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RESUMO

O processo de producdo e diferenciacdo de linfocitos B ocorre mais especificamente na
medula 6ssea e é caracterizado pelo desenvolvimento dos seus precursores até a geracao de
células maduras que circulam para 6rgdos periféricos com suas diferentes funcdes. Dentre
diversos alimentos funcionais que regulam a hematopoese humana e respostas imunolégicas,
o licopeno tem sido descrito como uma molécula responsavel por estimular a maturacdo de
células efetoras. No entanto, como a maioria destes dados em humanos ainda é pouco
conclusivo, modelos animais experimentais tem sido utilizados para melhor compreenséo
dos mecanismos de acdo deste produto. Surge entdo o interesse de novas estratégias de
estudos relacionados com a influéncia direta de licopeno na hematopoese, especificamente
na linfopoese B e producdo de anticorpos. Recentemente, foi demonstrado que o licopeno
regula eventos celulares, tais como apoptose e ciclo celular (mitose) em células cancerosas.
No entanto, é pouco compreendido como este produto regula a biologia de células normais.
Neste contexto, a hematopoese murina pode ser considerada um excelente modelo
experimental para estudar varios eventos e propriedades celulares, incluindo a proliferacao,
diferenciacdo e apoptose mediante contato com o licopeno. Neste sentido, o objetivo do
trabalho é tratar células obtidas de medula 6ssea de animais normais com diferentes
concentracdes de licopeno podendo assim analisar alteracdes na celularidade, no fenétipo e
nas classes de imunoglobulinas, incluindo IgM e IgA. Os resultados obtidos no
desenvolvimento desse trabalho indicam uma nova funcéo para o licopeno como molécula
imunomoduladora, interferindo com a diferenciacdo de linfécitos B em plasmacitos e na

producdo de anticorpos IgA.

Palavras-chave: licopeno; linfdcito B; diferenciagdo celular; ciclo celular



ABSTRACT

B lymphocytes are generated in the bone marrow, where their progenitor cells differentiate
into mature cells which circulate to peripheral lymphoid organs to synthesize
immunoglobulins. Several functional foods have been described as regulators of human
hematopoiesis and immune responses. In this context, lycopene has been described as
responsible to stimulate the maturation of effector cells. Considering that the majority of
human data are poorly understood, experimental models have been used to investigate the
mechanisms of this product on the cell behavior. Then, new strategies have been established
to study the influence of lycopene on hematopoiesis, especially in the course of B
lymphopoiesis and antibody production. Recently, it has been demonstrated that lycopene
regulates cellular events, including apoptosis and cell cycle on tumor cells. However, the
exact mechanism is unclear and no evidences were shown in normal cells. Thus, the murine
hematopoiesis can be considered an excellent experimental model to study several cellular
properties and events, such as proliferation, differentiation and apoptosis after treatment
with lycopene. The objective of this work is to treat bone marrow cells of normal mice with
distinct concentrations of lycopene and analyze possible disturbs on cellularity, phenotype
and immunoglobulin isotypes, including IgM and IgA. The preliminary results suggest a
new function to lycopene as immunomodulatory molecule, interfering significantly with B

lymphocyte differentiation into plasma cells and antibody production.

Key-words: lycopene; B lymphocytes; cell differentiation; cell cycle



1. INTRODUCAO

1.1 Medula 6ssea

A medula 6ssea é um Orgdo hematopoiético, conhecida como um tecido que
preenche a cavidade interna de varios 0ssos, caracterizada por uma organizacao histologica
complexa que regula a hematopoese. Neste fendmeno ocorre a producdo, proliferacdo e
diferenciacdo das células sanguineas a partir de células-tronco pluripotentes presentes na
regido subendosteal da medula dssea adulta (Panaroni and Wu, 2013).

As células-tronco hematopoéticas sdo capazes de gerar cépias de si mesmas e
também células sanguineas diferenciadas, tais como leucdcitos, eritrécitos (hemacias) e
plaquetas. A diferenciacdo das células-tronco hematopoéticas gera células progenitoras
comuns as linhagens linfoides e mieloides, distribuidas pela medula déssea de forma
organizada em microambientes teciduais, conhecidos como nichos hematopoéticos
(Morrison and Scadden, 2014).

Os progenitores mieloides comuns (CMPs — comum mieloid precursors) podem
gerar eritrocitos, trombdcitos, granuldcitos, mastocitos, células dendriticas mieloides,
monocitos e macréfagos. Em contrapartida, os precursores linféides comuns (CLPs —
comum lymphoid precursors) geram linfocitos B, linfocitos T, células NK e células
dendriticas linfoides (Ye and Graf, 2007). A medula 6ssea também abriga os osteoblastos, as
células acumuladoras de lipidios e as células reticulares (Figura 1), responsaveis pela

sustentacdo e manutencéo dos precursores comuns (Lilly et al., 2011).
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Figura 1: Representacdo esquemdtica dos componentes celulares presentes na medula 6ssea. Na cavidade
medular 6ssea, as células-tronco hematopoéticas interagem com células conjuntivas estromais e trocam sinais
bioldgicos especificos, os quais direcionam as diversas vias de comprometimento, proliferacdo e diferenciagdo
celular. As ceélulas-tronco hematopoéticas sdo capazes de gerar progenitores mieloides que originam as
hemécias, plaquetas e alguns leucécitos (mondcitos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos). J& os progenitores
linfoides originam os linfocitos B e T. Adaptado de Scientific American, n.3, 2006, Edi¢do Especial Ciéncia e
Saude.

Durante a hematopoese, a primeira linha de producéo é direcionada para a geracdo de
eritrocitos e megacaridcitos (precursores das plaquetas), e posteriormente, tais células-tronco
sdo tendenciadas a gerarem granuldcitos e monaocitos (precursores dos macréfagos). Por fim,
0s progenitores hematopoéticos estdo sujeitos a diferenciarem em células linfoides B e T
(Ye and Graf, 2007). A especificacdo das células-tronco hematopoéticas, bem como o
comprometimento destas células com a geracao da linhagem de linfécitos B sdo amplamente

estudados, embora superficialmente entendidos.



1.2 Linfécitos B

Linfécitos B convencionais sdo gerados através de células-tronco hematopoiéticas
derivadas de figado fetal durante o periodo embrionario e na medula 6ssea enquanto adulto
(Godin and Cumano, 2002). A linfopoese B em adultos ocorre em microambientes bem
definidos na medula 6ssea, compostos por matriz extracelular e as células do estroma, tais
como as células reticulares, adipécitos, células endoteliais, macréfagos e osteoblastos. As
células estromais da medula dssea organizam microambientes distintos, conhecidos como
nichos hematopoiéticos, que fornecem suporte para a hematopoese e desenvolvimento de

linfécitos B (Nagasawa, 2006).

O processo de geracdo de linfocitos B, denominado linfopoese B, ocorre
integralmente na medula 6ssea onde uma malha celular de sustentacdo (células estromais) e
precursores linfoides comuns interagem de forma especifica, resultando na diferenciacdo de
linfocitos B. Vale ressaltar que este processo € caracterizado pelo desenvolvimento dos
precursores até a geracdo de células maduras que circulam para 6rgdos periféricos. H4 um
“programa” ordenado de expressdo génica, regulado por fatores de transcricdo e uma selecao
de clones que ndo reagem contra antigenos do proprio organismo. Quaisquer falhas nessas
etapas podem gerar imunodeficiéncias por falta de imunoglobulinas (anticorpos), leucemias
ou doencas autoimunes (Rolink et al., 2006).

Proteinas de membrana tem sido identificadas como marcadores de diferenciacdo dos
linfocitos B na medula 6ssea e nos tecidos linfoides secundarios, como o bago e 0s
linfonodos, aonde as células chegam as suas fases efetoras (funcionais) completamente
maduras. Durante a diferenciacdo das células B, varios subtipos de linfocitos B foram
identificados de acordo com o fenétipo: Precursores Linfoides Comuns (Lin" c-Kit"™ AA4.1"
IL-7R") , Células Pre-Pro-B (B220"" CD43" c-Kit* CD19" IL-7R" IgM" IgD"), células pro-B

(B220"" CD43" CD19"" IL-7R* IgM™ IgD), células Pre-B (c-Kit" B220"" CD43” CD19'"



IL-7R ~c-Kit IgM" e IgD") e células B imaturas (B220™" CD43 CD19"%" c- Kit IL-7R
IgM™ IgD") (Tobdn et al., 2013). Estas células B imaturas movem-se para fora da medula
Ossea e migram através da corrente sanguinea para os 6rgaos linfoides secundarios, como o
baco, onde sdo ativadas, proliferam (expansdo clonal) e se diferenciam em plasmacitos
(LeBien and Tedder, 2008). Estas celulas terminalmente diferenciadas secretam as
imunoglobulinas (anticorpos) ap0s reconhecerem antigenos que interagem com as
respectivas imunoglobulinas de superficie (ou receptores de antigenos) presentes na
membrana destas células (Carrasco and Batista, 2006).

Os principais marcadores fenotipicos que caracterizam as etapas de maturacdo dos

linfocitos B estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 1: Principais marcadores moleculares caracteristicos do desenvolvimento de linfécitos B.

