagdo ao grupo C. Entretanto,

essa diferenga foi significativa (Fig. 11D).



65

Figura 11 Percentual de leucocitos totais, de linfocitos T e suas subpopulacgdes e linfocitos

Tyd dos linfonodos mesentéricos dos animais experimentais
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C = Dieta controle; HL: Dieta hiperlipidica. OP- = grupos tratados com dietas C ¢ HL sem 6leo de pequi. OP+ =
grupos tratados com dietas C e HL e 150 mg/dia de 6leo de pequi (CP e HLP). Valores expressos em média = erro
padrdo. N = 7 animais por grupo experimental. Barras acompanhadas de letras diferentes, diferem entre si por
Two-way ANOVA e teste Tukey; p<0,05.
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Nas placas de peyer, observamos um maior percentual de leucocitos totais no grupo
HLP com relagdo aos grupos HL (p<0,05) e C (p<0,05) (Fig. 12A).

Os linfécitos totais (Fig. 12B) e suas subpopulagdes (Fig. 12D) assim como o0s
linfécitos Tyd (Fig. 12C) nao foram alterados significativamente pelos tratamentos com o6leo de
pequi ou dieta hiperlipidica em todos os grupos experimentais. Contudo ¢ importante observar
que o grupo HL elevou os linfocitos Tyd em aproximadamente 34% em comparagdo ao C o

grupo HLP, o qual apresentou 31% a menos dessas células em comparagdo ao HL.

Figura 12 Percentual de leucocitos totais, de linfocitos T e suas subpopulacdes e linfocitos

Tyd presentes em placas de peyer do intestino delgado dos animais experimentais
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como questdo primaria investigar efeitos da ingestao do 6leo de
pequi em elementos da resposta imune do epitélio intestinal de camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica. Para tal, foi realizado um ensaio biologico, no qual camundongos foram
alimentados com dieta hiperlipidica e ingeriram diariamente 150 mg de 6leo de pequi
homogeneizados em dieta, de modo a corresponder a aproximadamente 8% da ingestdo calorica
diaria.

Inicialmente, podemos inferir que os grupos HL e HLP tornaram-se obesos, ja que
suas massas corporais finais foram significativamente superioras ao grupo C. Apesar de,
quantitativamente, terem ingerido menos quantidade que os C, como a densidade energética
dessas dietas ¢ maior, acabaram por ingerir mais calorias, o que certamente foi um dos
determinantes da obesidade (PATTERSON et al., 2014).

Neste contexto, o 6leo de pequi parece ter atenuado o grau da obesidade, ja que o
ganho de massa corporal foi menor para o grupo HLP em relagdo ao grupo HL. O menor ganho
de massa do grupo HLP ocorreu independente da ingestdo alimentar, sendo que, os animais de
ambos os grupos hiperlipidicos receberam dieta com a mesma densidade calorica, e o grupo
HLP apresentou ainda maior ingestdo alimentar, € um menor ganho de massa corporal,
possivelmente, devido a modulagdo da qualidade dos lipideos da dieta, com um maior aporte
de 4cidos graxos monoinsaturados presente no 6leo de pequi. Ja foi demonstrado anteriormente
que os acidos graxos saturados, devido a auséncia de ligagdes duplas, tém um rendimento
energético mais alto por 4&tomo de carbono do que os acidos graxos insaturados, portanto, sao
preferencialmente incorporados aos estoques de tecido adiposo (SHI et al., 2006; SOLINAS et
al., 20006).

Outro fator determinante foi a ingestdo lipidica (g e Kcal), a qual foi maior para
esses grupos (HL e HLP). Tem sido indicado que a incorporacdo de lipideos da dieta em
triacilglicerois no tecido adiposo, especialmente no visceral, gasta menos energia quando
comparada a carboidratos ou proteinas, favorecendo o ganho de massa corporal, especialmente
de gordura (HU et al., 2018). Além disso, a perda fecal de energia advinda da gordura dietética
¢ menor quando a razao gordura/carboidrato dietética ¢ alta (ASTRUP, 2001), como foi o caso
das dietas HL e HLP. Woods ef al. (2003) postulam que a maior ingestao de gordura em longo
prazo ¢ capaz de romper a homeostase energética, favorecendo o aumento da massa corporal,

independente de excesso de calorias.
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Por outro lado, a adiposidade visceral ndo foi alterada quando o OP foi ingerido na
dieta controle (CP) em relagdo ao grupo C e foi reduzida quando ele foi ingerido na dieta
hiperlipidica (HLP) comparado ao grupo HL, se igualando aos grupos C e CP. Os animais do
grupo HLP apresentaram ainda uma menor massa das gorduras retroperitoneal, epididimal e
mesentérica em relacdo ao grupo HL. Esses achados estdo em consonédncia com a eficiéncia
energética, ja que a ingestdo do OP na dieta hiperlipidica tornou os animais menos eficientes
em transformar calorias em gordura corporal. Este ¢ um resultado importante, ja que o acimulo
de gordura na regido visceral estd fortemente associado ao desenvolvimento das inimeras
comorbidades da obesidade (DINH et al., 2015).

