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1. Introducéo

Os acidos graxos (AGs) sdo compostos formados por uma cadeia hidrocarbonada e um grupamento
carboxila e podem ser classificados como saturados ou insaturados (quando apresentam pelo menos uma
insaturacdo). Os AGs podem ser obtidos a partir da dieta, pela acdo das lipases sobre os triacilgliceréis ou
sintetizados pelo préprio organismo através da sintese "de novo" (Pompéia e cols., 2000). Por outro lado,
existe um grupo de acidos graxos, denominados essencias, que s6 podem ser obtidos pela dieta (Pompéia e
cols., 2000). Dentre os &cidos graxos essenciais estdo aqueles da familia v -3, destacando-se os acidos a
-linolénico (C18:3), eicosapentaendico (C20:5: - EPA) e o docosa-hexaendico (C22:6 - DHA), que séo
precursores dos eicosanodides. Os eicosandides incluem as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs),
leucotrienos (LTs), lipoxinas (LXs), acidos hidroperoxieicosatetraendico (HPETES) e hidroxieicosatetraendico
(HETES) entre outros; potentes reguladores de funcdes celulares, podendo ser produzidos por quase todas
as células do organismo, apresentando efeitos autdcrino e paracrino (Marks e cols., 1996).

Sabe-se atualmente que os lipidios podem regular o metabolismo e a funcionalidade das células, ao
contrario do que se pensava no comeco do século passado, quando achava-se que os AGs seriam apenas
substratos energéticos e componentes estruturais de membranas (Pompéia e cols., 2000).

Os efeitos dos acidos graxos e dietas lipidicas sobre a funcao imunitaria tem despertado grande interesse da
comunidade cientifica. Os estudos nesta area foram intensificados nos ultimos anos pela elucidagdo das
funcdes dos eicosandides na modulacdo das respostas inflamatéria e imunitaria (Goldyne & Stobo, 1981;
Hwang, 1989) e pelo fato de que a via de metabolizacdo do acido araquiddnico para produzir esses
mediadores pode ser modulada por AGPIs de cadeia longa v -3, encontrados em alguns 6leos de peixes
marinhos (Hwang, 1989; Calder, 1996).

Em ratos alimentados com dietas ricas em &cidos oléico, linoléico e a -linolénico foi verificada inibicdo da
proliferacdo dos linfécitos do baco quando esses foram estimulados com concanavalina A (con A) (Calder e
cols., 1995). Reducédo de 55% a 64% na proliferacdo de linfécitos estimulados com Con A, quando tratados
“in vitro" com acidos graxos saturados de cadeia longa, AGs monoinsaturados e AGPIs tem sido reportada.
Entretanto, dietas enriquecidas com AGs saturados de cadeia média nao afetam a proliferacdo de linfocitos
(Otton e cols., 1998).

1/6



Em estudos sobre o efeito da suplementacéo da dieta de individuos saudaveis com AGPIs v -3 na producao
de citocinas em células polimorfonucleares do sangue periférico (PBMC), foi verificado que sob estimulo
com LPS, ha reducéo na producéo de IL-1a, IL-1b e TNF. Essas alteracbes retornaram aos valores normais
apos 20 semanas do término da suplementacédo em homens. Por outro lado, a suplementacédo nas mulheres
saudaveis causou diminui¢cdo na producéo de interleucinas (IL)-1b e TNF que foi proporcional ao tempo de
administracdo da dieta em mulheres jovens e idosas, exceto no caso da producédo IL-1b , que apresentou
diminuicdo somente em mulheres idosas. O estimulo com Con A também diminui gradativamente a
producéo de IL-6 em fun¢&o do tempo de tratamento, tanto em mulheres jovens quanto em idosas (Calder,
1998).

Conforme descrito acima, os AGs podem regular o metabolismo e a funcionalidade de leucécitos e este
efeito, € em parte, devido a alteracdo na transcricdo génica. EPA e DHA foram selecionados por
apresentarem efeitos marcantes na fungéo de leucdcitos, afetando as respostas inflamatoéria e imunitéria.
Destacam-se os efeitos benéficos dos AGPi v -3, tais como EPA e DHA em doencgas cardiovasculares,
autoimunes, esclerose multipla e certos tipos de cancer (Kremer, 1990; Chandraesedar, 1994; Calder, 1998;
Fernandes & Jolly, 1998). A determinacdo dos genes estimulados ou inibidos pelos efeitos desses acidos
graxos separadamente e bem como sobre funcionalidade (proliferacdo e producdo de citocinas), certamente
contribuira para explicar o mecanismo de acdo desses e identificar os beneficios da suplementacdo com
acidos graxos sob a funcéo do sistema imune em atletas treinados e bem como em humanos saudaveis,
deste modo conduzindo para o desenvolvimento de uma dieta a qual podera beneficiar os atletas em relagéo
as alteracbes do sistema imune promovidos pelo exercicio. No presente trabalho os aspectos da expressao
pleiotropica dos genes foi avaliada nas células Raiji.

