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RESUMO

GORJAO, R. Efeitos dos éacidos graxos sobre a via de sinalizacdo da
interleucina 2 em linfocitos humanos. 2008. 155 f. Tese (doutorado em
fisiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2008.

Neste estudo investigamos os efeitos de concentragbes crescentes
dos acidos palmitico (PA), estearico (SA), oléico (OA), linoléico (LA), docosa-
hexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA) sobre a capacidade proliferativa
de linfécitos e as vias intracelulares envolvidas neste processo. Apds a
determinacao das concentragdes nao toxicas avaliamos o efeito dos diferentes
acidos graxos (AGs) (50 uM para SA, PA, DHA e EPA e 25 uM para OA e LA)
sobre a inducéo da capacidade proliferativa exercida pela IL-2. Posteriormente,
a fosforilagdo das proteinas envolvidas com a via de sinalizag&o intracelular
ativada por esta citocina como JAK1 e 3, STAT 5, ERK1/2 e Akt foi avaliada
ap6s uma hora de incubagdo com os AGs. A fosforilagdo de outra proteina
envolvida com proliferacdo celular, a PKC-zeta, também foi avaliada. A
externalizacdo da subunidade alfa do receptor de IL-2 (CD25-alfa) na
membrana plasmatica foi analisada por citometria de fluxo e a distribuicido dos
lipid rafts na membrana por microscopia de fluorescéncia. Os acidos oléico e
linoléico estimularam a proliferacdo de linfocitos na concentragcéo de 25 uM e
inibiram-na a partir de 100 uM, promovendo a morte destas células em 200 uM.
PA e SA inibiram a proliferagao a partir de 50 uM e promoveram morte celular
a partir de 100 uM. EPA e DHA inibiram a proliferagao de linfécitos a partir de
25 e 50 uM, respectivamente. Ambos foram tdxicos para estas células em 75
uM. Quando os linfocitos foram tratados concomitantemente com a IL-2 e os
AGs, observou-se que PA, SA, DHA e EPA inibiram o efeito estimulatério sobre
a proliferacao celular induzido pela IL-2. Estes AGs promoveram diminui¢ao da
porcentagem de células na fase S e G2/M e aumento em G1. Por outro lado,
OA e LA acentuaram o efeito estimulatério da IL-2. O tratamento dos linfocitos
com os AGs levou ao acumulo de lipidios neutros no interior das células a partir
de uma hora de incubagdo. PA, SA, DHA e EPA inibiram a fosforilagdo de
JAK1, JAK3 e STATS induzida pela IL-2 em linfocitos sem alterar a expresséo

total destas proteinas. OA e LA ndo exerceram efeito sobre a fosforilagao



destas proteinas. Em relagcdo a cascata da Ras-MAP quinases, EPA, DHA e
PA também promoveram diminuicao da fosforilagdo de ERK 1/2 induzida por
IL-2, sendo que o efeito do DHA foi mais pronunciado. Por outro lado, OA e LA
acentuaram o efeito estimulatério da IL-2 sobre a fosforilagdo da ERK 1/2. Em
relagdo a via da PI3K-Akt, DHA, EPA, PA e SA promoveram diminuicido da
fosforilacdo de Akt e OA e LA nao exerceram efeito significativo. Ja a
fosforilagdo da PKC-zeta foi estimulada apenas por OA e LA. Este estimulo foi
inibido na presenga do inibidor da fosfatidilinositol 3 quinase (wortmannin). A
porcentagem de células que expressavam CD25 em sua superficie diminuiu
nas células tratadas com DHA, SA e PA. Os outros AGs, ndo exerceram efeito
significativo. A expresséo total de CD25 nao foi alterada por qualquer dos
tratamentos. Apenas o DHA promoveu alteragdo da distribuicdo de lipid rafts.
Os resultados obtidos sdo sugestivos de que o efeito inibitério sobre a
proliferacdo de linfécitos promovido por PA, SA, DHA e EPA ocorreu devido a
diminuicao da fosforilacdo de JAK/STAT, ERK e AKT induzida pela IL-2.
Provavelmente, OA e LA estimularam a proliferacdo de linfocitos aumentando a
fosforilagdo de ERK 1/2 através da ativacdo de PKC-zeta. A inibicdo da
fosforilagao de JAK1, JAK3, STAT 5, ERK1/2 e Akt exercida por DHA esta
associada a uma alteragdo na distribuicdo dos lipid rafts na membrana

plasmatica.
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Interleucina-2, Proliferagao.



ABSTRACT

GORJAO R. Regulation of IL-2 signaling by fatty acids in human
lymphocytes. 2008. 155 f. PhD thesis (Physiology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The effect of increasing concentrations of palmitic (PA, C16:0), stearic
(SA, C18:0), oleic (OA, C18:1,n-9), linoleic (LA, C18:2n-6), docosahexaenoic
(DHA, C22:6 n-3) and eicosapentaenoic (EPA, C20:5 n-3) acids on lymphocyte
proliferation was investigated. The maximal non-toxic concentrations of these
fatty acids for human lymphocytes in vitro were determined. It was also
evaluated whether these fatty acids at non-toxic concentrations affect IL-2
induced lymphocyte proliferation and cell cycle progression. Afterwards, the
effect of these fatty acids (FA) on interleukin-2 (IL-2) signaling pathway in
human lymphocytes was investigated after one hour treatment. Lipid raft
distribution was analyzed by fluorescence microcopy. OA and LA increased
lymphocyte proliferation at 25 yM and at higher concentrations (75 uM and 100
MM) inhibited it. Both fatty acids promoted cell death at 200 uM. PA and SA
decreased lymphocyte proliferation at 50 yM and promoted cell death at
concentrations of 100 yM and above. EPA and DHA decreased lymphocyte
proliferation at 25 and 50 uM respectively, being toxic at 75 pyM. PA, SA, DHA
and EPA decreased the stimulatory effect of IL-2 on lymphocyte proliferation,
increasing the percentage of cells in G1 phase and decreasing the proportion of
cells in S and G2/M phases. OA and LA caused an even more pronounced
effect. The expression of CD25-qa. in the cell surface was increased by DHA, SA
and PA but it was unaffected by EPA, OA and LA. PA, SA, DHA and EPA
decreased JAK1, JAK3, STAT5 and AKT phosphorylation induced by IL-2 but
OA and LA did not cause any effect. OA and LA increased ERK1/2
phosphorylation whereas the other FA caused a marked decrease. PKC-(
phosphorylation was decreased by OA and LA and it was not altered by the
remaining FA. This stimulatory effect was inhibited in the presence of
wortmannin (an inhibitor of PI3K). Only DHA altered lipid raft distribution. In
conclusion, the inhibitory effect of PA, SA, DHA and EPA on lymphocyte
proliferation was due to a decrease in IL-2 activation of JAK/STAT, ERK and

AKT pathway activated by IL-2. Probably, OA and LA stimulated lymphocyte



proliferation by increasing ERK 1/2 phosphorylation throught PKC-{ activation.
The inhibition of JAK1, JAK3, STATS, ERK1/2 and Akt phosphorylation caused

by DHA is associated to a change in lipid raft distribution.

Key words: Fatty acids; Intracellular signaling; Lipid raft; Proliferation;

Lymphocytes; Interleukin 2



1 INTRODUCAO

1.1 Ativagao de linfocitos

A ativacdo de linfécitos exerce papel importante em muitas
patologias, principalmente nas doengas reumaticas. Porcentagens elevadas de
linfécitos T sdo encontradas no sangue periférico de pacientes com lupus
eritematoso (CHAN; LAU; ZOLA, 1996; TOKANO et al., 1997), nas articulagbes
inflamadas de pacientes com artrite reumatoide (HIROSE; GOTO; OKUMURA,
1990; FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 1995) e nas glandulas de pacientes
com a sindrome de Sjogren (LINDAHL et al., 1985). Drogas que inibem a
ativacdo de linfocitos como a ciclosporina A melhoram o quadro de varias
doengas autoimunes (ZEIDLER et al., 1998; FILACI; BACCHETTA; ZANETTI,
1999).