Pré-pré B Pro-B Pré-B B imatura B madura Plasmacito
B220 + B220 + B220 + B220 + B220 + B220 -
CD19 - CD19 + CD19 + CD19 + CD19 + CD19 -
CD25 - CD25 - CD25 + CD25 + CD25 + CD25 -
Rag-1 - Rag-1 - Rag-1 + Rag-1 + Rag-1 + Rag-1 -
Rag-2 - Rag-2 - Rag-2 + Rag-2 + Rag-2 + Rag-2 -
c-Kit + c-Kit + c-Kit - c-Kit - c-Kit - c-Kit -
IL-7R + IL-7R + IL-7R + IL-7R - IL-7R - IL-7R -
CDA40 - CDA40 - CDA40 - CDA40 - CDA40 - CDA40 -

TdT - TdT - TdT + TdT - TdT - TdT -

IgM - IgM - IgM - IgM + IgM + IgM (?)

IgD - IgD - IgD - IgD - IgD + IgD (?)
CD138 - CD138 - CD138 - CD138 - CD138 - CD138 +




Destas proteinas de membrana, as mais relevantes para o desenvolvimento deste
trabalho sdo: B220, CD19, c-Kit, IL-7R, IgM e CD138. B220 é uma proteina que pertence a
familia dos antigenos comuns aos leucdcitos (CD45), sendo essencial para a sinalizagao
mediada por receptores de células B que resulta na ativacdo destas células. Uma isoforma
predominantemente expressa por linfécitos B, denominada CD45RA, tem o peso molecular
de 220 kDa e por isso passou a ser chamada comumente de B220. Considerando o fato de
outras linhagens celulares também expressarem esta molécula, como por exemplo, células
NK, linfécitos T ativados e uma subpopulacdo de células dendriticas, torna-se necessario
avaliar a expressao de outras proteinas de membranas presentes nos linfocitos B para definir

o fenotipo correto (Rolink and Melchers, 1996).

CD19 também é uma proteina sintetizada preferencialmente por linfocitos B e em
parte das celulas dendriticas foliculares. Esta molécula esta presente na membrana dos
linfocitos B desde as primeiras etapas da diferenciacdo, bem como a molécula B220.
Entretanto, sua expressdo torna-se reduzida a medida que estas células terminalmente
diferenciam em plasmdcitos. Nos linfocitos B em desenvolvimento, age como co-receptor
em conjunto com outras proteinas de membrana, como CD21 e CD81, favorecendo o
processo de ativacdo destas células (Tedder, 2009). MutacBes nestas proteinas estdo
relacionadas com imunodeficiéncias e capacidade reduzida de sintetizar anticorpos (van
Zelm et al., 2006). A combinacdo com B220 pode definir algumas das etapas de maturacao

que ocorre na medula éssea (Tabela 1).

Os marcadores c-Kit (CD117) e o receptor de interleucina-7 (IL-7R) sdo tipicamente
detectados na membrana de progenitores hematopoiéticos, mas quando detectados em
conjunto com B220 e CD19, pode-se definir certas etapas da maturagdo dos linfécitos B

(Busslinger, 2004) e (Tabela 1). CD117 age como receptor do fator de crescimento de



células-tronco induzindo a proliferacdo dos progenitores hematopoiéticos (Wilson et al.,

2007).

Quanto a IL-7, esta proteina foi descrita como um fator de crescimento de
progenitores de linfocitos B secretado pelas células estromais da medula éssea, e
posteriormente, também caracterizada como um regulador da linfopoese T. Como o0s
progenitores de linfocitos B sdo IL-7R", podem ser estimulados a proliferar imediatamente
depois do contato com o seu ligante (IL-7) produzido pelo estroma medular (Ceredig and

Rolink, 2012).

Quando os linfocitos B produzem definitivamente seu receptor funcional, o receptor
de células B (BCR — B cell receptor), significa que estas células passaram a expressar a
imunoglobulina M (IgM). E nesta fase, os linfocitos B estdo aptos a migrar da medula 6ssea
para os tecidos linfoides secundarios, como baco e linfonodos. Contudo, ainda néo
expressam IgD e sdo fenotipicamente classificadas como IgM™ e IgD™ (LeBien and Tedder,
2008). Finalmente, o contato com antigenos induz a diferenciacdo dos linfécitos B em
plasmdcitos e estas etapas podem ser monitoradas pela perda de expressdo gradativa de
B220 e CD19, ao passo que as células diferenciando comecam a sintetizar CD138, uma
molécula de adesdo pertencente a familia Sindecan (Oracki et al., 2010). Considerando tais
marcadores e seus aspectos funcionais, todas as etapas da diferenciacdo dos linfécitos B
podem ser avaliadas por metodologias que permitem localizar e/ou quantificar células que

expressem concomitantemente tais moléculas (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica das etapas de diferenciagdo dos linfdcitos B.

Todas as etapas da diferenciacdo dos linfocitos B podem ser reguladas por fatores
endogenos (Bryder and Jacobsen, 2000; Ye and Graf, 2007) e exdgenos, incluindo alimentos
funcionais (Chen et al., 2008; Salva et al., 2012). Dentre vérios alimentos funcionais, 0s
carotenoides foram descritos como moléculas reguladoras durante a hematopoese humana e
respostas imunolégicas (Evans, 2005; Collins, 2008). No entanto, a maioria destes dados em
humanos ainda € pouco conclusivo e surge o interesse de novas estratégias de estudos
relacionados com a influéncia direta de alimentos funcionais na hematopoese,

especificamente na linfopoese B e producdo de anticorpos.
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1.3 Imunoglobulina M (IgM)

IgM representa aproximadamente 10% do repertorio de imunoglobulinas, possui uma
estrutura funcional pentamérica, com peso molecular total de 970 KDa. E uma classe de
anticorpo predominantemente circulante, sintetizada nas fases iniciais da resposta humoral.
Pode ser encontrada na superficie dos linfocitos B nas fases terminais da diferenciacéo,

ainda na forma monomeérica, como receptores de antigenos (Klimovich, 2011).

IgM desempenha um papel critico na protecdo contra agentes patogénicos e esta
relacionado com prevencdo de autoimunidade. Embora a sua importancia tenha sido
demonstrado em muitas condi¢cdes diferentes, suas origens ndo sdo completamente
compreendidas. Baco e medula éssea, mas ndo as cavidades do corpo, sdo 0s principais
locais de secrecdo natural IgM. Tais aspectos foram recentemente revisados por Savage e

Baumgarth (Savage and Baumgarth, 2015).

Alguns autores tem sugerido o termo “anticorpo natural” para IgM, considerando que
IgM pode ser sintetizada por linfécitos B de memdria, representantes da primeira linha de
defesa contra infeccdes, contribuindo para a melhoria das funcdes inatas primitivas. Estas
células sdo geradas por mecanismos independentes de linfocitos T e tais anticorpos tem
especificidade contra padrdes antigénicos comuns a varios patdgenos. O bago €
indispensavel para a sua manutencdo (Capolunghi et al., 2013). IgM reconhece células
apoptoticas e potencializam a fagocitose de células mortas, suprimindo vias de sinalizacao
imunes inatas. Geralmente, essa classe “natural” de é produto de clones de linfocitos Bl

peritoneais (Gronwall et al., 2012).
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1.4 Imunoglobulina A (IgA)

IgA é a imunoglobulina mais abundante nas superficies mucosas. Sua secrecdo
ocorre em mecanismos dependentes e/ou independentes de células T, e tem um impacto
importante na manutencdo da homeostase no sistema imune das mucosas (Meyer-Bahlburg,
2015). Este isotipo compde a primeira linha de defesa para repelir microrganismos
patogénicos e garante a sobrevivéncia de bactérias comensais, principalmente na mucosa
intestinal. Esse mecanismo favorece a homeostase permitindo o reconhecimento dos
antigenos e evitando a disseminacdo pelo tecido, revelando suas propriedades anti-

inflamatdrias na mucosa (Corthesy, 2013).

No trato gastrointestinal, IgA desempenha papéis fundamentais na regulacdo das
comunidades bacterianas no intestino e apresenta propriedades de um agente de
neutralizacdo (exclusdo imune) que induz respostas imunitarias efetoras num contexto néao-
inflamatdrias, favoravel para preservar a homeostase local (Corthesy, 2009). De fato,
bactérias comensais sdo naturalmente revestidas por IgA e sdo impedidas de interagirem

com o epitélio (Mathias et al., 2014).

A sintese de IgA tem inicio com mudanca de classe de IgM para IgA, que ocorre na
superficie dos linfocitos B em diferenciacdo presentes nos tecidos linfoides associados a
mucosas, caracterizados pelo fendtipo IgM*™ B220" IgA”. Estas células se diferenciam
plasmacitos secretores de IgA nos orgdos linfoides associados a mucosas, incluindo baco,
tecidos linfoides associados a nasofaringe, foliculos linfoides isolados e placas de Peyer
(Shikina et al., 2004). A figura 3 representa esquematicamente como ocorre a mudanca de

classe de IgM para IgA (Figura 3).
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Figura 3: Esquema demonstrando o fenétipo das células B diferenciando em plasmdcitos
secretores de IgA. Células B IgM+IgA- mudam seu fenétipo para IgM+1gA+ apds estimulo especifico na
mucosa intestinal. Estas células tornam-se IgM-IgA+ e perdem o marcador B220 quando diferenciam em

plasmacitos. Figura adaptada de Kunisawa e colaboradores (Kunisawa and Kiyono, 2012).

IgA interage com distintos tipos de receptores na superficie das células do sistema
imunoldgico, incluindo receptor envolvido no transporte epitelial de IgA/IgM e o recetor Fc
de IgA em células mieloides (FcalphaRl ou CD89), como por exemplo neutrdfilos,
eosinofilos, mondcitos/macrofagos e células dendriticas (Monteiro and Van De Winkel,

2003).