2. Objetivos

Avaliar os efeitos dos acidos EPA e DHA sobre a expressao génica em células Raji

3. Desenvolvimento

3.1. Células — Linfécitos T (linhagem — Raji)

Raji sdo células leucémicas humanas, derivadas do linfoma de Burkit (Epstein e cols., 1966; Henle & Henle,
1966), e foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro.

3.2. Extrag&o do RNA total

O RNA total foi obtido a partir de 0,5-1 x 10’ células Raiji utilizando o reagente Trizol (Life Tecnologies,
Rockville, MD), de acordo com as recomendacbes do fabricante. O RNA foi quantificado por meio da
absorbancia a 260nm. A pureza do RNA foi avaliada por meio da relacdo 260nm vs 280 nm e a separagao
eletroforética em gel de agarose desnaturante 1% contendo brometo de etideo.
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3.3. Sintese da sonda de cDNA

As sondas de cDNA foram sintetizadas usando o sistema de marcacdo de RNA total Atlas Kit™ de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA). As sondas marcadas com *P
foram purificadas a partir dos nucleotideos nédo incorporados passando a mistura de rea¢do por uma coluna
(NucleoSpin Extraction Spin Columm; Clontech Laboratoreis).

3.4. Hibridacdo — macroaaray

Todas as solugdes utilizadas foram obtidas partir da empresa Clontech Laboratories. A membrana foi
pré-hibridada por 30 min. A 68° C em Express Hyb contendo 50 m g de DNA de esperma de Salméo
desnaturado.

3.5. Andlise dos resultados de Macroarray

AlteracBes na expressdo génica induzida pelo Acido Graxo foram analisados comparando com as células
ndo tratadas usando o software Array-Pro™, versdo 4 (Media Cyberneticsa , Silver Spring, MD). O ruido de
fundo local (background) foi subtraido a partir do valor da densidade de cada spot para obtenc&o do valor
real. Os spots com valores de intensidade média maior do que 1,2 vezes foram mensurados. A
Normalizagdo foi feita calculando a razé@o da intensidade total e usando o gene housekeeping (b -actina)
presente na membrana.

3.6.

RT-PCR

RT-PCR usando primers especificos foram utilizados para confirmar o diferencial de expressdo do mRNA
detectado pela analise do macroarray. A RT-PCR foi realizada utilizando os parametros descritos por Innis e

Gelfand (1990). O numero de ciclos foram selecionados permitindo a comparacao gquantitativa das amostras
de maneira linear. Para andlise semi-quantitativa, o gene da (b -actina) foi utilizado.

3.7. Andlise do produto d e PCR
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A andlise do produto de amplificacdo foram realizados em gel de agorase 1,5% contendo brometo de etideo
a partir da separacao eletroforética por 1 hora a 100 V. O gel foi fotografado usando Sistema de Camara
Digital DC120 ZOOM a partir da Kodak. As imagens foram processadas e analisadas no software Kodak
Digital Science 1D Image Anlysis (Invitrogen).

4. Resultados

4.1 Expresséo de genes pleotrépicos

4.2. Andlise de RT-PCR

Para validar o resultado da analise de macroarray, 5 genes foram selecionados e confirmados por RT-PCR.
Embora a magnitude néo foi idéntica, a direcdo de alteracéo de induzida pelo FA foi a mesma tanto para o
RT-PCR quanto para o macroarray. Os genes selecionados para a andlise de RT-PCR foram aqueles
envolvidos em aspecto importante na funcéo do linfocito-B incluindo a via de transducéo de sinal e apoptose.
Eles foram alterados pelo tratamento com DHA e EPA como indicado pela analise de macroarray. DHA
aumentou a expressdo de Bcl2. EPA aumentou a expressdo da fosfolipase A,, caspase 3, apoptose
regulador bcl-x, e Myc-proto-oncogene.

O efeito comparativo do DHA e EPA sob a expressao dos genes do linfécito B relativos a alguns aspectos da
funcéo celular incluindo via de sinalizando, defesa celular, reparo, apoptose e producgdo de citocinas. Dos 83
genes avaliados, 25 genes modificaram sua expresséo frente a no minimo um FA testado. A propor¢éo de
genes alterados pelas FA foi 8,4% para o DHA e 25,9% para EPA. O DHA aumento a expressao de 7 genes,
considerando que o EPA aumentou a expressao de 20 genes e somente um gene teve sua expressao
diminuida.

5. Considerac¢des Finais

O presente estudo promove evidéncias que EPA e DHA apresentam diferentes efeitos sobre a expresséao de
genes relacionados a variadas fungdes (ex. via transducéo de sinal).
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