Os linfécitos T podem ser ativados quando reconhecem peptideos
apresentados pelas células apresentadoras de antigeno. Para o
reconhecimento dos antigenos, os linfécitos T tém receptores complexos (TCR)
que se ligam aos peptideos especificos e que podem estar ligados a molécula
de histocompatibilidade (MHC) na superficie das células apresentadoras de
antigenos (APC). Os linfécitos T CD8" reconhecem os peptideos ligados a

MHC classe | e os linfécitos T CD4" aqueles ligados a MHC classe |I.

Para a ativacao efetiva das células T evitando a apoptose, uma acao
coestimulatéria é requerida. Esta coestimulagcdo pode ser mediada por
receptores diferentes, dentre os quais o CD 28 é o mais proeminente, mas
varios outros também foram descritos (GREENFIELD; NGUYEN; KUCHROO,
1998; CHAMBERS; ALLISON, 1999; WATTS; DEBENEDETTE, 1999). A
estimulacdo das células T por antigenos, anticorpos anti-CD3 ou lectinas
mitogénicas levam a producédo de IL-2 e expressdo dos receptores de alta
afinidade para esta citocina na superficie das células (SMITH, 1988; STANLEY
et al.,, 1990). A ligacdo da IL-2 ao seu receptor promove proliferacédo e
sobrevivéncia dos linfécitos T (TKACZUK et al., 2002).

1.1.2 Vias de sinalizacdo desencadeadas pela estimulacdo do TCR



O complexo TCR existe em duas formas distintas, TCR o e TCR v9,
que definem as diferentes linhagens de células T. Além destes heterodimeros,
existem as cadeias do complexo CD3 chamadas de v, d, € e &. Esta ultima é
representada duas vezes em cada complexo. Os co-receptores CD4 ou CD8
também fazem parte deste complexo (ARINGER, 2002; OKKENHAUG et al.,
2004) (Figura 1).

As cadeias TCR o e [ ligam-se a antigenos especificos
apresentados como peptideos pelas moléculas do MHC, enquanto que o CD4
reconhece a propria molécula do MHC Il, ocorrendo o mesmo entre CD8 e
MHC |. Os TCRs ligam-se com eficiéncias variadas aos peptideos
apresentados. Os efeitos desta variabilidade na ligagao antigeno-TCR parecem
seguir um modelo cinético. Neste modelo, varias etapas de fosforilagdes
consecutivas que culminam em uma resposta celular ocorrem. Estas etapas
nao se completam se a ligagdo do receptor ao antigeno for muito fraca para
promover uma associagao estavel por tempo suficiente. Desta forma, outros

elementos também estdo envolvidos neste mecanismo de ativacéao.

A multifosforilagdo de tirosinas das ITAMs (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) localizadas na cadeia £ do CD3 exercem papel
fundamental no processo de ativagdo dos linfécitos (Figura 1). As ITAMs
consistem de duas repeticdes, cada uma contém um residuo de tirosina e uma
lisina nas posicbes 1 e 4, respectivamente, e de seis a oito aminoacidos
espacgadores entre eles. As cadeias CD3 v, 6 e € contém uma ITAM cada; cada

cadeia & carrega trés delas (KERSH; SHAW; ALLEN, 1998).

As ITAMs tornam-se sitios de ancoramento de proteinas logo que
seus residuos de tirosina s&o fosforilados pelas proteinas Lck (ligadas pelos
receptores CD4 ou CD8) ou Fyn, pertencentes a famila das proteinas quinases
Src. Estas duas quinases, sozinhas ou em combinagdo, atuam na primeira
etapa de sinalizagdo do TCR. Entretanto, ambas as quinases sao auxiliadas
por uma fosfatase, chamada de molécula CD45, que € essencial para a
ativacdo da célula T. Esta fosfatase remove um fosfato da tirosina

carboxiterminal das quinases.



A Lck interage com a porgao citoplasmatica dos co-receptores CD4
e CD8. Estes receptores ligam-se as moléculas do MHC nas APCs durante a
apresentacdo do antigeno, trazendo a Lck para proximo do TCR, facilitando a
fosforilacdo das ITAMs (RAZZAQ et al., 2004). A importancia da proteina Lck
na via de sinalizacdo do TCR foi demonstrada em camundongos deficientes
para o gene que codifica esta proteina. Nestes animais foi observada
diminuicdo da capacidade proliferativa das células T quando estimuladas no
TCR (MOLINA et al., 1993).

As préximas etapas apds a ativacédo de Lck e Fyn envolvem as
proteinas tirosina quinases ZAP-70 e Syk. Estas proteinas ligam-se as ITAMs
com ambas as tirosinas fosforiladas. Através deste processo de ligagdo, Syk é
imediatamente ativada, enquanto que ZAP-70 requer fosforilacdo adicional de
seus residuos de tirosina pela familia das proteinas quinases Src. Em
humanos, a auséncia de ZAP-70, como observado em alguns pacientes, leva a
uma imunodeficiéncia severa caracterizada por perda de CD8" enquanto que
células CD4" maduras n&o respondem a estimulagdo de TCR (ARPAIA et al.,
1994; CHAN; DESAI; WEISS, 1994).

Nas vias posteriores a ativagéo de Syk e ZAP-70, as proteinas LAT
(linker for activation of T cells), SLP-76 e fosfolipase Cy1 (PLCy1) sao
fosforiladas (OKKENHAUG et al., 2004). LAT é uma proteina adaptadora
transmembréanica que recruta o complexo SLP-76/Vav, PLCy1, fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) (SASAKI et al., 2002), a proteina adaptadora Grb2 e outras
moléculas sinalizadoras para a membrana celular (ARINGER, 2002). Este
processo leva ao surgimento de microdominios ricos em glicolipidios que sao

necessarios para que ocorra a sinalizacao de forma eficiente.

SLP 76 é uma proteina adaptadora que se liga a Vav e Nck. Vav é
um fator de troca do nucleotideo guanina para as GTPases Rac e Rho, que
estdo envolvidas com a ativacdo de ERK e NF-xkB (COSTELLO et al., 1999).
Vav é ativada pela familia das quinases Src através da fosforilagdo em tirosina
(AGHAZADEH et al., 2000). Nck € uma proteina adaptadora que recruta a
quinase de serinal/treonina Pak, proteina essencial para a reorganizagao de
actina e proliferagéo induzida pelos sinais de TCR. A SLP-76 leva a ativacao de

Ras, onde a proteina Grb2 e o fator de troca de guanina Sos também exercem



papel fundamental neste processo (LAW; SIDORENKO; CLARK, 1994). Isto
leva a ativagdo consecutiva de Raf, proteina quinase quinase ativada por
mitogeno (MEK) e quinase regulada por sinal extracelular (ERK). A agéo de
enzimas, das moléculas adaptadoras e de segundos mensageiros de forma
coordenada promove aumento da atividade de fatores de transcricdo como
(NF)-AT, AP-1 e NF-xB e expressao de proteinas como CD69, CD25 e IL-2
(RAZZAQ et al., 2004) (Figura 1).

Finalmente, SLP-76 é requerida para a ativagcao de fosfolipase C
(PLC)-y, onde outras moléculas adaptadoras parecem exercer papel
fundamental. Desta forma, PLC leva a produgdo resultante de IP; e
diacilglicerol (DAG). Estes segundos mensageiros induzem aumento da
concentracdo de Ca** intracelular e ativagdo da proteina quinase C (PKC)
(ARINGER, 2002). Os membros da familia da PKC podem levar a ativacao de
NF-xB resultando em aumento da expressao de IL-2 e CD25 (MANICASSAMY;
GUPTA; SUN, 2006).