Dentre varios reguladores da sintese de IgA, o acido retindico conduz a uma potente
resposta de IgA mucosa e ndo aumenta a producdo de IgM (Seo et al., 2014). O &cido
retinoico tem sem mostrado mais eficiente que o TGF-B1 na regulacdo da sintese de IgA,

induzindo ndo sé maior secre¢do de IgA, mas também aumentando a freqiiéncia de clones de
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linfocitos B 1gA+ (Seo et al., 2013). As células secretoras de anticorpos na mucosa intestinal
sdo derivadas de linfocitos B ativados que provavelmente surgem em tecidos linfoides
associados ao intestino (GALT). Tais células sdo recrutadas para a mucosa por células
dendriticas em mecanismos dependentes de vitamina A, metabolito &cido retindico, pois
elevados niveis estdo diretamente relacionados a troca de classe de IgM para IgA (Mora et

al., 2006; Mora and von Andrian, 2009).

Recentemente, Guo e colaboradores publicaram uma revisdo que explora conceitos
importantes na regulacdo de migracédo e funcdo de leucdcitos controlados por acido retindico
(Guo et al., 2015). Claramente, a forma ativa da vitamina A, o acido retindico, tem uma alta
eficiéncia na quimiotaxia e diferenciagdo de leucdcitos. Além disso, animais com deficiéncia
de vitamina A possuem imunidade comprometida e aumento de suscetibilidade a doencas
infecciosas (Guo et al., 2015). Em vegetais, a vitamina A pode ser encontrada na forma de

carotenoides (Ruhl, 2013).

1.5 Carotenoides

Os carotenoides sao isoprendides amplamente distribuidos na natureza, tipicamente
vistos como pigmentos em frutas, flores, passaros e crustaceos, responsaveis pela coloracao
amarela, laranja e vermelha. Como nédo sao sintetizados por células animais, dependem da
dieta como fonte (Fraser and Bramley, 2004). Recentemente, tem atraido a atencdo de
pesquisadores em diversas areas do conhecimento cientifico, devido ao seu efeito benéfico
sobre a salde humana, especialmente, diminuindo a incidéncia de cancer e atuando

predominantemente como antioxidantes (Jomova and Valko, 2013).
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Aproximadamente, na natureza existe 700 carotenoides, destes apenas 40 podem ser
absorvidos, metabolizados e utilizados pelo organismo humano. Entretanto, apenas parte
destes componentes sdo encontrados no soro, incluindo a-caroteno, [-caroteno, f-
criptoxantina, luteina, zeaxantina, licopeno e retindides (Fernandez-Garcia et al., 2012). Os
carotenoides podem ser divididos em dois grupos, os carotenos e as xantofilas. Os carotenos
sdo carotenoides compostos por carbono e hidrogénio apenas, como o [-caroteno, ao-
caroteno e licopeno. Ja as xantofilas apresentam grupos substituintes com oxigénio, como a

luteina, zeaxantina e, a e Bcriptoxantina (Stahl and Sies, 2005).

Estruturalmente os carotenoides sdo tetraterpendides de 40 carbonos unidos por
unidades opostas no centro da molécula. Esta cadeia pode ter de 3 a 15 ligacBGes conjugadas
que determinam o espectro de absor¢do e, assim, a cor da molécula carotenoide (Stahl and
Sies, 2005). A partir desse espectro € possivel obter diversas informagdes sobre a estrutura
da molécula de fundamental importancia para analise de carotenoides (Melendez-Martinez

et al., 2007). A figura 4 sintetiza as formas estruturais dos carotenoides.
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Figura 4: Estrutura quimica dos carotenoides

Antigamente, as pesquisas sobre carotenoides se baseavam sobre a composicao e

identificacdo de carotenoides pro-vitaminicos A em alimentos, isto €, aqueles carotenoides
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que quando absorvidos pelo organismo humano sdo clivados em uma ou duas moléculas de
vitamina A, com destaque para o [(-caroteno, 0 carotenoide que possui maior atividade.
Atualmente os estudos se encontram direcionados para atividade antioxidante destes
compostos, buscando avaliar e quantificar os compostos de maior atividade. Dentre 0s
carotenoides mais amplamente estudados o que possui maior atividade antioxidante é o
licopeno (Dias et al., 2008; Ruhl, 2013). Eles podem atuar na desativacdo de espécies
reativas, evitando assim a iniciacdo de cadeias de oxidacdo em nivel celular que conduz a

danos ao &cido desoxiribonucléico (DNA) e peroxidacéo lipidica (Silva et al., 2001).

A acdo dos carotenoides no sistema imunoldgico tem sido intensamente estudada nas
duas ultimas décadas. Em modelos experimentais distintos e na prética clinica, dois
carotenoides tem sido amplamente estudados: licopeno e B-caroteno (Tanaka et al., 2012). O
licopeno tem sido descrito como um produto antitumoral significativo em tipos de células
cancerosas diferentes, principalmente regulando eventos celulares, tais como apoptose e
ciclo celular (mitose), amplamente envolvidas com progressédo do cancer (Teodoro et al.,
2012). No entanto, é pouco compreendido se o licopeno regula a biologia de células
normais. Neste contexto, a hematopoese murina pode ser considerada um excelente modelo
experimental para estudar varios eventos e propriedades celulares, incluindo a proliferacédo,

diferenciacédo e apoptose mediante contato com tais carotenoides.

1.6 Licopeno

O licopeno (C40H56) pertence ao subgrupo dos carotenoides ndo oxigenados, é
caracterizado por uma estrutura aciclica e simétrica contendo 11 liga¢des duplas conjugadas
(Rao, 2002). Na Figura 5, uma representacdo da estrutura molecular do licopeno. Sua

estrutura é responsavel pela coloragdo vermelho-alaranjada de frutas e vegetais nas quais
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estd presente no tomate, no mamao, na goiaba vermelha, na pitanga, na melancia entre

outros (Krinsky and Johnson, 2005; Rao and Rao, 2007).

Lycopene (C Hzg)

Figura 5. Molécula do licopeno

Podemos encontrar o licopeno no plasma e tecidos humanos com grande variagdo na
sua distribuicdo. De todos os carotenoides, o licopeno é um dos mais abundantes no corpo
humano, sendo sua alta concentracdo devida, principalmente, ao consumo dos alimentos

(Khachik et al., 2002).

Os carotenoides nao sdo sintetizados pelo organismo humano, dessa forma eles sao
obtidos exclusivamente por meio da dieta alimentar. O licopeno pode ser encontrado em um
namero limitado de alimentos; o tomate e seus derivados sdo as melhores contribuicdes
dietéticas. Quanto mais avermelhado for o alimento, maior foi sua concentracdo de licopeno.
A absorcéo do licopeno é maior quando o alimento em questdo € cozido, pois 0 rompimento

das paredes celulares facilita o contato deste com a mucosa intestinal (Bramley, 2000).

Atualmente varios estudos vém demonstrando uma relagdo inversa entre 0 consumo
de alimentos fontes de licopeno e risco de cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas
cronicas (Khachik et al., 2002; Tanaka et al., 2012; Teodoro et al., 2012; Friedman, 2013).

Estas propriedades estdo diretamente correlacionadas com efeitos antioxidantes, anti-
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inflamatdrias e anticancerigenas (Astley et al., 2004; Ciccone et al., 2013; Soares et al.,

2015).

Considerando suas propriedades antioxidantes, o licopeno pode ser visto como um
potente sequestrador do oxigénio, comparativamente mais potente que a maior parte dos
outros carotenoides plasmaticos, sendo duas vezes mais potente que o [B-caroteno para
neutralizar a acdo do oxigénio (Di Mascio et al., 1989). Além de proteger contra danos
oxidativos, o licopeno pode estimular varias funcbes celulares do sistema imunolégico

(Rodrigues et al., 2012).

Alguns autores sugerem que a alternancia de ligacdes duplas e simples presentes na
estrutura deste carotenoide gera o deslocamento dos elétrons sobre toda a cadeia poliénica,
ocasionando uma alta reatividade quimica e absorcdo de luz. O licopeno pode sofrer
isomerizacdo geométrica e oxidacdo devido a sua estrutura, acarretando perda do poder
corante e diminuicdo da atividade antioxidante (Shi and Le Maguer, 2000). Contudo, a
oxidacdo ou quebra da cadeia ocorre em condicdes extremas de temperatura ou na presenca
de enzimas, de oxigénio singlete, de radicais livres ou alta concentracdo de oxigénio

(Yamaguchi et al., 1999).

Existem alguns fatores que podem interferir na biodisponibilidade dos carotenoides,
como a forma isomérica do licopeno, quantidade e tipo de gordura dietética, processamento
de alimentos fontes, entre outros. As formas isoméricas do licopeno esta diretamente ligada
a sua biodisponibilidade, sendo o calor responsavel por uma das modificagdes da sua forma

isomérica (Bramley, 2000).

O aproveitamento pelo organismo ird depender da estrutura e a propriedade fisica e
quimica do licopeno presente nos alimentos (Richelle et al., 2010). Apesar do licopeno estar

presente nos alimentos, em sua maioria, na forma de trans-ismero (80% a 97%), parecem
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ser os cis-isomeros a forma melhor absorvida no corpo humano, devido ao seu comprimento
reduzido e sua melhor solubilidade nas micelas. O pH &cido do estdbmago parece contribuir,
em pequena parte, na transformagcao de all-trans para cis-isdmeros de licopeno. Além disso,
os isémeros lineares all-trans podem, agregar-se dentro do intestino e formar cristais,

reduzindo grandemente sua absorcao pelas micelas (Boileau et al., 1999).