Alguns trabalhos anteriores do nosso grupo vém mostrando efeito similar do 6leo
ou polpa de pequi, tanto em animais saudaveis, quanto em animais alimentados com dieta
obesogénica, substituindo parte do seu contetido lipidico (MENDES, 2019; OLIVEIRA et al.,
2017; CESAR et al., 2017; MORENO et al., 2016; CESAR, 2015; TEIXEIRA et al., 2013).

Dentre as hipdteses para este efeito diferencial, chamamos atengdo para a
contribuicdo do aumento do aporte de MUFA para os animais HLP. Os MUFA, em especial o
acido oleico, predominam no 6leo de pequi. Esses 4cidos graxos vém sendo associados a maior
atividade termogénica, ja que apresentam maior taxa de oxida¢do quando comparados a outros
acidos graxos. STHAG e JONES (2018), por exemplo, apontaram que o aumento da proporgao
de MUFA em lugar de SFA na dieta de humanos aumentou a taxa de oxidagdo de lipideos.
Ainda, Kien, Bunn e Ugrasbul (2005) demonstraram também maiores taxas de oxidacdo de
lipideos em humanos alimentados com dieta rica em MUFA, quando comparados com outros
alimentados com dieta rica em SFA.

Outro potencial efeito pode ter sido advindo da ingestdo de carotenoides pelos
animais HLP. O 6leo de pequi apresenta abundancia nesses compostos. Diversos estudos
demonstraram acdo antiadiposidade e anti-inflamatéria de carotenoides e derivados de
carotenoides na obesidade (BONET et al., 2015; HOSOKAWA et al., 2010; RIBOT et al.,
2001). Alguns autores postularam que varios carotenoides tém capacidade de aumentar a
excre¢do fecal de gordura, inibir a atividade da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase
(HMG), uma enzima limitante da biossintese do colesterol, e ativar a lipase lipoproteica (LLP),
uma enzima relacionada a hidrélise de triglicerideos de lipoproteinas (AGUILAR et al., 2011;
AGUILAR et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2016). Além disso, carotenoides podem atuar na
defesa contra danos oxidativos, o que contribui para melhorar o metabolismo dos adipodcitos
(CERQUEIRA et al., 2007). Todos esses efeitos podem ter contribuido para a menor

adiposidade visceral dos animais HLP.
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Apesar da menor adiposidade visceral, a ingestdo do OP na dieta hiperlipidica ndo
melhorou a tolerancia a glicose. Nos inferimos que o excesso de gordura e de SFA da dieta
hiperlipidica possa estar relacionado. Sabe-se que disturbios do metabolismo da glicose
ocorrem rapidamente quando roedores sdo alimentados com dieta hiperlipidica. Cani et al.
(2008) observaram menor tolerancia a glicose em camundongos C57BL/6 alimentados com
dieta hiperlipidica (60 Kcal%), apos quatro semanas de tratamento. Nos também observamos
esse mesmo resultado quando alimentamos camundongos com dieta de padrao ocidental (43
Kcal%), apos doze semanas de tratamento (CESAR, 2015).

Est4 bem estabelecido que a sobrecarga de gordura dietética, em especial de SFA,
leva ao aumento de 4cidos graxos livres circulantes. Esses AG sdo capazes de se ligar a
receptores do tipo toll-like (TLR-4) na membrana celular, promovendo a ativacao das kinases
IkK e JNK (c-jun N-terminal kinase) que sdo proteinas intracelulares envolvidas em processos
de sinalizagdo (GAO et al., 2004). Ap6s serem ativadas, a IkK e a INK fosforilam o IRS-1 em
residuos de serina, reduzindo a atividade de tirosina quinase (IRS-1 e IRS-2) e a atividade da
PI3q (PROTEINAS RELACIOANADAS AO RECEPTOR DE INSULINA), o que
compromete a translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmadtica, culminando com menor
captagdo de glicose pela célula. (UENO et al., 2005; MAYER; BELSHAM, 2010)