Sob algumas circunstancias, através da estimulagdo com lectinas
mitogénicas e anticorpos anti-CD3, o processo de ativagdo da PLC e aumento
intracelular de Ca** parecem ser obrigatérios para que ocorra a secregao de IL-
2. Entretanto na presenca de ester de forbol e em certas linhagens mutantes de
linfocitos T, a secregcdao de IL-2 parece ser independente da PLC e do
conseqiiente aumento da concentracdo de Ca®" intracelular (STANLEY et al.,
1990). Ja o aumento no conteudo de fosfotirosina € uma etapa obrigatéria para
que ocorra a produgao de IL-2. A pré-incubacgao dos linfocitos T com inibidor de
tirosina quinase promove inibicdo total da producédo de IL-2 por estas células
(STANLEY et al., 1990).

1.1.3 Regulacdo da sinalizagdo de TCR pelos microdominios de

membrana

Lipid rafts sdo microdominios especializados existentes na
membrana plasmatica com uma composi¢ao lipidica que € diferente da
bicamada rica em glicerofosfolipidios. Os lipid rafts sao ricos em

glicoesfingolipidios, esfingomielina e colesterol que € um componente estrutural



fundamental. A formagao destes rafts na membrana pode ser regulada pelo
tipo e concentracao de lipidios presentes na bicamada lipidica. O agrupamento
de miristato e palmitato na por¢do N-terminal de Lck promove a ancoragem
desta proteina na membrana e governa o seu direcionamento para os lipid rafts
(KOEGL et al., 1994; KABOURIDIS; MAGEE; LEY, 1997). Além desta proteina,
a molécula adaptadora LAT também esta localizada nestas regides (BRDICKA;
CERNY; HOREJSI, 1998).

Uma lista de moléculas sinalizadoras, além de Lck e LAT, parece
translocar para os microdominios de membrana apds estimulagao de TCR. O
receptor CD4" esta ligado aos lipid rafts através de interagdes com Lck e de
sua palmitoilagdo nos dois residuos de cisteina proximos a membrana (FOTI et
al., 2002) (FRAGOSO et al., 2003). A estimulagdo de CD4" promove indugdo
de agregacado dos lipid rafts e aumento dos agrupamentos moleculares na
sinapse imunolégica (FRAGOSO et al.,, 2003; BALAMUTH; BROGDON;
BOTTOMLY, 2004).

A ativacdo das células T por super antigenos é mediada por eventos
sinalizadores que ocorrem nos microdominios da membrana (PIZZO et al.,
2004). Acredita-se que a afinidade dos TCRs pelos dominios de lipid rafts
aumenta apds a sua estimulagdo. No entanto, esta situacdo nido esta bem
esclarecida, pois ainda n&o existem evidéncias ligando a ativagédo de vias de
sinalizacdo com o aumento da afinidade de TCR aos lipid rafts (RAZZAQ et al.,
2004).

A importancia dos lipid rafts na sinalizacdo dos TCRs foi sugerida a
partir de experimentos onde as células T foram tratadas com agentes
depletores de colesterol como a metil-B-ciclodestrina e observou-se inibigdo

das vias de sinalizag&o, por rompimento dos lipid rafts (XAVIER; SEED, 1999).

Outras moléculas que participam da via de sinalizagado do TCR e que
sdo recrutadas para estes microdominios sdo ZAP-70 e a PLCy1 (JANES; LEY;
MAGEE, 1999; VERI et al., 2001). O substrato para a PLC, PIP, esta presente
em grande quantidade nos lipid rafts, sugerindo que estes microdominios
representam o principal sitio de agdo da PLC (LIU et al., 1998). As proteinas

Grb2 e Sos que regulam a atividade de Ras também s&o recrutadas para estas



regides (FINCO et al.,, 1998), assim como a PKC6 que exerce papel
fundamental na via de estimulagdo do NF-kB (KHOSHNAN et al., 2000). Além
da presenca de proteinas tirosina quinases envolvidas com a via de ativacao

do TCR, existem também fosfatases associadas aos lipid rafts e que exercem

papel fundamental nos processos de ativacdo dos linfocitos (RAZZAQ et al.,
2004).

actina

0 receptor @® quinase @ fosfatase o Lipid raft <» GTPase

0 ITAM —. fosforilacdo — desfosforilacdo [ adaptador [1] Fatorde transcricdo

Figura 1- Cascatas de sinalizagcdo estimuladas pelo TCR. Representacdo
esquematica dos principais componentes da cascata de sinalizagao
desencadeada pelo reconhecimento de um antigeno pelo TCR (RAZZAQ
et al., 2004). AP-1, proteina ativadora 1; DAG, diacilglicerol; ERK, quinase
regulada por sinal extracelular; LAT, linker for activation of T cell; Lck,
proteina tirosina quinase especifica de leucdcitos; MEK, proteina quinase
quinase ativada por mitégeno; MHC, molécula de histocompatibilidade;
NF, fator nuclear; PLC, fosfolipase C; PKC, proteina quinase C; SLP-76,
proteina 76 kD especifica de leucécitos; Sos, son of sevenless; ZAP-70,
proteina 70 kD associada a cadeia zeta.



A IL-2 é uma citocina secretada pelos linfécitos T quando ocorre
estimulacao por antigenos, lectinas e anticorpos anti-CD3 que esta relacionada
com a regulagdo de aspectos importantes do metabolismo de linfocitos,
proliferacéo e diferenciacdo. A IL-2 foi o primeiro fator de crescimento de célula
T a ser molecularmente clonado sendo a citocina de escolha para a
propagacao das células T em cultura (SMITH, 1988). Esta citocina é infundida
em pacientes com AIDS para aumentar o numero e a fungdo de células T
(PAHWA; MORALES, 1998).

A producao de IL-2 ocorre quando ha estimulo do TCR ativando vias
de sinalizacdo que foram descritas no item anterior. Outras vias que regulam a
producao e secregao de IL-2 tém sido descritas nos ultimos anos. Algumas das
proteinas envolvidas neste processo sdo as caspases. A incubacao de
linfocitos humanos com bloqueadores de caspases promove inibicdo da
producao de IL-2 e da atividade do fator de transcricao NF-xB, levando a uma

diminuicao da capacidade proliferativa destas células (FALK et al., 2004).

1.2.1 Receptor de IL-2 (IL-2R)

A IL-2 liga-se a receptores de superficie nas células (IL-2R) levando
a ativacao dos linfécitos T (TKACZUK et al., 2002). A ligagéo da IL-2 ao seu
receptor promove o inicio da proliferacdo da célula T regulando a transicao da

fase G4 para a S do ciclo celular (WANG et al., 2004) nos linfécitos ativados.

O IL-2R é composto pelas cadeias o (CD25), B (CD122) e y (CD132)
que se ligam a IL-2 com diferentes afinidades, sendo que a afinidade maxima
ocorre quando as trés cadeias estao presentes; afinidade intermediaria quando
apenas as cadeias 3 e y estdo presentes e pouca afinidade quando apenas a
subunidade a esta presente (TKACZUK et al., 2002). O IL-2R é modificado pelo
estado de ativacdo da célula T, visto que os linfécitos circulantes inativos, ou
seja, em repouso, expressam apenas as cadeias e y (HATAKEYAMA et al.,
1989). Quando o antigeno é reconhecido pelo TCR, a cadeia o € expressa
combinando com as cadeias 3 e y para formar o receptor de alta afinidade
(KACZMAREK; CALABRETTA; BASERGA, 1985), ocorrendo aumento da

sensibilidade da célula a IL-2 (Figura 2). As cadeias B e y s&0 responsaveis



pela transmissao do sinal desencadeado pela ligagao da IL-2 ao receptor, pois
a porgao citoplasmatica destas cadeias apresenta sitios de ligagdo para outras
proteinas. Ja a cadeia a apresenta uma porgéo citoplasmatica curta e nao
participa da transmissao do sinal sendo apenas fundamental para a ligacéo da

IL-2 ao seu receptor.

