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Resumo

Para entender a relagdo dos AGPI e proliferagao celular foram cultivadas linhagens
diferentes (SHSY-5Y, B16F10, B16F1, HelLa e MDCK) na presengca de
concentragdes diferentes (T1e T2) de 3 dleos polinsaturados (6leo de peixe, oleo de
figado de tubardo e oro inca). Em concluséo, os diferentes 6leos testados foram
capazes de aumentar a taxa proliferativa sendo influenciada pela dose e tipo celular.

Introducgao

Os AGPI estdo se consolidando como importantes nutracéuticos, adjuvantes
em varios tratamentos modulando o sistema imunolégico e favorecendo o
restabelecimento de fungbdes orgénicas prejudicados por tratamentos como uso de
quimioterapicos. Nosso grupo, mostrou recentemente, que mulheres sob tratamento
quimioterapico tiveram melhora importante no desempenho pulmonar quando
receberam oOleo de peixe em comparagdo ao grupo que nao recebeu esta
suplementacao (SUZUMURA et al., 2016).

Os acidos graxos polinsaturados (AGPI), em especial os extraidos de peixes,
tem sido alvo de diversas pesquisas gerando muitas publica¢des. Sendo apontados
como importantes moduladores da resposta imunologica, aléem de terem efeitos
antitumorais e serem associados a diminuicdo da caquexia que pode estar presente
em determinadas patologias cronicas (HARBIGE, 2003; IAGHER et al., 2013). Foi
demonstrado que em eventos traumaticos com comprometimento do sistema
nervoso a suplementagcdo com AGPI pode ter um efeito neuroprotetor, levando a
uma recuperagao funcional importante (MICHAEL-TITUS; PRIESTLEY, 2014).

Tentando determinar o beneficio ou ndo da suplementagcdo com AGPI. E se
este beneficio esta relacionado com o tipo celular estudado, é que se faz necessaria
uma busca mais aprofundada sobre os efeitos e mecanismos celulares disparados
pela presencga (suplementagao) deste nutracéutico.

Materiais e Métodos

Cultivo celular
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As diferentes linhagens celulares estudadas (SHSY-5Y, Hela, B16F10,
B16F1, MDCK) foram mantidas segundo as instrugbes especificas para cada
linhagem. Em linhas gerais: foram cultivadas em meio de cultura liquido apropriado
com suplementagdo com soro fetal bovino (SFB 10%) em estufa com umidade
controlada e 5% de CO..

Proliferacéo celular

Os ensaios de proliferagao foram realizados utilizando o corante Alamar Blue.
As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (1X10° a 5x10°). Foram
distribuidas em grupos controle (sem AGPI) e tratados (com OP, OF e Ol) mas
concentragbes 1:100 e 1:200 e foi adicionado o corante vital Alamar Blue (AB)
(concentragao final 10% v/v). Nos tempos 6h, 24h, 48h e 72h foi realizado o
monitoramento da fluorescéncia (excitacdo 530nm e emissao 590) ou da mudanca
de coloracéo do corante (570nm e 600nm) (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).

Preparacéo dos tratamentos

Um mililitro de cada um dos AGPI testados e 9 ml de soro fetal bovino (SFB)
foram complexados por 16 horas. Deste complexado foi retirado uma quantidade
suficiente para preparar uma solugdo 1:100 ou 1:200 (v/v) ( meio de cultura com
SFB e os 6leos) em meio de cultura apropriado sempre mantendo uma
concentracao final de SFB de 10%.

Resultados e Discussao

Padronizagdo para os ensaios de proliferacdo dos tempos e concentragdo dos AGPI
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Figura 1 — Ensaio para padronizagdo de tempo e das concentragcbes de AGPI para tratamento
diferentes linhagens celulares. A) Ensaio de proliferagdo pelo método colorimétrico com
Alamar Blue (550nm ref 600nm). Foram testadas diferentes concentragdes (1:10, 1:20 e
1:50) dos AGPI OP e OI. B) Ensaio de proliferagdo com as concentragdes mais diluidas
dos tratamentos. Método colorimétrico com AB (550nm ref 600nm). C) Ensaio de
proliferagcdo no tempo de 4h de tratamento com OP, OF e Ol na concentragao de 1: 50.
Método fluorimétrico com AB. D) Ensaio de proliferagdo no tempo de 4h de tratamento
com OP, OF e Ol na concentragéo de 1: 50. Método fluorimétrico com AB.
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Figura 2 — Ensaio de proliferagao celular. A a D) HeLa em 6, 24, 48 e 72h. E a H) B16F10 em 6, 24,
48 e 72h.laL) B16F1 em 6, 24, 48 e 72h. M a P) MDCK em 6, 24, 48 e 72h. Método AB.