Adicionalmente, estudos em humanos e animais demonstram que uma elevagao na
concentracdo plasmatica de acidos graxos advinda da maior ingestdo lipidica ou infusdo
intralipidica, resultam na elevacdo da producdo endogena de glicose (SALORANTA et al.,
1993). A producdo enddgena de glicose ¢ o resultado glicogendlise e da gliconeogénese
(HUNDAL et al., 2000). A taxa de gliconeogénese ¢ regulada e governada pela atividade de
diversas enzimas, tais como a fosfoenol piruvato carboxiquinase, a frutose-1,6 bifosfatase e a
glicose-1,6 fosfatase (PILKIS; GRANNER, 1992). Song et al. (2001) demonstraram em ratos
que o excesso de gordura dietética estimulou a gliconeogénese hepatica a partir da alanina
porque aumentou as concentragdes da enzima frutose-1-6-bifosfatase. Jin et al., (2013)
demostraram que a elevacdo da gliconeogénese a partir de glicerol em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica foi uma alteracdo metabdlica precoce, ja ocorrendo apds 3 dias de
alimentacao.

Assim, € provavel que a ingestdo do 6leo de pequi na dieta HLP tenha, de fato,
exercido algum efeito protetor na deposi¢do lipidica visceral, mas ¢ também provavel que a
sobrecarga lipidica associada a um maior aporte de SFA tenham sido os maiores determinantes

dos desfechos observados na tolerancia a glicose.
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Partindo do pressuposto de que o disturbio imunometabdlico da obesidade envolve
também a ativacdo do sistema imune da mucosa intestinal, nds partimos para a investigagao de
alteracdes em células envolvidas diretamente com a resposta imune e que podem ser ativadas
direta ou indiretamente através do seu contato com componentes da dieta que chegam na
mucosa do intestino delgado. Assim, nds investigamos alteracdes de fendtipo das células
imunes no compartimento intraepitelial e nas placas de peyer da mucosa do intestino delgado e
nos linfonodos mesentérico.

O aumento de leucocitos no intestino delgado do grupo HLP em relagdo ao grupo
HL nao pode ser explicado pelo aumento de linfécitos T e suas subpopulagdes, uma vez que
ndo houve aumento significativo dessas células nos referidos grupos. Assim, embora nao
tenhamos mensurado as células da imunidade inata no presente estudo, deve ser observada uma
possivel influéncia dessas células, no aumento de leucdcitos totais no intestino dos animais do
grupo HLP em relacdo ao grupo HL. As células da imunidade inata possuem o marcador de
superficie celular CD45, a qual é reconhecida como marcador de leucécitos. Tem sido
demonstrado aumento de macrdfagos, células dendriticas (DC) maduras e células NK no
intestino de humanos obesos (MONTEIRO-SEPULVEDA et al., 2015), e aumento relativo de
macrofagos e DCs no intestino de roedores alimentados com dieta hiperlipidica (JOHNSON et
al.,2015), o que pode ter contribuido para o aumento do percentual de leucocitos no intestino.

Pouco se sabe sobre a influéncia de dieta hiperlipidica nos subconjuntos de
macrofagos intestinais e células dendriticas, porém estd bem estabelecido na literatura a
influéncia de 4acidos graxos insaturados de cadeia longa na ativagdo dessas células. Derivados
de 4cidos graxos insaturados de cadeia longa que sdo gerados pela via da lipoxigenase, ativam
os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs), que sdo importantes
reguladores da diferenciag@o, desenvolvimento e metabolismo celular (FORMAN et al., 1995;
KLIEWER et al., 1995) amplamente expressos por macréfagos e células dentriticas (CLARK
et al., 2000).

Curiosamente, no que diz respeito aos macrofagos, a deteccio do PPAR-y pelos
derivados de 4cidos graxos insaturados, ativa somente os macrofagos do tipo M2 e protege
contra a ativa¢do do macréfago do tipo M1 e a resisténcia a insulina (ODEGAARD et al., 2007).
Os macroéfagos M2 desempenham papel no reparo tecidual, na angiogénese e na melhora da
inflama¢ao (LUMENG et al., 2007). Assim, inferimos que o acido graxo oleico presente no
6leo de pequi possa ter contribuido para a ativagdo e aumento da expressao de macrofagos do
tipo M2, o que pode ter contribuido para um reparo tecidual da parede intestinal dos animais