LGS

subunidade a

subunidade y

subunidade B

Figura 2- Ligagao da IL-2 ao IL-2R promove heterodimerizagdo das subunidades B ey.

A principal via de sinalizagao ativada pela ligagado da IL-2 ao seu
receptor (IL-2R) é a JAK/STAT. A sinalizacao intracelular pelo IL-2R também
pode envolver a ativagao de outras vias para a ativagcdo completa dos linfocitos,
como das proteinas Ras-Raf1-ERK1/2 (SATOH et al., 1991; TURNER et al.,
1991; GRAVES et al., 1992), (KARNITZ et al., 1995) e PI3K-Akt (AUGUSTINE;
SUTOR; ABRAHAM, 1991) (Figura 3).

Um dominio proximo a regido da membrana (dominio PROX) da
subunidade y promove ativagdo de Ick. Esta proteina pode estimular a PI3K
desencadeando a ativagdo da Akt ou proteina quinase B (mecanismo descrito

posteriormente) resultando na protecdo contra a ocorréncia de apoptose



(ELLERY; NICHOLLS, 2002). No entanto, esta via ndo é a principal
responsavel pela ativagcao de PI3K. Além disso, este mecanismo é importante
para a sobrevivéncia das células na circulacao periférica, mas ndo permite que

ocorra proliferagao.

Quando os linfocitos estdo no estado de repouso, a expressao da
proteina JAK3 é suprimida e em muitos casos s6 € ativada apos estimulagao
do IL-2R. Para que os linfocitos proliferem a expressao de JAK3 é fundamental.
Quando os linfocitos sdo estimulados através do TCR ocorre indugdo da
expressado de JAK3 juntamente com a subunidade CD25 levando a formagéao
do receptor de alta afinidade que responde completamente a agcdo da IL-2
(ELLERY; NICHOLLS, 2002).

1.2.2 Via JAK/STAT

Apods a ligagao da IL-2 ao receptor, ocorre heterodimerizagdo das
subunidades 3 e y ativando a transfosforilagdo das proteinas associadas Janus
Kinase 1 (JAK1) e JAK3 respectivamente (RUSSELL et al., 1994; KIRKEN et
al., 1995). As JAKs ativadas fosforilam residuos de tirosina do receptor criando
sitios de ligacdo para os fatores ativadores de trancricdo STAT5a/b que
possuem dominio SH,. As JAKs fosforilam STAT nos residuos de tirosina
promovendo a sua dissociagao do receptor. A seguir, os STATs dimerizam-se e
translocam-se para o nucleo ligando-se a sequéncias especificas do DNA
estimulando a transcricdo génica. A agdo dos STATs sobre a transcrigdo
génica resulta no controle do crescimento celular, diferenciacédo e resposta
imune (RUSSELL et al., 1994). No nucleo existe atividade tirosina fosfatase
que bloqueia o processo de ativacdo da transcricdo pela desfosforilagdo dos
STATs, que sao exportados novamente para o citoplasma (HASPEL;
DARNELL, 1999).

Embora a fosforilagdo em tirosina dos STATs seja fundamental para
a sua ativagao, a fosforilagdo nos residuos de serina também regula a sua
atividade transcricional (ZHANG et al., 1995; PARK et al., 2001) alterando a
expressao de genes ativados por este fator de transcricdo. O STAT 5a pode

ser fosforilado em dois sitios de serina Ser’?®> e Ser’”® e o STAT 5b pode ser



fosforilado na Ser® (PARK et al., 2001). A fosforilagdo em serina dos STAT5
foi observada em células e tecidos estimulados por ligantes como GH
(DINERSTEIN-CALI et al., 2000), prolactina (KIRKEN et al., 1997) e IL-2
(BEADLING et al., 1996). Nos linfocitos T tratados com inibidor de serina
quinase H7, que bloqueia a fosforilacdo de serina do STATS5, observou-se que
a atividade transcricional de STATS estimulada por IL-2 foi abolida (BEADLING
et al., 1996).

A ativacdo de STAT pode ser inibida por fatores antagonistas
(DARNELL, 1998) sugerindo que existem vias responsaveis pela inibicado da
sinalizagdo JAK/STAT (SENGUPTA; SCHMITT; IVASHKIV, 1996). Os
mecanismos responsaveis pela inibicdo da atividade de STAT incluem
desfosforilacdo, degradacédo proteolitica ou associagdo com moléculas
inibitérias (KIM; MANIATIS, 1996; SHUAI; LIAO; SONG, 1996; CHUNG et al.,
1997). Alguns deles ocorrem através da ativagdo da proteina quinase A ou
proteina quinase C (DAVID et al., 1995; PETRICOIN et al., 1996), ativacdo do
fluxo de calcio (SENGUPTA; SCHMITT; IVASHKIV, 1996) e ac&o de citocinas
antagonistas como TGFB (BHAT; ZHANG, 1996). O mecanismo mais classico
de inibicdo de STATS é através do feedback negativo mediado pela familia de
proteinas SOCS (supressores de sinalizagdo de citocinas) (KOVANEN;
LEONARD, 1999).

O primeiro membro descrito da familia SOCS foi denotado como CIS
(proteina contendo dominio SH2 induzida por citocina) (MATSUMOTO et al.,
1997). CIS compete com STATS5 pelo mesmo residuo de tirosina fosforilado.
Desta forma, CIS inibe a sinalizacdo de JAK/STAT interagindo com o receptor
de citocina ativada. A expressao de SOCS1 também é fortemente induzida pela
IL-2 e esta proteina pode associar-se com o receptor da IL-2 inibindo
fortemente a fungdo de STATS, sugerindo que SOCS1 exerce papel
fundamental na regulagdo da resposta imune (PAUKKU; SILVENNOINEN,
2004).

1.2.3 Sinalizacéo por Ras
As JAKs ativadas fosforilam os residuos de tirosina na subunidade 8

do IL-2R que também servem de sitios de ligagao para Shc. A fosforilacdo de



Shc em resposta a IL-2 requer a expressdao da subunidade [ do IL-2R
(DORSCH; HOCK; DIAMANTSTEIN, 1994). Shc parece interagir com Y-388 na
subunidade B quando este esta fosforilado, permitindo a sua interagdo com
outra proteina adaptadora, Grb-2 (RAVICHANDRAN et al., 1996). Y-388 é
fosforilado apenas na presenca de JAK3, sendo que na auséncia desta
proteina a fosforilagdo de Shc ndo ocorre (ELLERY; NICHOLLS, 2002). Shc
recruta dois complexos protéicos importantes: Grb-2/Sos que ativa a via da
Ras/ERK e Grb-2/Gab-2 que ativa a via da PI3K (IZQUIERDO PASTOR; REIF;
CANTRELL, 1995).

A proteina Shc é recrutada pelo IL-2Rp ativado tornando-se
fosforilada em trés sitios de tirosina (GOTOH; TOJO; SHIBUYA, 1996). Estes
sitios de fosforilagdo permitem a ligagdo dos dominios SH2 da proteina Grb2.
Através do seu dominio SH3, Grb2 liga-se a proteina Sos que ativa Ras e
consequentemente promove ativagdo da via das MAP quinases (SEGER et al.,
1995). A proteina Sos € responsavel por catalisar a ligacdo de GTP as
proteinas Ras que sdo ativas quando ligadas ao GTP e inativas quando estao
ligadas ao GDP (CHARDIN et al., 1993). A proteina Sos pertence aos fatores
conhecidos como GEFs (fatores de troca de GTP) que catalisam esta ligagcéo
de GTP as proteinas Ras (BOKOCH; DER, 1993).