O licopeno possui atividade estimuladora em linfécitos provenientes das placas de
Peyer (tecidos linfoides associados ao intestino delgado), aumentando a producdo de IL-2 e
interferon-gama (INF-8) apds tratamento com concanavalina-A, um potente ativador de
linfocitos T (Yamaguchi et al., 2010). Em linfdcitos B, pouco se sabe como o licopeno
influencia nos processos de ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo em plasmacitos secretores
de imunoglobulinas (anticorpos). Sabe-se que dietas enriquecidas em licopeno e outros
carotenoides resultam em um aumento de linfdcitos B e elevados niveis de 1gG sérica apés 7
dias de tratamento, sugerindo que a suplementacdo alimentar baseada em carotenoides pode
aumentar a producdo de linfocitos B e a concentracdo de imunoglobulinas circulantes

(Garcia et al., 2003).

Neste trabalho, nés trataremos células obtidas de medula 6ssea com diferentes
concentracdes de licopeno e analisaremos a celularidade, o fenotipo e as classes de
imunoglobulinas sintetizadas, incluindo IgM e IgA,. De acordo com os resultados
preliminares, estamos propondo uma nova funcdo para o licopeno como molécula
imunomoduladora, interferindo com a diferenciacdo de linfocitos B em plasmacitos e na
producdo de anticorpos. Vale ressaltar que este trabalho faz parte de um projeto de
médio/longo prazo que visa identificar alimentos que promovam de forma eficiente a
producdo de anticorpos, com o intuito de aumentar a eficiéncia das vacinas através de

suplementacdo alimentar durante campanhas de vacinagdo. Neste sentido, o licopeno, bem
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como outros alimentos funcionais, pode ser estudado como possivel adjuvante natural

envolvido com a diferenciacdo dos linfocitos B.

OBJETIVOS

2.1 - Geral:

Avaliar a acdo do licopeno na diferenciacdo dos linfocitos B em camundongos adultos.

2.2 - Especificos:

Estabelecer a concentracdo Otima de licopeno para o cultivo de células hematopoiéticas

derivadas da medula 6ssea;

Quantificar linfocitos B apds o tratamento com licopeno através da citometria de fluxo;

Analisar a a¢do do licopeno na proliferacdo e/ou na sobrevivéncia dos linfécitos B;

Investigar se o licopeno modifica a morfologia dos linfocitos por microscopia 6ptica.

Monitorar a sintese de imunoglobulinas (anticorpos) por citometria de fluxo (expressédo de
IgM, IgA, e ELISA (deteccdo de anticorpos sollveis) ap6s estimulacdo com licopeno in

vitro e in vivo;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os camundongos Balb/C machos com idade entre 2 e 4 meses foram obtidos das
colbnias mantidas na Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brasil). As manipulacbes
nestes animais foram realizadas de acordo com as normas institucionais especificas para o
uso e cuidado de animais de laboratério (protocolo aprovado: DAHEICB 009, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil). Na idade experimental, os animais foram sacrificados
numa camara CO, apropriada durante 10 segundos. Apds banho em solucdo alcodlica
(etanol 70%), foram submetidos aos procedimentos cirlrgicos necessarios para 0S

experimentos in vitro e in vivo.

3.2 Suspensdes celulares da medula dssea

Células totais da medula Ossea foram obtidas através do “flushing” da cavidade
femoral de camundongos Balb/C. Nesta técnica, deve ser feito um movimento de expulsdo
das células da cavidade 6ssea com auxilio de agulha e seringa contendo meio de cultura
(RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (LGC, Séo Paulo, Brasil).
As células foram quantificadas por cAmara de Neubauer e a celularidade definida na unidade
“células/mL”. Quando presentes, as hemécias foram lisadas com uma solucdo hipoténica:

ACK (cloreto de amonio/potassio).
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3.3 Licopeno

Para cada experimento, todas as células foram plaqueadas na concentracio de 5x10°
células em 2 mL de meio de cultura em placas de 6 pocos. Licopeno all-trans WS (water
soluble) 10% fornecido pela Roche (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dissolvido em &gua a 50°C
foi adicionado aos pocgos de cultura nas concentracbes 5uM e 10uM. Apos 5 dias de
tratamento com as diferentes concentracbes de licopeno, as culturas de células foram
analisadas quanto a celularidade, fendtipo, morfologia, ciclo celular, apoptose e
imunoglobulinas secretadas. Células ndo tratadas com licopeno foram consideradas

controles experimentais.

3.4 Citometria de fluxo: fenotipagem

Aproximadamente 1x10° células cultivadas nas condicdes supracitadas foram
preparadas para citometria de fluxo. Para garantir especificidade dos anticorpos, o0s
receptores Fc presentes na membrana de algumas células de origem hematopoiética devem
ser previamente saturados com a fracdo Fc de IgG. Esta molécula é secretada pelo clone
celular 2.4G2, obtido no Banco de Células do Rio de Janeiro da Universidade Federal do
Rio de Janeiro. As células cultivadas a serem investigadas devem ser incubadas por 10
minutos com o sobrenadante desta linhagem celular, antes de serem marcadas com 0s
anticorpos associados aos fluorocromos. Apéds centrifugar por 10 minutos a 1200 RPM (260
G), as células foram incubadas com os anticorpos monoclonais por 30 minutos. Anticorpos
ndo ligados sdo retirados do sistema apos lavagem/centrifugagdo em PBS. Os seguintes
anticorpos monoclonais foram utilizados: anti-Sca-1, anti-Mac-1, anti-IgG, anti-IgE e anti-
IgM marcados com FITC (Isotiocianato de Fluoresceina); anti-CD34, anti-CD19 e anti-IgA

marcados com PE (Ficoeritrina); anti-Gr-1 e anti-B220 marcados com PE Cy5.5; anti-B220,
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anti-1gD e anti-c-Kit (todos da BD Bioscience, CA, USA). As amostras foram adquiridas no
citbmetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience) através do programa Cell Quest e

analisados no programa WinMDI 2.9.

3.5 Citometria de fluxo: avaliacao de apoptose

O tratamento com licopeno pode variar a quantidade de células hematopoiéticas
cultivadas in vitro. Para monitorar os efeitos das diferentes concentragcdes do licopeno na
sobrevivéncia das células cultivadas, as amostras foram incubadas com anexina-V FITC e
iodeto de propidio durante 15 minutos, conforme recomendacdo do fabricante (BD
Bioscience), com o intuito de identificar células em apoptose inicial (Anexina-V* PI),
apoptose terminal (Anexina-V* PI") ou morte celular ndo-apoptética (Anexina-V~ PI*). As
células viaveis sdo dupla-negativas (Anexina-V~ PI). Os controles experimentais foram as
células cultivadas apenas com meio de cultura (Soares et al., 2013). As amostras foram
adquiridas no citdmetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience) atraves do programa Cell

Quest e analisados no programa WinMDI 2.9.

3.6 Morfologia: citocentrifugado e microscopia 6ptica

As suspensdes celulares devem ser ajustadas para 1.0x10° células/ml. Desta
suspensdo, cada 200uL foram centrifugados a 36 G (aproximadamente 300 RPM) durante 3
min. Posteriormente, 0 material devera ser fixado em metanol por 24h. Depois de fixadas, as
amostras foram coradas pelo método May-Grunwald &Giemsa (el-Cheikh and Borojevic,
1990). Identificando as principais caracteristicas histoldgicas, uma contagem diferencial dos

tipos celulares deve ser realizada utilizando objetiva de imersdo em microscopio optico. Um
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total de 300 células por l&minas devera ser contado e os valores expressos na forma

percentual.

3.7 Imunocitoquimica

Para deteccdo de plasmdcitos na cultura de células da medula 6ssea, foi realizado um
citotrifugado na concentracdo de 1.0x10° células/ml em laminas revestidas com poli-L-
lisina. As amostras foram fixadas durante 30 minutos em metanol a temperatura ambiente.
Anticorpos anti-CD138 purificados (BD Bioscience) foram utilizados como primérios, que
reagem com anticorpos secundarios anti-lgG de rato (BD Bioscience). A etapa de
permeabilizacdo ndo foi necessaria porque CD138 é uma proteina preferencialmente
detectada na membrana celular. Apés marcagdes com anticorpos, as amostras foram contra-
com hematoxilina de Harris e reveladas por peroxidase. As imagens foram adquiridas por
microscopia Optica através de uma camera digital (5.0 MP Evolu¢do RTVColor-Media

Cybernetics, Canada).

3.8 Suplementacéo de licopeno in vivo

Os camundongos foram separados em quatro grupos de 5 animais em cada. Os
animais tratados foram suplementados, durante 2 semanas, por gavagem oral de extrato de
tomate ou injecdo intraperitoneal de licopeno purificado. O controle recebeu apenas o

veiculo (agua). Na tabela 2, um resumo dos procedimentos.
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Tabela 2: esquematizacdo da suplementacéo in vivo.

Controle Tratado
Oral (n=5) 0,3 ml de 4gua morna 0,659 de extrato de tomate
em 0,3 ml de agua morna
Intraperitoneal (n = 5) 0,3 ml de 4gua morna 0,2 mg de licopeno
purificado + 0,3 ml de 4gua
morna

Figura 6. Suplementacédo in vivo. (A) Via oral, 0.3mL de extrato de tomate diluido em &gua morna. (B)
Injecdo intraperitoneal, 0.3 mL de licopeno purificado diluido em &gua morna. n=5 animais por grupo.
Controles suplementados com agua apenas, seguindo as respectivas vias de administragéo.