Tabela 1 — Valores de significancia dos tratamentos com diferentes AGPI

HelLa B16F10

6h 24h 48h 72h 6h 24h 48h 72h
Cvs. OP T1 P T T pren Cvs.OPT1 T T pren pre
Cvs. OF T1 P P P P Cvs. OF T1 P P P P
Cvs. Ol T1 P P P P Cvs. Ol T1 p— p— —— p—
C VS. OP T2 ns Kkkk Kkkk Kkkk C Vs, OP T2 *k Kkkk Kkkk *kkk
C VS. OF T2 ns Kkkk Kkkk Kkkk C Vs, OF T2 Hkkk Kk Kkkk kK
Cvs. Ol T2 P P P P Cvs. OI T2 P P P P
OP T1 VS. OF T1 ns Kk Kkkk Kkkk OP T1 VS, OF T1 ns Kk Kkkk *kkk
OP T1vs. Ol T1 T pren pree pren lOP T1 vs. OI T1 T pren pren Py
OP T1 vs. OP T2 o pren pree pren OP T1 vs. OP T2 " vy vy .
OP T1 vs. OF T2 o pren pree pren OP T1 vs. OF T2 e vy vy .
OP T1vs. Ol T2 T pren pree pren OP T1vs. Ol T2 p— vy vy .
OF T1vs. Ol T1 T pren pree pren OF T1vs. OI T1 p—— vy vy .
OF T1vs. OP T2 ns ** ns il IOF T1vs. OP T2 ns ns ns ns
OF T1vs. OF T2 * ek ek ek IOF T1vs. OF T2 ns * ns **
OF T1vs. Ol T2 T pren pree pren IOF T1 vs. O1 T2 T pren pren Py
Ol T1vs. OP T2 T pren pree pren O T1 vs. OP T2 p—— vy vy .
Ol T1vs. OF T2 T pren pree pren O T1 vs. OF T2 p—— vy vy .
Ol T1vs.OI T2 ns ek ek ek Ol T1vs.OI T2 ns ek ns el
OP T2 vs. OF T2 ns * ek ek IOP T2 vs. OF T2 ** ns ns Hrex
OP T2 vs. Ol T2 T T pree pree lOP T2 vs. OI T2 T pren pren pre
OF T2 vs. Ol T2 T pren pree pren OF T2 vs. Ol T2 p—— vy vy .

B16F1 MDCK

6h 24h 48h 72h 6h 24h 48h 72h
Cvs. OP T1 T T T pren Cvs.OPT1 preT T pren pren
Cvs. OF T1 o pren pree pren ICvs. OF T1 pre pree pree P
Cvs. Ol T1 T pren pree pren Cvs. Ol T1 o vy ——
Cvs. OP T2 ns il il il ICvs. OP T2 ns ns il
C vs. OF T2 ns il il il IC vs. OF T2 ns ns ns
Cvs. Ol T2 pren pren pree pren Cvs. Ol T2 pree T T
OP T1vs. OF T1 ns ek ek ek OP T1 vs. OF T1 ns ns Hax il
OP T1vs. Ol T1 pren pren pree pren OP T1 vs. Ol T1 o vy s
OP T1 vs. OP T2 * pren pree pren OP T1 vs. OP T2 .y vy ——
OP T1vs. OF T2 ns ek ek ek IOP T1vs. OF T2 sl el whak
OP T1vs. Ol T2 pren pren pree pren lOP T1 vs. OI T2 pre pree ns
OF T1vs. Ol T1 T pren pree pren OF T1vs. OI T1 o vy ——
OF T1vs. OP T2 ns ns ns > IOF T1vs. OP T2 il wx ns
OF T1vs. OF T2 ns ns * * IOF T1vs. OF T2 i il ns
OF T1vs. Ol T2 pren pren pree pren OF T1vs. Ol T2 o vy ——
Ol T1vs. OP T2 T pren pree pren O T1 vs. OP T2 o vy ——
Ol T1vs. OF T2 P P P P O T1 vs. OF T2 p— pw—y —
Ol T1vs. Ol T2 * P P P oI T1 vs. Ol T2 p— pw—y -
OP T2 vs. OF T2 ns ns il il IOP T2 vs. OF T2 ns ns ns
OP T2 vs. OI T2 P P P P lOP T2 vs. OI T2 Py P P
OF T2 vs. Ol T2 T T prem pree OF T2 vs. Ol T2 . vy ——

ns = nao significante; * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001.
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Os resultados sugerem que o OP e Ol podem influenciar a proliferacdo nas
primeiras horas. O OF teve um efeito proliferativo menos intenso. Na comparagao
quanto ao tipo celular percebeu-se pequenas diferencas quando comparamos dois
tipos celulares relacionados (linhagens B16F10 e F1).

O OP é rico em AGPI n-3, enquanto o Ol é rico em acido graxo alfa-linolénico
(ALA), considerado um AGPI parental, isto €, é um precursor de AGPI n-3
(SCHIESSEL et al.,, 2016) O OF & uma fonte de alquilglicerdis, o qual tem sido
estudado como um agente antitumoral em varios testes clinicos (IANNITTI;
PALMIERI, 2010). A figura 1 mostra os ensaios com SHSY-5Y para padronizagéo do
ensaio de proliferacdo. Escolheu-se a dose de 1:100 e 1:200, pois a dose 1:50
apresentava goticulas de gordura que poderiam interferir nas leituras.

A Hela (adenocarcinoma humano) apresentou taxa proliferativa aumentada
com 6h para o T1 com OP, OF e Ol e para o T2 com Ol. A taxa proliferativa passa a
ser significante para todos os tratamentos a partir de 24h (figura 1 e tabela 1).

B16-F1, quando comparada a B16F10 tem menor potencial metastatico
(BOIA-FERREIRA et al., 2017). B16F10 também s&o mais resistentes a tratamento
com quimioterapicos como o metotrexate (CILLO et al., 1987) . Assim, espera-se
que B16F1 apresente uma resposta mais branda quando estimulada a proliferar.

Conclusoées: O Ol inca teve maior capacidade de induzir proliferagdo em todas as
linhagens, seguida pelo OP. O PF foi o tratamento com menor taxa proliferativa. Os
tratamentos apresentaram efeito proliferativo dose dependente.
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