As ERKs constituem uma familia de MAP quinase que participam da
fase final desta via de sinalizacao e que fosforilam outras quinases e proteinas
regulatorias da transcricdo (BOULTON et al., 1991; MARSHALL, 1995). As
ERKs podem também estar envolvidas com a fosforilagdo de residuos de
serina do STAT em varios sistemas (DAVID et al., 1995; WEN; DARNELL,
1997). Na sinalizagdo de GH que também envolve ativagdo de STAT 5 a via da
ERK é fundamental para a atividade transcricional do STAT (PIRCHER et al.,
1999), (PARK et al.,, 2001). As ERKs estdo envolvidas com a fosforilagdo e
ativagdo de fatores de transcricdo como EIlk-1, Fos, AP-1, NF-AT e c-myc
(TREISMAN, 1996; GENOT; CANTRELL, 2000) aumentando a capacidade

proliferativa das células.



1.2.4 Sinalizacéo por PI3K

A ativacdo de Grb2 também medeia a tirosil-fosforilacdo de Gab2
formando um complexo que promove ativacdo de PI-3 quinase (GU et al.,
2000). Esta proteina promove a sintese de PIP3 a partir de fosfatidilinositol de
membrana. A proteina Akt contém um dominio PH (Pleckstrin homology) que
se liga ao PIP; na membrana. Em seguida, a conformagao da Akt pode ser
alterada e ativada por processo que requer fosforilagdo por uma proteina
quinase dependente de fosfatidilinositol (PDK), em dois sitios, um no loop de
ativacdo (Thr308) e o outro na porgédo carboxi-terminal (Ser473), evento que
ocorre na membrana celular (DU; TSICHLIS, 2005). A fosforilagdo em Ser473
precede e facilita a fosforilagdo em Thr308 (SARBASSOV et al., 2005). Quando
ativada, a Akt retorna para o citoplasma ou migra para o nucleo onde fosforila
uma variedade de proteinas envolvidas com o processo de sobrevivéncia das
células. A proteina Akt induz expressado de genes como bcl-2, bcl-xL e c-myc,
que sao anti-apoptoticos, e inibe a ativagao de proteinas pro-apoptoticas como
Bad, Bid e Bax, promovendo a sobrevivéncia das células T (LORD et al., 1998;
2000).

A ativacdo da via da PI3K pode potencializar a sinalizagao
proliferativa por STATS através de eventos paralelos a convencional via das
ciclinas G1. Esta potencializacdo nao é resultado de aumento da quantidade de
STATS ativado nem da atividade transcricional de STATS. Isto € demontrado
através da indugdo maxima da expressdo de c-myc, ciclina D2, ciclina D3,
ciclina E e bcl-xL promovida pela via da PI3K-Akt (MOON, 2001). A via de
sinalizagdo da PI3K isoladamente ndo é capaz de induzir proliferagao, mas
atua potencializando os sinais mitogénicos de outras vias e na manutengao da
célula viva. Células com atividade elevada de PI3K podem ser mais sensiveis
aos estimulos mitogénicos do que aquelas cuja atividade da PI3K foi inibida
(MOON, 2001).
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“igura 3- Sinalizacdo intracelular desencadeada pela ativacdo do receptor de IL-2
(IL-2R). A ligagéo da IL-2 ao seu receptor ativa a transfosforilagdo das
proteinas JAK 1 e 3 que fosforilam os residuos de tirosina da porgao
intracelular das subunidades 3 e y do receptor criando sitios de ligagédo para
os fatores de trancricdo STAT 5 a e b. Estes fatores deslocam-se para o
nucleo ativando a transcricdo de genes. A fosforilagdo de residuos de
tirosina na subunidade B do IL-2R também recruta Shc que é fosforilada
permitindo a ligacao de Grb2 que liga-se pelo dominio SH3 a Sos ativando
Ras e consequentemente a via das Map quinases. A ERK ativada fosforila
fatores de transcricdo que induzem a expressao de genes relacionados com
proliferagcao celular. Gab2 também ¢ ativado pela Grb2 que ativa a via PI3K-
Akt. Esta ultima proteina induz a expressdo de genes anti-apoptoticos,
regulando a proliferacéo e sobrevivéncia da célula.

1.2.5 A via da proteina quinase C (PKC)

A ativacdo da PKC pela IL-2 parece ser um mecanismo importante
pelo qual esta citocina suprime os sinais de morte celular em linfécitos T. As
respostas celulares induzidas pela ativacdo das PKCs resultam na fosforilagcao
de proteinas alvo em residuos de serina/treonina, modulando desta forma
diferentes processos celulares (FAN; KARNOVSKY, 2000; KOBAYASHI et al.,
2001). As familias das PKCs séo classificadas em trés grupos de acordo com

os co-fatores necessarios para a sua ativagdo. As PKCs convencionais (a, B e



y) sdo ativadas por Ca**, DAG e fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana.
As PKCs novas (3, ¢ e 0) ndo tém o dominio de ligagdo ao Ca** e sao ativadas
por DAG, fosfatidilserina e acidos graxos insaturados. As PKCs atipicas (C e
A1) ndo sdo ativadas por Ca?* e DAG, mas sdo ativadas por fosfatidilserina,
fosfatidilinositéis ou acidos graxos insaturados (NAKANISHI; EXTON, 1992;
NAKANISHI; BREWER; EXTON, 1993; SELBIE et al., 1993). DUTIL et al.
(1994) demonstraram que a ativagcdo das PKCs também é regulada por
fosforilagdo, sendo este um bom indicador de ativagcdo destas proteinas. A
PKC-C é fosforilada pela PDK1, mas recentemente observou-se que PIP3 pode

ativar a PKC-( diretamente (YANEY; KORCHAK; CORKEY, 2000).

A ativacdo da PKC pela IL-2 parece ser um mecanismo importante
pelo qual esta citocina suprime os sinais de morte celular em linfécitos T. A IL-2
também pode ativar PKC sem alterar a sua translocacdo do citosol para a
membrana (LU; MORLEY; DURKIN, 1999). Lu et al. (1999) observaram que a
ativacdo da PKC residente na membrana em uma linhagem de linfocitos T
citotoxicos (CTLL-2) induzida pela IL-2 n&o esta relacionada com o aumento da
atividade de tirosina quinase promovida por esta citocina. Uma porcéo
significativa da PKC presente nas células associa-se a membrana no estado
inativo e este pool pode ser especificamente estimulado por fatores de
crescimento (como a IL-2) na auséncia de translocagdo para a membrana

plasmatica.

A produgcdo de DAG e acido araquiddnico (AA) pelas células
estimuladas com IL-2 também aumenta, sem elevagao concomitante de IP3 e
ca* (LU; MORLEY; DURKIN, 1999). Tanto o AA como DAG estimulam a
atividade de uma familia de PKC de maneira independente de fosfolipidios e
Ca?* (as novas) (LESTER et al., 1991). A inibigdo da PLA,, que é responsavel
pela liberagdo de AA da membrana, promove inibicdo da atividade de PKC
estimulada por IL-2 (LU; MORLEY; DURKIN, 1999). Portanto, a IL-2 pode ativar
dois mecanismos distintos: sinalizacdo envolvendo ativacéo de tirosina quinase
e a estimulacdo da atividade de PKC resultando em aumento da proliferacéo

celular e inibigdo do processo de apoptose.



1.3 Proteinas fosfatases e ativacao de linfécitos

As vias de sinalizagdo celular sdo reguladas por fosforilagao
/desfosforilagdo de proteinas. A adigdo ou remogédo do grupamento fosfato de
uma proteina pode gerar um local de reconhecimento para a interagéo
proteina-proteina, controle da estabilidade protéica e o mais importante
modular a atividade de enzimas (ZHANG et al., 2003). Aproximadamente 30%
das proteinas celulares sao fosfoproteinas (COHEN, 1982). Em células
eucaribticas a maior parte da fosforilacdo de proteinas ocorre em residuos de
serina e treonina. Fosforilagdo em residuos de tirosina representa somente
0,01-0,05% do total de proteinas fosforiladas (SWANSON; ALEX; SIMON,
1994).