3.9 ELISA: dosagem de imunoglobulinas

Apo6s o periodo de incubacdo com as diferentes concentracdes de licopeno, as
suspensdes celulares foram centrifugadas e fase liquida (sobrenadante) devera ser analisada.
As imunoglobulinas IgM e IgA foram quantificadas de forma individual (por placa de
cultura). Resumidamente, as placas contendo as células (Corning, NY, USA) foram pre-
tratadas anticorpos monoclonais de captura (R35-72, BD Bioscience) diluidos em PBS. A
presenca de imunoglobulinas foi mensurada pela adicdo de anti-lg biotinilada, que foi

dosada pela reacdo com fosfatase alcalina conjugada com biotina (R35-92, BD Bioscience).
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As interacOes entre 0s anticorpos devem ser determinada pela adigdo de p-nitrofenilfosfato
(Sigma-Aldrich, USA). As amostras foram adquiridas em um leitor de placas de ELISA

(BioRad, Boston, USA) usando um filtro de 405nm.

3.10 Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios in vitro e in vivo foram representados como médias de trés
experimentos independentes, totalizando 9 animais. As analises estatisticas foram realizadas
pelo teste de comparacdo multipla de Tukey, através do programa (software) EXCEL.

Quando os valores de p forem menores que 0.05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da celularidade, morfologia e fenotipagem das células

hematopoiéticas estimuladas com licopeno

Células hematopoiéticas da medula 6ssea foram isoladas da medula dssea e
submetidas a duas concentracOes de licopeno in vitro: 5uM e 10uM. Em rela¢do ao grupo
controle (apenas meio de cultura), houve um aumento de aproximadamente 3 vezes no
namero de células hematopoiéticas cultivadas em meio suplementado com 5uM de licopeno,
apos 5 dias de cultivo. A concentracdo de 10uM de licopeno ndo modificou a celularidade

em relacdo ao grupo controle (Figura 7).

C'élulas hematopoiéticas
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Figura 7: Namero de leucocitos derivados da medula éssea cultivados na presenca de licopeno. Apds 5
dias de cultivo, o licopeno induziu um aumento na celularidade medular. Controle = meio de cultura apenas.
Lic 5 e Lic 10 = concentracfes utilizadas de licopeno (5uM e 10uM, respectivamente). n = 5 animais. * indica
p<0.05.

As células ndo-aderentes foram recolhidas, citocentrifugadas e coradas para posterior
analise por microscopia Optica, na tentativa de identificar os possiveis tipos celulares
alterados na suplementacdo com licopeno. As células do grupo controle apresentaram uma

morfologia tipica de medula 6ssea, com predominio de células mieloides principalmente
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granulocitos com nucleo segmentado (Figura 8A). Células cultivadas na presenca de
licopeno, na concentracdo de 5uM, foram predominantemente mononucleares, embora
alguns granuldcitos também tenham sido detectados (Figura 8B). Quando cultivadas na
concentracdo de 10uM de licopeno, o perfil morfoldgico das células foi semelhante ao grupo
tratado com licopeno 5uM, ou seja, maior quantidade de células mononucleares em

detrimento aos granuldcitos (Figura 8C).
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Figura 8. Morfologia das células hematopoiéticas cultivadas na presenca de licopeno. As células foram
analisadas por microscopia 6ptica. (A) Grupo controle composto por células cultivadas em meio de cultura
apenas. (B) Grupo Lic 5uM formado por células cultivadas em meio de cultura suplementado com 5uM de
licopeno. (C) Grupo Lic 10uM formado por células cultivadas em meio de cultura suplementado com 10uM de
licopeno. n = 5 animais. * indica p<0.05.
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Investigando subpopulagdes de células hematopoiéticas numericamente alteradas
pela suplementagdo com licopeno, anélises fenotipicas foram realizadas por citometria de
fluxo. Apds 5 dias de cultivo na presenca de 5uM e 10uM de licopeno, o nimero de células

mieloides CD11b*B220™ ndo apresentou alteracdes significativas (Figura 9).

Células mieloides CD11b" B22

x 107 cells / mL
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Figura 9: Células CD11b+B220- derivadas da medula éssea ndo responderam a suplementacdo com
licopeno nas concentragdes de 5 e 10 pM. Apo6s 5 dias de cultivo, o licopeno ndo modificou a quantidade de
células hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea in vitro. Controle = meio de cultura apenas. Lic 5 e Lic 10
= concentracOes utilizadas de licopeno (5uM e 10uM, respectivamente). n = 5 animais. * indica p<0.05.



X 10%cells / mL

29

Quando os linfécitos T foram analisados quanto a expressdo de CD4 e CD8, foi
observado que o licopeno estimulou um aumento na quantidade de linfécitos T CD4"

(Figura 10A), mas ndo interferiu com a populacéo de linfocitos T CD8" (Figura 10B).
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Figura 10: Células TCD4+ e TCD8+ induzidas por licopeno nas concentragdes de 5 e 10 pM.(A) O
licopeno induziu um aumento na populacdo de células T CD4+ derivadas da medula 6ssea apds 5 dias de
tratamento in vitro. (B) O licopeno ndo interferiu com a populagdo de células T CD8+ derivadas da medula
0ssea. Controle = meio de cultura apenas. Lic 5 e Lic 10 = concentraces utilizadas de licopeno (5uM e 10uM,
respectivamente). n = 5 animais. * indica p<0.05.

A populacéo de linfocitos B da medula dssea foi a mais afetada pela suplementagédo
de diferentes concentragdes de licopeno na cultura das células hematopoiéticas. Estas células
foram quantificadas de acordo com a expressdéo de B220 na membrana e com a
complexidade citoplasmatica (Figura 11A). Quando quantificadas, pode-se observar que
havia aproximadamente duas vezes mais células B220+ nas culturas de celulas
hematopoiéticas da medula éssea suplementadas com licopeno, apés 5 dias de cultivo, nas

concentragOes de 5uM e 10uM (Figura 11B).
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Figura 11. Quantificacéo de linfocitos B220+ apds tratamento com 5 e 10 uM de licopeno. (A) Gréfico de
pontos representativos de amostras adquiridas em citdmetro de fluxo demonstrando células B220+ com baixo
sinal SSC (side scatter, avaliagdo de complexidade citoplasmatica por citometria de fluxo) selecionadas nos
quadrantes e seus respectivos valores percentuais associados. (B) Valores absolutos indicando que o tratamento
com licopeno favoreceu o aumento da populagdo de linfécitos B. Controle = meio de cultura apenas. Lic 5 e
Lic 10 = concentra¢des utilizadas de licopeno (5uM e 10uM, respectivamente). n = 5 animais. * indica p<0.05.
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4.2 Licopeno interfere com a linfopoiese B in vitro

Avaliando as subpopulacdes de linfocitos B, pode-se observar que o percentual das
células B mais primitivas (B220-**1gM") aumentou significativamente de aproximadamente
19% na condicdo controle para proximo de 31% apds 5 dias de tratamento com 5uM e 10
UM de licopeno (Figura 12). Ja a subpopulacdo de células B220""IgM", que inclui células
progenitoras mais diferenciadas que as células B220"*"IgM", estavam reduzidas em termos
percentuais quando tratadas com licopeno. Este percentual variou de 51% no grupo controle
para 37% e 26% nas condi¢des de suplementacdo com 5 uM e 10 uM respectivamente. As
células mais maduras, caracterizadas pelo fen6tipo B220*IgM"*, apresentaram um aumento
percentual significativo apenas quando suplementadas com 10uM de licopeno, variando de

29% no grupo controle para 41% no grupo induzido com licopeno (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos da suplementacdo com licopeno na diferenciacdo de linfécitos B derivados da
medula 6ssea in vitro. Apds 5 dias de tratamento com licopeno, foi observado um aumento percentual nas
populacdes primitivas (B220lowlgM-) e maduras (B220+IgM+). Controle = meio de cultura apenas. Lic 5 e
Lic 10 = concentra¢des utilizadas de licopeno (5uM e 10uM, respectivamente). n = 5 animais. Os graficos de
pontos sdo representativos de cada grupo experimental.

Considerando que o tratamento com licopeno in vitro alterou significativamente a
celularidade das culturas na concentracéo de 5uM e promoveu uma modificacdo no perfil da

distribuicdo das subpopula¢Ges em termos percentuais, foi necessario quantificar em valores
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absolutos estas subpopulacdes de linfécitos B, amplamente modificadas pelo licopeno. O
licopeno teve um efeito indutor em todos os compartimentos de linfocitos B. Os
progenitores  B220"°“CD19'IgM~ estavam  significativamente  aumentados em
aproximadamente 3 vezes quando estimulados com licopeno e comparados com 0 grupo
controle (Figura 13A). Os progenitores B220°CD19'1gM™ aumentaram significativamente
quando cultivados em meio suplementado com 5uM de licopeno (Figura 13B). Ja as células
B maduras B220°CD19'IgM™ estavam numericamente aumentadas nas duas condicdes de

cultivo celular suplementadas com licopeno (Figura 13C).
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Figura 13. Acao do licopeno na diferenciagdo de linfocitos B. (A) Progenitores caraterizados pelo fen6tipo
B220""°“CD19'1gM"*. (B) Progenitores mais diferenciados definidos fenotipicamente como B220*CD19'IgM.
(C) Linfécitos B maduros caracterizados como B220°CD19*IgM* aptos a sairem da medula dssea em
condicBes normais. Controle = meio de cultura apenas, barra preta. Lic 5 e Lic 10 = concentraces utilizadas de
licopeno (5uM e 10uM, barras barnca e cinza, respectivamente). n = 5 animais. * indica p<0.05.