do grupo HLP.
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Adicionalmente, a interagdo entre as subpopulagdes de linfocitos e seus produtos
liberados pode explicar, em parte, a elevagdo no percentual de leucocitos totais observada no
intestino. O aumento da ordem de 15 % nas células T CD4+ nos linfonodos mesentéricos do
grupo HLP em relacao ao grupo HL, pode ter influenciado, pelo menos em parte, no aumento
do percentual de leucécitos do grupo HLP no intestino delgado. A relagdo dos percentuais de
células nos linfonodos e no intestino delgado pode ocorrer porqué, anatomicamente, existe
circulacao linfatica direta entre os linfonodos mesentéricos e o intestino delgado, sendo que o
jejuno ¢ drenado para os LNM médios e o ileo distal ¢ drenado para os segmentos distais dos
LNM (MOWAT et al., 2014). Curiosamente, as células T CD4+ possuem ampla habilidade de
trafego de 6rgdos linfoides para tecidos distantes (MORTON et al., 2014).

O TNF-a secretado pelas células T CD4+ ¢ um importante mediador da resposta
imune celular, dentre suas fungdes, ele favorece o recrutamento de leucécitos para o sitio de
inflamacao, por estimular o endotélio a expressar moléculas de adesdo e também por estimular
macrofagos e células endoteliais a secretarem quimiocinas, importantes no recrutamento
tecidual de leucocitos (APOSTOLAKI et al., 2010; WAJANT, 2009). Assim as células
diferenciadas nos linfonodos podem transitar diretamente para o intestino, 0 que, em Nnosso
estudo, pode explicar, em parte, o aumento da populagdo de leucocitos por recrutamento e
infiltracao do epitélio.

Concomitantemente, houve aumento no percentual de leucocitos nas placas de
peyer do grupo hiperlipidico que recebeu o 6leo de pequi (HLP) em relacdo ao grupo
alimentado apenas com a dieta hiperlipidica (HL). As placas de peyer sdo um importante local
de ativagao celular de linfocitos B em plasmocitos que foram apresentados a antigenos pelas
c€lulas dentriticas e macrofagos (KOBAYASHI et al.,2019). Embora nao tenhamos mensurado
os linfocitos B, o aumento da ativagao dessas células pode ter contribuido para a elevagao do
percentual de leucécitos totais nas placas de peyer.

Com relagdo aos linfocitos totais e suas subpopulacdes nos linfonodos
mesentéricos, verificamos que a diminui¢do no percentual de células T CD4+ no grupo CP em
relacdo ao grupo C (p<0,05) pode explicar os menores percentuais (53,43%), embora nao
significativos, de células T CD8+. As células T CD4+ estdo envolvidas na coativacdo das
células T CD8+ (JANSSEN et al., 2005; LAIDLAW, CRAFT e KAECH et al., 2016). Assim,
uma menor porcentagem de células T CD4+ em atividade pode influenciar em um menor
nimero de células T CD8+. Devido ao canal linfatico direto que permite a transi¢ao celular
entre os linfonodos mesentéricos e o intestino delgado (MOWAT et al., 2014), este resultado

pode ser explicado ainda pelo menor percentual de linfocitos totais no grupo CP com relagao
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ao grupo C (p<0,05) no intestino delgado, o que pode ter influenciado na reducdo das suas
subpopulagdes. Assim, uma menor populacdo de linfocitos totais refletiu na reducdo da
expressao de suas subpopulacdes.

Com base nestes resultados, a administracao do 6leo de pequi parece ter potencial
para suprimir a celularidade nos linfonodos. De Pablo et al. (1998) observaram redugdo na
proliferacdo de linfocitos isolados de bago e estimulados por lipopolissacarideos, em
camundongos Balb/c alimentados com 6leo de oliva em comparacao aos dleos de girassol ou
6leo de coco hidrogenado. Os resultados foram atribuidos ao conteudo de acido oleico e
compostos antioxidantes do 6leo.

Em principio, nds inferimos que o aumento do aporte de MUFA (4cido oleico) pode
ter sido responsavel, pelo menos em parte, por este efeito. Os acidos graxos predominantes no
6leo de pequi sdo MUFA (58,49 g.100g'), especialmente acido oleico (57,42g.100g")
(OLIVEIRA et al.,2017). Portanto, o a maior aporte de acido oleico resultante da administragao
do 6leo de pequi pode ter corroborado para esse resultado.

Em relagdo aos carotenoides, dentre as caracteristicas quimicas pelas quais esses
compostos podem contribuir com a resposta imune, esta a sua natureza hidrofobica, que facilita
a incorporagdo em diversas membranas, ¢ a atividade antioxidante. Quando incorporados na
membrana eles podem diminuir a peroxidacao lipidica, o que contribui para a melhoria da
funcionalidade dessas células. Além disso, alguns carotenoides, como o [-caroteno, sdo
precursores da vitamina A. A vitamina A (4cido retinoico, especificamente) tem funcdo na
diferenciagdo bem como na integridade celular, o que impacta significativamente na
manutenc¢ao da estrutura da mucosa (MUCIDA et al., 2007).