Historicamente, proteinas fosfatases constituem uma grande familia
de enzimas com analogia semelhante a proteinas quinases em sua
complexidade e diversidade estrutural. Portanto, estas proteinas exercem
efeitos tanto negativo quanto positivos nas vias de sinalizagdo e no controle
fisiologico de uma variedade de tecidos (ZHANG; ZHOU; XIE, 2002).
Mudancas anormais na atividade dessas enzimas podem proporcionar
consequéncias graves, que incluem neoplasias e doengas resultantes de
defeitos imunoldgicos (JIA, 1997; HARRISON; WANG; STUDZINSKI, 1999).

As proteinas fosfatases tém auxiliado na elucidagdo muitos eventos
celulares dependentes de desfosforilagao e fosforilacdo envolvidos nas fungdes
de linfocitos. Estas células expressam uma variedade de proteinas tirosina
fosfatases citoplasmaticas e de membranas (PALOU et al., 1997; MUSTELIN et
al., 2004) conforme mostrado na Tabela 1.



Tabela 1. Proteinas fosfatases que participam dos processos de sinalizagdo em
linfécitos humanos.

FOSFATASE TIPO DE REGULACAO PROTEINAS
REGULADAS

Familia das proteinas

CD25 Positiva
quinases Lck e Fyn
TCPTP Negativa Desfosforila STAT nos
nucleos celulares
SHP2 Positiva Aumenta a fosforilagéo
de ERK por mecanismo
desconhecido
PAC1 Negativa Desfosforila ERK em
nucleo de células;
Neutraliza PI3K
PTEN Negativa reduzindo a
sobrevivéncia

Fosfatase citoplasmatica

Calcineurina | -
de grande importancia

na transdugao de sinal.

1.4 Acidos graxos

Os acidos graxos (AGs) sao compostos formados por uma cadeia
hidrocarbonada e um grupamento carboxila e podem ser classificados como

saturados ou insaturados (quando apresentam pelo menos uma dupla ligagao).



Os AGs podem ser esterificados e formar triacilgliceréis, fosfolipidios, ésteres
de colesterol, proteinas aciladas ou ceramidas.

Os mamiferos podem sintetizar acidos graxos a partir de acetil-CoA
— sintese de novo de AGs. O produto final da enzima acido graxo sintetase é o
acido palmitico (16:0), o qual pode ser elongado a acido estearico (18:0) e a
outros acidos de cadeia longa como o eicosandico (20:0), be-hénico (22:0) e
lignocérico (24:0). A enzima A® dessaturase esta presente em plantas e animais
e introduz uma dupla ligacédo entre o Cg e C4p, convertendo o acido estearico
em oléico (18:1, n-9), com uma unica insaturagdo na nona posi¢gédo a partir do
hidrocarboneto terminal. Estes acidos graxos além de serem sintetizados pelos
mamiferos, também sdo obtidos na dieta.

Ha um grupo de acidos graxos, denominados essenciais, que sO
podem ser obtidos pela dieta (POMPEIA et al., 2000). As principais
insaturagdes destes AGs essenciais estdo na terceira (n-3) ou sexta posi¢cao
(n-6), a partir do hidrocarboneto final. Dentre os AGs n-6, encontram-se 0s
acidos linoléico (C18:2 n-6) e y-linolénico (C18:3 n-6), que sao precursores do
acido araquidénico (C20:4 n-6). Este ultimo acido € o primeiro componente da
cascata de formacéao dos eicosanodides (WEITBERG, 1988; WILLIAMS; HIGGS,
1988; KINSELLA; BROUGHTON; WHELAN, 1990).

Dentre os acidos graxos essenciais da familia n-3, estdo os acidos
o-linolénico (C18:3), eicosapentaendico (C20:5) e o docosa-hexaendico
(C22:6), que também podem ser precursores dos eicosandides. As células
animais podem apenas converter o acido a-linolénico em outros acidos da
mesma série n-3 como O eicosapentaendico e o docosa-hexaendico. Da
mesma forma, o y-linolénico e di-homo-y-linolénico (20:3, n-6) podem se
converter em acido araquidoénico da mesma série n-6. Sendo assim, AGs de
séries diferentes ndo se interconvertem. Os acidos graxos essenciais sofrem
apenas processos de elongacdo com adicdo de novos atomos de carbono no

grupo carboxilico final.

1.4.1 Acidos graxos e a fung&o imunitaria



O desenvolvimento, manutencao e funcionalidade do sistema imune
dependem de uma nutricdo balanceada e adequada. Além da dieta, os AGs
podem ser sintetizados a partir de outros nutrientes tais como glicose e
aminoacidos. Os lipidios formados em linfécitos e macrofagos a partir de
glicose e glutamina ndo sao apenas importantes componentes estruturais, mas
também sao ativamente exportados para o meio extracelular (DE
BITTENCOURT; CURI, 1997). Além disso, existem evidéncias de que os
lipidios podem ser transferidos (especialmente acidos graxos, fosfolipidios e
colesterol) entre as células do sistema imune (DE BITTENCOURT; CURI,
1997).

Os AGs protonados atravessam a membrana rapidamente por
difusdo simples ou mediada pela criagdo de um gradiente de concentragao
promovido por proteinas citoplasmaticas tais como FABPs, “fatty acid-binding
proteins”, que se ligam aos acidos graxos (SCHWIETERMAN et al., 1988). As

FABPs também participam do transporte intracelular de acidos graxos.

A membrana plasmatica de leucdcitos, como outras membranas
biolégicas, € composta de matrix de fluido lipidico. Os AGs tém funcao
importante na estrutura da membrana, podendo influenciar diversas funcdes
celulares. A composicao dos fosfolipidios na membrana da célula pode ser
alterada com o ciclo celular, idade, respostas a determinados estimulos ou
devido a alteragdes na dieta. Essas alteracbes podem resultar em modificacéo
na funcdo celular (CALDER, 1997). Quanto mais insaturados os AGs que
compdem a membrana celular maior € a fluidez da membrana. Estas
alteracbes da fluidez podem afetar a interagcdo celular, expressao de

receptores, transporte de nutrientes e transmissao de sinais (KELLEY, 2001).

Os AGs estdao envolvidos em processos de inflamacdo como
quimiotaxia, adesao celular, diapedese e ativacdo de leucdcitos (GORJAO et
al., 2006). Além disso, os acidos graxos modulam a funcdo dos linfocitos,
controlando a proliferacdo, producdo de citocinas e eicosandides, adesao
celular, metabolismo e morte celular (POMPEIA et al., 2000). O tratamento das
células com os AGs altera a funcionalidade de linfocitos. Otton et al. (1998)
observaram inibicdo da proliferacdo de linfocitos em ratos alimentados com
dietas ricas em lipidios (OTTON et al., 1998).



1.4.2 Acidos palmitico e estearico

Os acidos palmitico (16:0-PA) e estearico (18:0-SA) sdo saturados
de cadeia longa e abundantes na circulagdo. A concentracdo destes AGs na
circulagao esta ainda mais elevada em individuos obesos e que apresentam
diabetes do tipo 2 que esta associada a hiperlipidemia e hiperglicemia (LU et
al., 2003). Os acidos palmitico e estearico sao liberados pelos linfécitos T
citotéxicos quando sao ativados contribuindo para a indugdo de apoptose nas
células alvo (RICHIERI; KLEINFELD, 1991; OBEID et al., 1993; PAUMEN et
al., 1997).

Stentz e Kitabchi (2006) mostraram que o PA em concentragbes de
50 e 500 uM promove ativagdo de linfocitos T e de células endoteliais
estimulando a externalizacédo do receptor de insulina, da expressao de GLUT4,
geragdo de espécies reativas de oxigénio, citocinas e IRS-1 (STENTZ;
KITABCHI, 2006).