O aumento numérico dos linfocitos B maduros B220°CD19'IgM™ sugeriu que o
licopeno estava induzindo a diferenciacdo dos linfocitos B in vitro. A proteina CD138
(Sindecan-1) tem sido amplamente utilizada como um importante marcador de diferenciagéo
dos linfdcitos B em plasmdcitos, células secretoras de imunoglobulinas (Shapiro-Shelef et

al., 2005).
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Por citometria de fluxo, foi observado que as células B220" IgM*CD138" estavam
aumentadas nas culturas suplementadas com licopeno, indicando que as duas concentragdes
de licopeno testadas favoreceram a diferenciacdo de linfocitos B em plasmocitos CD138+

(Figura 14).
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Figura 14. Efeito do licopeno na diferenciacao de linfocitos B220+ em plasmdcitos CD138+. Os gréficos de
pontos destacam as células duplamente marcadas para IgM e CD138 nas condicOes controle e suplementagdo com
licopeno. Os gréficos de barras indicam os ndmeros absolutos das células B diferenciando em plasmocitos.
Controle = meio de cultura apenas, barra preta. Lic 5 e Lic 10 = concentracGes utilizadas de licopeno (5uM e
10uM, barras barnca e cinza, respectivamente). n = 5 animais. * indica p<0.05.
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Para comprovar a presenca de plasmdcitos no cultivo com licopeno, foi realizado um
ensaio de imunocitoquimica para deteccdo de células positivas para CD138 e posterior
analise morfoldgica. As células marcadas, ou seja, positivas para CD138, apresentaram uma
morfologia compativel com plasmécitos (Figura 15). Estas células sdo ovais e possuem uma
relacdo nucleo/citoplasma menor que linfécitos, pois o citoplasma destas células €
significativamente maior. No grupo controle (Figura 15A), rarissimas células marcadas
foram observadas. J& nas células cultivadas em meio contendo licopeno (5uM), algumas
destas células estavam nitidamente marcadas, confirmando a presenca de plasmocitos

CD138" (Figura 15B).
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Figura 15. Detec¢do de plasmdcitos nas culturas de células hematopoiéticas estimuladas com licopeno.
(A) No grupo controle, rarissimas células marcadas foram detectadas. Aumento de 100x e 400x,
respectivamente. (B) Células CD138+ marcadas nas culturas suplementadas com 5uM de licopeno. Aumento
de 100x e 400x, respectivamente. Dados representativos de 5 animais.
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4.3 Analise da acéo do licopeno na sobrevivéncia das células hematopoiéticas

Os resultados obtidos indicam que o licopeno esta favorecendo a linfopoiese B.
Subpopulacbes de progenitores de linfocitos B, células maduras IgM+ e células
terminalmente diferenciadas CD138+ estdo numericamente aumentadas 5 dias apés a
inducdo com licopeno. Considerando a maior celularidade em relacéo aos respectivos grupos
controles, o licopeno poderia estar interferindo com o processo de morte celular. Para avaliar
0 quanto licopeno interfere com a sobrevivéncia das subpopulacfes estudadas, as células
hematopoiéticas, nas mesmas condicdes de cultivo, foram marcadas com anexina-V e iodeto

de propidio (PI) para anélise de apoptose por citometria de fluxo.

Células hematopoiéticas cultivadas em meio de cultura suplementado com 5uM e
10puM de licopeno apresentaram percentuais de apoptose semelhantes aos respectivos
controles. Apos 5 dias de cultivo, aproximadamente 14.1% das células do grupo controle
foram duplamente positivas para anexina-V e Pl, enquanto as células tratadas com licopeno
na concentracdo de 5 pM e 10 uM de licopeno apresentaram percentuais de apoptose

equivalentes a 14.6% e 18.9% (Figura 16).

O licopeno, no entanto, foi ligeiramente toxico para as células hematopoiéticas.
Células anexina-V"* porém negativas para o Pl, que representam células em apoptose inicial,
apresentaram percentual semelhante quando comparados os grupos controle e tratados com
licopeno 5uM (11.8% e 13.2%, respectivamente). Aproximadamente 18.2% das células
hematopoieticas cultivadas em meio suplementado com licopeno 10uM apresentaram 0
fendtipo anexina-V* PI', sendo este percentual estatisticamente diferente quando comparado
ao grupo controle (Figura 16). Portanto, somando as populagdes celulares anexina-V* (PI*
ou PI), torna-se evidente que as células cultivadas em meio de cultura apenas e

suplementado com 5uM de licopeno apresentaram percentuais similares de celulas



36

apoptoticas (29.9% e 27.8%, respectivamente). Ja as células cultivadas em meio
suplementado com licopeno 10uM, a soma das populagdes celulares anexina-V* chegou a
37.1% do total cultivado (Figura 16). Portanto, o licopeno na concentra¢do de 10uM parece

ligeiramente tdxico quando comparado aos grupos controles e S5pM.
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Figura 16. Monitoramento de morte celular por citometria de fluxo. Células anexina” PI" (quadrante
inferior esquerdo) sdo consideradas viaveis, células anexina® PI” (quadrante inferior direito) estao em apoptose
inicial, células anexina® PI" (quadrante superior direito) estdo em apoptose tardia, e células anexina™ PI”
(quadrante superior esquerdo) estdo mortas por mecanismos diferentes de apoptose. Controle = meio de cultura
apenas, barra preta. Lic 5 e Lic 10 = concentracfes utilizadas de licopeno (5uM e 10uM, respectivamente). n =
5 animais. * indica p<0.05.

Para investigar se a concentracdo de 5uM de fato ndo interfere com a sobrevivéncia
das células hematopoiéticas, tais células foram induzidas a morte celular com Dexametasona
nas condicdes de controle (apenas meio de cultivo) e meio suplementado com licopeno nesta
concentracdo por 24h. Foi necessario este tempo maximo de experimento em razao da rapida
inducdo a morte celular causada pela dexametasona.

Aproximadamente 10% das células cultivadas no grupo controle e com licopeno
5uM foram positivas para anexina-V 24h apés o inicio da cultura. Neste mesmo tempo, a

dexametasona induziu apoptose em 82% das células. O licopeno 5uM ndo interferiu com

10
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esta inducdo de morte celular e aproximadamente 85% das células cultivadas foram

positivas para anexina-V (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do licopeno na apoptose induzida por dexametasona. (A) No grupo controle,
células hematopoiéticas cultivadas por 24h em meio de cultura apenas. (B) Células cultivadas em
meio de cultura suplementado com 5uM de licopeno. (C) Células mantidas em meio de cultura e
estimuladas com dexametasona. (D) Células estimuladas a apoptose com dexametasona, cultivadas
em meio de cultura suplementado com 5uM de licopeno. Células apoptéticas sdo positivas para anexina-
V. n =5 animais. * indica p<0.05.

Considerando que o licopeno ndo protege as células da medula éssea de sinais proé-
apoptaticos relacionados a dexametasona e as proprias condi¢des de cultivo, pode-se inferir
que o aumento na celularidade, incluindo linfocitos B220"IgM*, foi decorrente de um

estimulo a proliferacdo celular.
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4.4 Suplementacdo com licopeno in vivo induziu a diferenciacéo de linfocitos B
Com a finalidade de testar os efeitos do licopeno na linfopoiese B in vivo, dois
tratamentos foram realizados. Uma injecdo diaria de licopeno purificado intraperitoneal e
suplementacéo oral, diariamente, com licopeno presente no extrato de tomate. Ap6s 15 dias
de tratamento, ndo houve alteracdo significativa do peso corpdreo entre os grupos tratados e

seus respectivos controles (Tabela 3).

Oral Oral Intraperitoneal | Intraperitoneal

controle tratado Controle Tratado
D1 (média) 22,419 (+3,45) | 26,36g (+3,32) | 22,869 (+2,54) | 24,769 (+3,97)
D7 (média) 23,469 (+2,98) | 21,23g (+4,15) | 24,559 (+3,11) | 24,099 (+4,21)
D14 (média) 23,04g (+3,12) | 22,129 (+3,39) | 24,879 (+3,76) | 23,929 (+3,19)

Tabela 3. Avaliagdo do pardmetro peso corpdreo apds inducéo in vivo com licopeno durante 15 dias. n=5

animais por grupo experimental.

A injecdo intraperitoneal diaria de licopeno purificado ndo alterou a populacéo total
de leucdcitos na medula déssea. Contudo, a suplementacdo de licopeno via oral induziu um

aumento significativo de leucdcitos na medula 6ssea dos animais tratados (Figura 18).
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Figura 18. Celularidade na medula éssea de animais tratados com licopeno durante 15 dias. (A) Animais
controles foram injetados com agua na cavidade peritoneal. (B) Animais controles foram submetidos & ingestdo
de agua. (C) Animais tratados com injecdo intraperitoneal diéria de licopeno na concentracdo final de 5uM de
licopeno. (D) Animais submetidos a suplementagdo oral de licopeno inserido no extrato de tomate. (E) Gréfico
de barras representando os valores percentuais observados em cada grupo de animais. n = 5 animais por grupo

experimental.

As subpopulac6es de linfocitos B foram investigadas nestes dois grupos de animais

tratados com licopeno e seus respectivos controles. Os progenitores linfoides B220* IgM"N®

estavam significativamente aumentados tanto no tratamento com licopeno purificado

intraperitoneal quanto por via oral na forma de extrato de tomate (Figura 19A e 19B).
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Entretanto, os linfocitos B maduros B220"IgM™ aumentaram na medula éssea dos animais
tratados com licopeno purificado apenas, ndo variando na medula 6ssea dos animais tratados
com extrato de tomate (Figura 19A e 19B).