Além disso, o 4cido retindico possui papel na indugdo da tolerancia por redugao da
producdo de IFNy em células T CD4+ e CD8+ (VAN et al., 2009). Assim, em condi¢do de
homeostasia, hd uma atenuag@o do percentual e consequente resposta das células imunes contra
patogenos estrangeiros, antigenos alimentares e bactérias comensais. Em nosso estudo, os
animais do grupo CP ndo foram expostos a nenhum mitdégeno ou desafio imunologico. Assim,
os resultados encontrados indicam uma interacdo espontidnea dos componentes bioativos do
6leo de pequi com as referidas populagdes linfocitarias.

No presente estudo ndo verificamos alteragdes nas subpopulagdes de linfécitos
(CD4+ e CD8+) no intestino delgado, nas placas de peyer e nos linfonodos dos grupos HL e
HLP, embora algumas dessas células tenham apresentado mudancas interessantes em
porcentagem, porém nio significativas. E importante notar que nem todos os estudos

concordam com o tempo exato e a sequéncia que os eventos fenotipicos ocorrem (LUKE et al.,
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2015; MONTES et al., 2013). Luck et al., (2015) ndo observaram alteragdes significativas na
proporcao de subpopulagdes de linfocitos T com trés semanas de protocolo experimental. No
mesmo estudo, os autores encontraram aumento dos linfocitos T CD4+ e linfocito T CD8 no
intestino delgado de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica somente apds 12
semanas de experimento. Montes ef al., (2013) na administragdo de dieta com alto teor de
gordura e alto teor de sacarose a camundongos C57BL/6 encontraram aumento de células T
CD8+ somente apds 16 semanas de experimento.

Em principio, nos inferimos que um fator limitante para o resultado encontrado no
presente estudo pode ter sido o tempo do protocolo experimental, que foi realizado durante 10
semanas. Consistentemente, Winer et al., (2016) afirmam que a discrepancia de resultados entre
estudos se deva a diferenga de fatores ambientais como exemplo da dieta e a microbiota. [vanov
et al.,(2009) ponderaram que as variagcdes na mudanca no numero de subpopulagdes de T CD4+
entre os estudos provavelmente ocorrem devido as diferencas na duragdo da exposicao a dieta
hiperlipidica. Assim, o tempo de administragdo da dieta hiperlipidica nos grupos experimentais,
pode explicar, pelo menos em parte, a falta de alteragdo no niumero das referidas células T nos
compartimentos analisados.

Com relagdo aos linfocitos Tyd, no presente estudo, demonstramos aumento na
porcentagem de linfocitos Tyd nos grupos hiperlipidicos (HL e HLP) em relag@o aos controles
(C e CP) (p<0,05) no intestino delgado, mas ndo houve diferenca nos linfonodos e nas placas
de peyer. Nas placas de peyer também houve aumento dos linfocitos Tyd, embora nao
significativo, no grupo HL em relagdo ao grupo C (34%) e HLP (31%)).

Alguns estudos da literatura corroboram com o presente resultado, afirmando a
capacidade do excesso de gordura na elevagao dos linfocitos Tyo. Na investigacao de alteracdes
celulares em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica durante 3, 12 e 16
semanas, Luck ef al. (2015) observaram aumento de células Ty produtoras de IL-17, mas nao
produtoras de interferon em amostras do intestino delgado (Jejuno e ileo).

Estudos demonstram efeitos de compostos bioativos de alimentos na elevagao das
células Tyd (PERCIVAL, BUKOWSKI e MILNER, 2008), como MUFAs e carotenoides
(dados ndo publicados). Porém, no presente estudo, os nossos achados demonstram uma
influéncia da dieta hiperlipidica na elevagao percentual dessas células, sendo que o oleo de

pequi nao influenciou nos resultados.
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8 CONCLUSAO

A ingestao do 6leo de pequi em uma dieta hiperlipidica promoveu um aumento de
células imunes na mucosa intestinal dos camundongos. Nés acreditamos que, possivelmente,
este aumento tenha sido de células da imunidade inata, como os macrofagos, com consequente
melhora no reparo do epitélio intestinal, o que em ultima instancia, pode ter contribuido para a

perda de peso corporal observada nesses animais.
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