Nos estudos realizados em células endoteliais vasculares de
humanos foi mostrado que o SA promove aumento da porcentagem de células
na fase G¢/Gi do ciclo celular e diminuicdo das células na fase S

caracterizando o seu efeito antiproliferativo (ARTWOHL et al., 2004).

1.4.3 Acido oléico

O acido oléico (18:1, n-9) (OA) € um acido graxo monoinsaturado
nao essencial, abundante na dieta, e importante substrato energético em
linfécitos (ANEL et al., 1990). Este acido graxo é considerado um dos fatores
responsaveis pelos efeitos benéficos da dieta das populacdes mediterraneas
que sao abundantes em 6leo de oliva. Esta dieta apresenta efeito protetor em
doengas coronarianas e cancer (TOKUDOME et al.,, 2000). O OA tem sido
descrito como modulador da resposta imune, capaz de diminuir a incidéncia de
artrite reumatoide e a sintomatologia tipica de anormalidades autoimunes (DE
PABLO; ALVAREZ DE CIENFUEGOQOS, 2000). Uma dieta rica em acidos graxos
monoinsaturados pode ter agao supressora na proliferacdo de linfocitos,
atividade das células natural killer, adesdo de leucdcitos, mondcitos e
macrofagos causando inibigao de TNF-a (JEFFERY; NEWSHOLME; CALDER,



1997; YAQOOB, 1998; DE PABLO; ALVAREZ DE CIENFUEGOS, 2000).
Redugao da producéo de citocinas como IL-2, IL-6, IL-8 e IL-10 em mondcitos
ocorre pela suplementagédo do acido oléico na dieta de ratos (CALDER, 1998;
POMPEIA et al., 2000).

1.4.4 Acido linoléico

O acido linoléico (C18:2 n-6) (LA) € um acido graxo poliinsaturado
(AGPI) essencial e corresponde a 84-89% dos AGPIs totais da dieta. O LA é
um acido graxo de 18 carbonos com duas insaturagdes e da série n-6. A média
do consumo de LA nos Estados Unidos e Norte da Europa correspondia a
aproximadamente 3% da ingestdo calorica total em 1950, passando para 6 a
7% em 1994 (11 a 16 g/dia), concomitantemente com o decréscimo do
consumo de acidos graxos saturados e AGPI n-3 (KRIS-ETHERTON et al.,
2000; SIMOPOULOS, 2002). Entretanto, de 1986 para 1996 houve um
decréscimo no consumo de O6leo de soja de 87.7% para 76.4%,
concomitantemente com o aumento do consumo de outros Odleos vegetais

como o 6leo de canola e milho.

Os AGPIs n-6 podem agir em células Jurkat (linhagem leucémica de
linfécitos T) suprimindo a produgao da interleucina-2 (IL-2) por alteragdo de
sinais de transducdo e inativacdo dos genes de citocinas (WILLIAMS;
ROSENBAUM; ZURIER, 1996). Os AGs n-6 tém propriedades pré-inflamatérias
(HARBIGE, 1998). Ha evidéncias de que dietas ricas em LA aumentam a
expressao de ICAM-1 (YOUNG et al., 1998), a atividade de células natural killer
(POMPEIA et al., 2000), producao de IgE por linfécitos, produgdo de IL-1, IL-6
e IL-8 em leucdcitos (HARBIGE, 1998; YOUNG et al, 1998) e alteram a
producao de superoxido e peroxido de hidrogénio em neutrdéfilos (LOPES et al.,
1999).

Muitas das condigdes cronicas como diabetes, cancer, obesidade,
doencas autoimunes, artrite reumatdide e asma estdo associadas com o
aumento na produgédo de leucotrienos B4 (LTB4), interleucina 1- (IL1-B), IL-6 e
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (SIMOPOULOS, 2002). O excesso do

consumo de LA causa aumento na produgéo de prostaglandina E; (PGE>). Este



aumento pode estar associado ao risco de trombose em situagcbes poés-
operatorias (ROULET et al., 1997).

1.4.5 Acidos docosa-hexaenoico (DHA) e eicosapentaendico (EPA)

Os AGs docosa-hexaendico (22:6) (DHA) e eicosapentaendico (20:5)
(EPA) pertencem aos AGs essenciais da série n-3 e também sao precursores
de eicosandides biologicamente menos ativos, como as prostaglandinas da
série 3 e leucotrienos da série 6. Varios autores descreveram os efeitos
benéficos dos acidos graxos n-3 nas doengas autoimunes, principalmente o
acido eicosapentaendico (EPA). Os acidos graxos poliinsaturados n-3 atuam
como agentes antiinflamatorios e atenuam os efeitos promovidos pela reagéo
inflamatéria exacerbada sendo caracterizados como imunossupressores
(HUGHES et al., 1995; CALDER, 2003). Suplementagcdo de humanos e animais
com Oleo de peixe, que é uma fonte rica em AGs n-3, promove diminuicao da
producao de IL-2 e da proliferacédo de linfécitos T indicando ser este um agente
depressor das fungdes imunes mediadas por células T (JOLLY; MCMURRAY;
CHAPKIN, 1998; ENDRES et al., 1989; MOLVIG et al.,, 1991; SADEGHI;
WALLACE; CALDER, 1999; THIES et al., 2001). Pacientes com artrite
reumatoide, psoriasis e lupus eritematoso suplementados com 6leo de peixe
rico em EPA apresentaram melhora devido a diminuicdo da funcao de células
do sistema imune (SOYLAND; DREVON, 1993; HUGHES et al., 1995).

Embora os efeitos destes dois AGs sejam generalizados em grande
parte dos estudos, nos ultimos seis anos foram demonstradas diferengas
quando os experimentos foram realizados com DHA e EPA isoladamente.
Hung et al. (1999) compararam o efeito de duas preparacdes de 6leo de peixe
contendo diferentes concentragcbes dos acidos EPA e DHA na producido de
imunoglobulinas em linfocitos. Os autores observaram que o EPA tem uma
atividade antialérgica maior que o DHA. O EPA é mais efetivo na supresséo da
resposta imune em relagdo ao DHA (SASAKI et al., 1999; VOLKER;
FITZGERALD; GARG, 2000). Verlengia et al., 2004 observaram que EPA e

DHA modulam a expressao de genes diferentes em linfocitos B e T em cultura.



Suplementagdes com d6leo de peixe contendo diferentes proporcdes
de EPA e DHA podem exrcer efeitos divergentes sobre as células do sistema
imune. Kew et al. (2004) suplementaram um grupo de voluntarios saudaveis
com Oleo de peixe rico em EPA (4,7 g por dia) e outro rico em DHA (4,9 g por
dia). Os autores observaram que a suplementagcdo com DHA, mas ndo com
EPA, suprimiu a ativacdo de linfécitos T, pois promoveu diminuigdo da
expressdo de CD69 (KEW et al.,, 2004). Em contraposigdo, em estudos
realizados por nosso grupo, observou-se que a suplementagdo com uma
menor quantidade de 6leo de peixe rico em DHA (1,62 g por dia) promove
aumento da capacidade proliferativa de linfécitos (GORJAO et al., 2006).
Ambos os estudos, além de mostrarem que os AGs interferem na funcéo de
linfocitos, séo indicativos de que diferentes concentragdes destes AGs podem

atuar de maneiras opostas nestas células.