Uma vez que os linfocitos B estavam aumentados nos animais tratados com licopeno,
tornou-se necessario investigar se este aumento populacional era funcional. Assim, dois
isotipos de imunoglobulinas, IgM e IgA, foram dosadas no soro destes animais. Estas
imunoglobulinas foram testadas em razdo de suas funcOes, relacionadas com resposta
imunolégica humoral sistémica e de mucosa, respectivamente. Apds 15 de tratamento,
animais tratados com extrato de tomate apresentaram uma reducdo nos niveis de IgM no
soro (Figura 20A), fato ndo observado nos animais tratados com licopeno purificado. Por
outro lado, os animais tratados com extrato de tomate apresentaram maiores niveis de IgA

no soro (Figura 20B).
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Figura 19. Andlise das subpopulagdes de linfocitos B nos animais tratados com licopeno in vivo. (A)
Gréficos de pontos obtidos por citometria de fluxo identificando progenitores de linfécitos B (B220 1gM™N9) e
linfocitos B maduros (B220"IgM™). Percentual obtido por média de 5 animais por grupo experimental.
Percentual das células B progenitoras (B) e celulas B maduras (C) nas diferentes condicBes experimentais. n=5
animais por grupo. * indica p<0,05.
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Figura 20. Dosagem de IgM e IgA no soro apos tratamento com licopeno purificado e extrato de
tomate. (A) Niveis de IgM no soro dos animais tratados e seus controles. (B) Niveis de IgA no soro dos
animais tratados e seus controles. Ctr=controle; Lic i.p. = injecdo intraperitoneal de licopeno purificado; Extr =
Extrato de tomate. n=5 animais por grupo. * indica p<0,05.

A variagdo na concentracdo de imunoglobulinas séricas sugere que 6rgéos linfoides
secundarios, como o baco, estejam modificados em razdo do tratamento experimental. Apds
15 dias de tratamento, apenas o licopeno purificado induziu um aumento nas populacdes de
linfocitos B esplénicos (Figura 21).

A
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Figura 21. Andlise fenotipica de linfocitos B no bago de animais estimulados com licopeno. (A) Graficos
de pontos obtidos por citometria de fluxo identificando progenitores de linfocitos B (B220*IgM"®) e linfécitos
B maduros (B220*1gM"). (B) Percentual obtido por média de 5 animais por grupo experimental. Células totais
de medula dssea foram analisadas nas diferentes condigdes experimentais. n=5 animais por grupo. * indica
p<0,05.

O maior ndmero de linfocitos B correlacionado com indices elevados de
imunoglobulinas no soro indica que plasmdcitos estdo se diferenciando de forma acelerada.
Células B220™ CD138" (plasmdcitos) e Células B220" CD138" (plasmablastos) foram

detectadas por citometria de fluxo. De fato, apés 15 dias de suplementacdo in vivo foi

10+
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detectado um aumento significativo do percentual de plasmdcitos e plasmablastos CD138"

em ambos 0s grupos tratados (Figura 22).

Na tentativa de estudar mecanismos de diferenciacdo dos linfécitos B em plasmécitos do
baco, repetiu-se o protocolo de cultivo de células utilizado para medula dssea. Agora,
utilizando células totais de baco, os efeitos do licopeno na diferenciacdo terminal dos
linfocitos B foram testados. Apds 5 dias de cultivo, o nimero de células B220*IgM* bem
como a quantidade de células B220"CD138" ndo se modificaram apds tratamento com

licopeno nas concentracdes de 5uM e 10uM em relacdo aos grupos controles (Figura 23).
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Figura 22. Efeito do licopeno e do extrato de tomate na diferenciagdo de plasmdcitos no bago. Nos
graficos de pontos, plasmacitos sdo caracterizados pelo fendtipo B220"9CD138" (plasmocitos), plasmablastos
como células B220°CD138" e os linfocitos B como B220°CD138" por citometria de fluxo. Os graficos de
barras evidenciam os percentuais destas subpopulagdes de plasmablastos/plasmdcitos. n=5 animais por grupo
experimental. * indica p<0,05.
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Figura 23. Efeito do licopeno e do extrato de tomate na diferenciacdo de plasmdcitos no bago. (A)
Gréficos de pontos destacando as células B220"IgM™ (Linf6citos B) dos grupos controle, licopeno 5uM e
10puM, respectivamente. (B) Graficos de pontos destacando as células B220°CD138" (plasmablastos) dos

grupos controle, licopeno 5uM e 10uM, respectivamente. n=5 animais por grupo experimental. * indica
p<0,05.

A cavidade peritoneal também foi investigada no modelo experimental in vivo, tendo em
vista que o aumento significativo de IgA no soro poderia ser resultado da ativacdo de
linfécitos B1 peritoneais (Roy et al., 2013). Além disso, embora o licopeno purificado nédo
tenha modificado as concentracdes de IgM e IgA no soro, € o sitio de injecdo do licopeno

purificado.

Apo6s 15 de tratamento, o licopeno purificado injetado resultou em uma reducédo

significativa dos leucdcitos peritoneais quando comparados com seus respectivos controles.

10*
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N&o houve variacdo significativa quando o grupo tratado com licopeno em extrato foi
comparado ao grupo controle (Figura 24). Analise fenotipica revelou que linfocitos B e T
estavam reduzidos na cavidade peritoneal dos animais submetidos ao tratamento com
licopeno purificado injetado na cavidade peritoneal. Estas células também reduziram de
forma significativa na cavidade peritoneal dos animais suplementados com extrato de tomate

(Figura 24).
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Figura 24. Efeito do licopeno e do extrato de tomate na distribuicdo das células peritoneais. (A)
Gréficos de pontos destacando as células com tamanho (FSC — Forward scatter) e granulosidade (SSC — side
scatter) compativeis com linfocitos. (B) Percentual de leucécitos. (C) Percentual de linfocitos B e (D)
Percentual de linfocitos T peritoneais). n=5 animais por cada grupo.
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O passo seguinte foi avaliar se o licopeno intraperitoneal e/ou o extrato via oral estavam
intereferindo com a diferenciacdo dos linfocitos B peritoneais. Cerca de 77% das células
selecionadas na regido de “mononucleares” coexpressavam B220 e IgM nos grupos controle.
Os animais tratados com licopeno purificado apresentaram percentuais similares aos
controles (Figura 25A). O mesmo aconteceu quando 0s grupos controles e tratados com
extrato via oral, que ndo alterou o percentual, préximo aos 80% da popula¢do mononuclear
total (Figura 25B). Entretanto, pode-se observar que a intensidade de fluorescéncia detectada
pelo citdmetro foi menor no grupo tratado com o extrato de tomate por 15 dias, em relagéo

ao seu controle (Figura 25B).

Quanto as células positivas para IgA, o licopeno purificado ndo alterou o padrdo
observado nas células do grupo controle (Figura 25C). Por outro lado, o extrato induziu um
aumento significativo de células IgA™ apds 15 dias de suplementacdo in vivo (Figura 25D).
Nitidamente, o extrato promoveu uma reducdo na expressdo de IgM, embora ainda sejam
IgM™, e em paralelo, induziu um aumento na expressdo de IgA, sugerindo uma mudanca de
classe de IgM para IgA nas células B peritoneais como consequéncia do tratamento com o

extrato de tomate.
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Figura 25. Efeito do licopeno e do extrato de tomate na expressao de IgM e IgA nas células B peritoneais.
(A e C) Histogramas representativos dos animais submetidos a inje¢6es diarias de licopeno purificado. (B e D)
Histogramas representativos dos animais submetidos a suplementacdo oral com extrato de tomate. Os grupos
tratados com extrato reduziram a expressdo de IgM e aumentaram IgA. n=5 animais por cada grupo. Dados

plotados como média.
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5 DISCUSSAO

O licopeno tem sido utilizado como um regulador natural de diversas fungdes celulares,
incluindo células sadias e tumorais (Teodoro et al., 2009; Teodoro et al., 2012; Haddad et
al., 2013; Soares et al., 2015). Um dos grupos pioneiros em analisar os efeitos de
carotenoides no sistema imunoldgico foi Garcia e colaboradores, quando demonstraram que
a suplementacdo com vitamina A e carotenoides afetou favoravelmente o desenvolvimento
do sistema imune (Garcia et al., 2003). Neste trabalho, foi demonstrado que as células
hematopoiéticas linfoides responderam a suplementacdo com licopeno in vitro,

especialmente os linfécitos B diferenciando em células produtoras de IgA.

O licopeno utilizado nos experimentos in vitro ndo modificou a distribuicdo das células
mieloides e pouco alterou a dindmica dos linfécitos T. Os efeitos do licopeno na
diferenciacdo de linfécitos T foram descritos inicialmente por Kobayashi e colaboradores.
Eles trataram camundongos com licopeno e observaram uma alteracdo na diferenciagéo
intratimica dos linfécitos T, evidenciada no sangue periférico por um aumento na relagao
CD4/CD8, em razédo do aumento no nimero de células T CD4" circulantes (Kobayashi et
al., 1996). Nossos dados corroboraram com este achado, tendo em vista que células
hematopoiéticas tratadas com 5uM e 10uM de licopeno também tiveram uma alteracéo na
relagdo de CD4/CD8 em decorréncia do aumento de células TCD4". Embora seja um alvo

potencial neste modelo experimental, o timo dos animais estudados néo foi analisado.

O licopeno agiu em todos os compartimentos de linfocitos B da medula 6ssea in
vitro, incluindo progenitores IgM negativos e células mais diferenciadas positivas para IgM.
Na verdade, foi observado que todas as subpopulacgdes de linfdcitos B estavam aumentadas 5
dias apds o tratamento, sugerindo que o licopeno possa ser um potente fator nutricional

agindo na linfopoese B, preferencialmente estimulando a diferenciagdo em células IgM™.
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O licopeno sintético parece ser equivalente ao licopeno natural em relagdo a sua
biodisponibilidade, com semelhante conteudo isomérico (Michael McClain and Bausch,
2003). No qual, segundo um estudo realizado com 12 individuos em 3 grupos diferentes por
28 dias com licopeno sintético (15mg), licopeno natural (15mg) ou placebo. A dose
administrada resultou no aumento de duas a trés vezes mais licopeno no soro, quando
comparado ao grupo-placebo. O aumento na quantidade de licopeno foi similar para os
grupos suplementados com licopeno sintético e natural, e significativamente menor para o
grupo placebo, independentemente do sexo. Corroborando que o licopeno sintético ndo
apresentou modificacdo na biodisponibilidade, quando comparado ao licopeno natural
(Hoppe et al, 2003). Ndo ha uma quantidade especifica, minima ou méaxima, prescrita de
licopeno que seja considerada segura para ingestdo. O consumo entre 5mg e 10mg de
licopeno por dia é suficiente para a obtencdo dos beneficios desse nutriente (Rao, 2002).
Outros autores sugerem a ingestdo de 4mg/dia de carotenoides, ndo excedendo 10mg/dia
(Ziegler et al., 1996). Como essas dosagens sao sugeridas para a populacéo sadia, talvez seja
necessaria uma dosagem maior em algumas doencas (Rao and Agarwal, 2000). Ha discordia
no que diz respeito as recomendagfes nutricionais de ingestdo de licopeno; dessa forma,
necessita-se de mais estudos para que essa recomendacao atenda as necessidades humanas.

Neste trabalho, foram testadas as concentragdes 1, 5 e 10uM de licopeno. Na
concentracdo de 1pM, todos os parametros analisados foram semelhantes aos grupos
“controles” (dados ndo mostrados). Os dados mais significativos foram obtidos quando as
células foram cultivadas na concentracdo de 5uM, embora dados obtidos com 10uM de
licopeno tivessem sido semelhantes, exceto quando mostrou certa toxicidade. Estes dados
foram cruciais para se definir a concentracdo de 5uM de licopeno nos experimentos com

licopeno purificado.
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A biodisponibilidade dos constituintes do alimento é um processo complexo, que
envolve a digestdo, a captacédo intestinal e sua absorcédo, distribuicdo para os tecidos e sua
utilizacdo (Bramley, 2000). Existem varios fatores que podem interferir na
biodisponibilidade dos carotenoides, tais como a matriz alimentar, a forma isomérica do
licopeno, a quantidade e o tipo de gordura presente na dieta, 0 processo de absorcdo, as
interacdes entre os carotenoides, a presenca de fibras alimentares e o processamento dos
alimentos (Bramley, 2000; van Het Hof et al., 2000; Boileau et al., 2002).

Estudos recentes indicam que o licopeno suprimiu INF-y e IL-4 sintetizados por
linfocitos e IL-2 e IL-10 humanas secretadas por células mononucleares do sangue em
ensaios in vitro (Kim et al., 2004; Yamaguchi et al., 2010). Além disso, a suplementacéo de
licopeno reprimiu a inflamagdo das vias aeéreas em modelo murino de asma, sugerindo
propriedades imunomoduladoras a esta molécula (Hazlewood et al., 2011). Durante a Gltima
década, varios autores demonstraram o papel protetor do licopeno e outros carotenoides
contra danos oxidativos no DNA de linfécitos (Porrini and Riso, 2000; Astley et al., 2004;
Riso et al., 2006; Aydin et al., 2013).

Apbs os 15 dias de suplementacgdo, os valores obtidos da populagio B220°CD138"
aumentaram significativamente nos dois tratamentos diferentes com licopeno, houve o
aumento mais expressivo das células quando tratadas com licopeno na forma de extrato. Os
resultados para B220°CD138", foram bem similar em relagdo aos plasmoécitos maduros
(B220'CD138"), nessa fase intermediaria caracterizada em plasmablasto as células
aumentaram significativamente em realacdo ao controle no tratamento intraperitoneal e no
tratamento com extrato, também sendo o efeito do extrato mais evidenciado no aumento
dessas células. Portanto, ambos os resultados nos indicam que o licopeno intraperitoneal e o
extrato induziram a diferenciacdo dos linfocitos B em plasmacitos, segundo o aumento das

células plasmablastos e plasmocitos ja& maduros revelado, reforcando o dado que
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encontramos no aumento de IgA no sangue. Esse resultado obtido, provavelmente ocorre
devido a uma mudanca de classe da imunoglobulina M para a imunoglobulina A.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que o extrato de tomate induziu um
aumento significativo de IgA, sugerindo que a passagem do extrato pela mucosa
gastrointestinal gera um efeito provavelmente sistémico e predominante, quando comparado
com o efeito local (intraperitoneal) gerado pela injecdo do licopeno purificado. De fato, IgA
estd envolvida com imunologia de mucosa (Cerutti and Rescigno, 2008), sendo o principal
anticorpo secretado na saliva, secrecdes intestinais, fluidos broncoalveolares, urina e outros
fluidos que lubrificam as mucosas. Sua producdo diaria é duas vezes maior do que todas as
outras imunoglobulinas juntas, fato que sugere uma importante funcdo imunoldgica
(Corthesy, 2009).

Na mucosa gastrintestinal, IgA reveste bactérias e regula a imunidade adaptativa da
prépria mucosa (Macpherson et al., 2011). Conceitualmente, tambem se discute se IgA
tambem nao faria parte da imunidade inata das mucosas, tendo em vista o repertdrio de IgA
secretada, com especificidade elevada, moderada e baixa aos antigenos bacterianos,
sugerindo especificidade forte e fraca a flora bacteriana intestinal (Fagarasan and Honjo,
2004; Fritz et al., 2012). Esta caracteristica ndo-inflamatoria da ligacdo de IgA a antigenos é
fundamental para a manutencdo da integridade das mucosas, especialmente no trato
gastrointestinal, onde o individuo é exposto a uma grande variedade de antigenos

provenientes dos alimentos (Corthesy, 2013).

IgM é a imunoglobulina predominante nas respostas primarias, sendo restrita ao
espaco intravascular, conferindo uma resposta imunologica rapida, porém ndo muito efetiva,
com uma duragéo curta (Gronwall et al., 2012). O tratamento com licopeno induziu uma

reducdo nos niveis séricos de IgM, o que sugere um estudo mais aprofundado na questdo
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discutida acima, ou seja, 0 quanto licopeno/extrato de tomate interfere com as respostas

imunologicas primarias, dependentes de licopeno.

A mudanca de classe de IgM para IgA é um dos eventos que marca a diferenciacao
de linfocitos B em plasmacitos associados com as mucosas, sendo relacionados com TGF-j,
IL-5 e acido retinoico (Mora and von Andrian, 2009; Puga et al., 2010; Roy et al., 2013).
IgA € o principal anticorpo presente em nossas mucosas e secre¢oes (boca, nariz, garganta,
pulmdes, trato urindrio e genital), confere uma imunidade mais dirigida as bactérias.
Funciona como uma espécie de barreira nos locais em que esta presente, protegendo nosso

organismo das infeccBes (Mathias et al., 2014).

Os carotenoides tem sido estudados quanto a sua capacidade de induzir a geracao de
células secretoras de IgA. A suplementacdo de B-caroteno em recém-nascidos aumentou
significativamente as concentragdes de IgA no soro e a quantidade de plasmdcitos secretores
de IgA no jejuno e ileo de camundongos apds 14 e 21 dias de tratamento. Estes dados
indicam que a suplementagdo com B-caroteno em camundongos neonatos é eficaz para
aumentar a inducdo de IgA na mucosa intestinal (Nishida et al., 2014). No modelo
apresentado neste trabalho, o licopeno purificado ndo interferiu com os niveis de IgA no
soro, mas o extrato de tomate gerou um aumento significativo desta imunoglobulina. Nao
estd claro se o licopeno no extrato foi o responsavel, ou se a concentracdo do licopeno
purificado ndo foi suficiente para tal inducdo. Uma terceira possibilidade consiste na
presenca de outro composto bioativo no extrato, como o proprio B-caroteno, a ser

devidamente investigado em estudos posteriores.

O fato das células B peritoneais apresentarem alteraces fenotipicas que condizem
com mudanca de classe de IgM para IgA sugere que o licopeno purificado injetado

intraperitonealmente teve um efeito local e ndo sistémico. Células B IgM* perdendo
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intensidade de marcagio ao mesmo tempo que células B IgA* surgem na cavidade peritoneal
indicam que ha ativacdo intraperitoneal, sugerindo que o licopeno pode ser um alvo
molecular importante para ser estudado como um composto alimentar bioativo regulador da
diferenciacdo de linfocitos B peritoneais ou convencionais em plasmdcitos secretores de

IgA.

6 CONCLUSAO

O licopeno induziu a diferenciacdo de linfocitos B IgM™ derivadas da medula 6ssea
in vitro e o extrato de tomate aumentou os niveis séricos de IgA positivas. O licopeno
purificado agiu de forma local induzindo a mudanca de classe de IgM para IgA em linfocitos

B presentes na cavidade peritoneal.
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