1.5 Mecanismos de agdo dos AGs na sinalizagao intracelular

Os AGPI controlam a resposta imune diretamente, regulando fatores
transcricionais e indiretamente promovendo alteracdo na composicao lipidica
da membrana celular, resultando em modificagées na producdo de segundos
mensageiros e, assim, permitindo mudangas na expressao génica
(FERNANDES; TROYER; JOLLY, 1998; KELLEY, 2001). Os AGs n-3
incorporados nos fosfolipidios de membrana podem afetar a sinalizag&o celular
através da producao de diacilglicerol (DAG) ap6s a hidrdlise fosfolipidica. Nas
células T, o DAG é produzido de forma bifasica. A producao de DAG ocorre
pela hidrolise de fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) catalisada pela
fosfolipase C (PLC). A segunda fase da producédo de DAG esta associada com
a ativacédo da fosfolipase D (PLD) catalisada pela hidrolise de fosfatildilcolina
(PC), produzindo acido fosfatidico, que pode ser convertido em DAG pela agao
da fosfo-hidrolase de fosfatidato (SEBALDT; ADAMS; UHING, 1992; KHAN;
HICHAMI, 1999). Nos estudos desenvolvidos em cardiomiocitos, a
incorporagcao de DHA no DAG modula a contratilidade celular (BORDONI et al.,
1992). Ja a incorporacédo de EPA no DAG promoveu reducédo de complicacoes

vasculares associadas com diabetes (KUROKI et al., 1998). As isoformas de



PKC diferem na sua atividade em resposta aos diferentes conteudos de AGs n-
6 e n-3 (MADANI et al., 2001).

Em células endoteliais de veia de corddo umbilical, a fosforilagdo de
ERK 1/2 é importante para impedir a ativacdo destas células contrapondo-se as
acbes pro-inflamatorias das vias da p38 e JNK. EPA e DHA (20 uM)
acentuaram o aumento da fosforilacdo de ERK 1/2 nestas células contrapondo-
se ao efeito do TNF-a que induz desativacdo destas proteinas (XUE et al.,
2006). Por outro lado, em estudos de Denys et al. (2001, 2002) foi mostrado
que tanto EPA quanto DHA promovem diminui¢cao da atividade de ERK 1/2 em
células Jurkat estimuladas com PMA ou com anticorpos anti-CD3. O DHA
promoveu diminuicdo da atividade de ERK1/2 em concentragbes menores que
o EPA. Além disso, também foi observada diminuicdo da translocagao da PKC
o € € para a membrana das células tratadas com estes AGs, mostrando que o
possivel mecanismo pela qual estes AGs inibem a ativacdo de ERK1/2 em
linfécitos ativados pode ocorrer por inibigdo da translocacdo da PKC (DENYS;
HICHAMI; KHAN, 2005). Entretanto, estes AGs também podem inibir a
fosforilagdo de MAP quinase por via independente da PKC, uma vez que estes
inibem a fosforilagdo induzida por anticorpos anti-CD3 que atuam por
mecanismos independentes da PKC (DENYS; HICHAMI; KHAN, 2002).

A enzima ERK2 pode fosforilar os residuos de serina de STAT 5
podendo alterar a sua atividade transcricional. Visto que os AGs modulam a
atividade de ERK1/2, podem também alterar a atividade de outras proteinas
como STAT.

Dietas ricas em acidos graxos n-3 alteram a composic¢éo lipidica
dos lipid rafts e reduzem o conteudo de esfingolipidios nestes microdominios
(FAN et al., 2003). Estes dados podem explicar em parte algumas das
alteragdes promovidas por estes AGs na sinalizagao destas células uma vez
que os TCRs estdo compartimentalizados nestes microdominios, como
descrito anteriormente. Fan et al. (2004) nos estudos realizados em
camundongos alimentados com O6leo de peixe e com DHA purificado
observaram reducao da co-localizagao de PKC 6 com os lipid rafts (FAN et al.,
2004). Neste mesmo estudo, a alimentagdo com o6leo de peixe promoveu

diminui¢cdo da atividade transcricional de AP1 e NF-xB e consequentemente da



secrecao de IL-2. Resultados semelhantes foram observados por Denys et al.
(2005) que avaliaram os efeitos dos acidos graxos EPA e DHA em células
Jurkat (linfocitos T). Neste estudo foi observada inibigao da ativacdo de NF-xB
por ambos os AGs apds estimulagdo com PMA. Este efeito inibitério foi
revertido quando as células foram tratadas com inibidores das duas isoformas
de PLA; (calcio dependente e calcio independente) implicadas na liberagédo de

DHA e EPA, respectivamente.

Larbi et al. (2005), nos estudos em individuos saudaveis que
receberam uma emulsao lipidica rica em acido linoléico por via parenteral,
observaram alteragcées na distribuicdo de lipid rafts na membrana celular de
linfécitos (LARBI et al., 2005). Neste mesmo estudo observou-se diminuigéo da
fosforilagao total de tirosina, da fosforilagao de LAT e de Akt. Ja a fosforilacdo
de ERK 1/2 e p38 nao foi alterada pela emulsdo rica em acido linoléico. O
enriquecimento dos lipid rafts com cadeias linoleil promoveu desarranjo de
proteinas impedindo a interagdo de LAT com TCR e consequentemente a sua

fosforilagao.

Os AGs podem modular a funcdo de diversas células do sistema
imune, inclusive de linfécitos. O estabelecimento da toxicidade dos AGs mais
abundantes na circulagao (PA e SA), na dieta ocidental (OA e LA) e daqueles
utilizados na terapéutica € importante para o desenvolvimento de estudos mais
especificos sobre a agao destes AGs. Além disso, a descricdo dos mecanismos
exatos pelos quais estes AGs podem inibir ou ativar a funcdo de linfécitos é
essencial para que se possa utiliza-los como ferramenta para o estudo ou

tratamento de diversas patologias relacionadas ao sistema imunoldgico.

Desta forma, no presente estudo avaliamos: a toxicidade dos AGs
sobre linfécitos humanos in vitro, os efeitos de diferentes concentragdes destes
sobre a capacidade proliferativa destas células e a acao destes AGs sobre as
vias de sinalizagao intracelulares ativadas pela IL-2, a principal citocina que
induz a ativagao total de linfocitos T. Além isso, outras vias alternativas como
ativacdo de PKC, alteracdo da distribuicdo de lipid rafts e atividade total de

fosfatases foram avaliadas.



CONCLUSOES

Concentragdes crescentes de acidos graxos induzem apoptose em
linfocitos humanos. EPA, DHA, PA e SA diminuiram a proliferacdo celular e a
progressao do ciclo celular em concentragdes nao téxicas caracterizando o
efeito imunossupressor destes AGs. Por outro lado, OA e LA exerceram efeito
oposto sobre a ativacdo destas células em baixas concentragdes, pois
causaram aumento da capacidade proliferativa de linfocitos em 12,5 e 25 uM
caracterizando um efeito imunoestimulatério. Estes dois AGs também
acentuaram o efeito estimulatério da IL-2 sobre a proliferacdo de linfocitos

enquanto que EPA, DHA, PA e SA inibiram este efeito.

Com relagdao aos mecanismos pelos quais estes AGs alteram a
funcionalidade de linfocitos concluimos que o efeito inibitério dos acidos PA, SA
e DHA na proliferagdo de linfocitos esta associado a uma redugédo da
fosforilagao de proteinas estimulada pela IL-2 como JAK/STAT, ERK1/2 e Akt
que ocorreu devido a diminuicdo da expressdao de CD25 na membrana
plasmatica. Este deslocamento de CD25 promovido pelo DHA esta relacionado
a uma alteracdo da distribuicdo dos lipid rafts na membrana que n&o foi
observada pelo tratamento com os outros AGs. A diminuicido da proliferacéo
promovida por EPA também esta relacionada com a inibicao da fosforilacdo de
proteinas da via da IL-2, mas que nao envolve alteracdo da expressao de
CD25 na superficie da membrana plasmatica. Por outro lado, OA e LA
estimularam a proliferagao de linfécitos aumentando a fosforilacdo de ERK1/2

através da ativagdo da PKC-{ que é uma via independente de JAK/STAT.

Os resultados s&o sugestivos de que os AGs estudados podem
alterar a funcdo de linfocitos através da modulagcdo das vias de sinalizacao

ativadas pela IL-2 que ¢é a principal citocina estimulatoria para estas células.
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