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Resumo

SANTOS, E. W. C. O. Avaliacdo da funcdo de macro6fagos peritoniais de
camundongos submetidos a dieta hipoprotéica e dieta hiperlipidica. 2013. 103 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2013.

A desnutricdo protéica e a obesidade sdo os maiores problemas alimentares na
atualidade, afetando bilhGes de pessoas em todo o mundo. A transi¢cédo nutricional, que
vem ocorrendo nas ultimas décadas estd mudando o perfil nutricional, diminuindo a
desnutricdo e aumentando a porcentagem de individuos obesos. A resposta imune
inata € extremamente influenciada pela dieta, apresentando alteracbes significativas
tanto em desnutricdo quanto na obesidade. Portanto, nos propusemos a avaliar os
efeitos da desnutricdo protéica e da obesidade nos parédmetros nutricionais,
bioquimicos e imunologicos em camundongos. Os animais desnutridos tiveram perda
de peso, além de diminuicdo nas proteinas totais, albumina sérica, glicose, insulina,
colesterol, triacilglicer6is e sensibilidade a insulina. Os animais desnutridos também
apresentaram valores hematoldgicos (hemoglobina, hematécrito e hemacias)
reduzidos, além de apresentarem pancitopenia e hipocelularidade medular. As funcdes
de adesdo, espraiamento, fagocitose, atividade fungicida, producdo de espécies
reativas de oxigénio, nitrogénio e citocinas inflamatdérias, apresentaram-se diminuidas,
evidenciando alteragbes na resposta imune inata. Os animais submetidos a dieta
hiperlipidica apresentaram consumo reduzido de rac¢do, no entanto ndo houve
diferenca nas taxas de glicose, insulina, proteinas totais, albumina, hemoglobina,
hematécrito e numero de hemacias. Os animais hiperlipidicos tiveram aumento de
colesterol, diminuicao do triacilglicerol e aumento da sensibilidade a insulina. A funcao
macrofagica de adesdo, espraiamento, fagocitose, atividade fungicida, producdo de
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e citocinas inflamatérias foi levemente

aumentada.

Palavras-chave: Obesidade, desnutricdo, resposta imune, citocinas



Abstract

SANTOS, E. W. C. O. Evaluation of peritoneal macrophages function in mice
submitted to low protein diet or high fat diet. 2013. 103 f. Dissertacédo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2013.

Protein malnutrition and obesity are major food problems nowadays, affecting
billions of people around the world. The nutritional transition that has occurred in recent
decades is changing the nutritional profile, reducing malnutrition and increasing the
percentage of obese individuals. The innate immune response is highly influenced by
diet, with significant changes in both malnutrition and in obesity. Therefore, we set out
to evaluate the effects of malnutrition and obesity on nutritional parameters, biochemical
and immunological in mice. The malnourished animals presented weight loss, and a
decrease in total protein, albumin, glucose, insulin, cholesterol, triglycerides and insulin
sensitivity. The malnourished animals also showed hematological (hemoglobin,
hematocrit and red blood cells) reduced, besides having pancytopenia and hypocellular
bone marrow. The functions of adhesion, spreading, phagocytosis, fungicidal activity,
production of reactive oxygen species, nitrogen and inflammatory cytokines, showed up
diminished , showing changes in the innate immune response. The animals subjected to
high-fat diet showed reduced feed intake, however there was no difference in the rates
of glucose, insulin, total protein, albumin, hemoglobin, hematocrit and erythrocyte
counts. Hyperlipidaemic animals had increased cholesterol and triglyceride decreased
and increased insulin sensitivity. The role of macrophage adhesion, spreading,
phagocytosis, fungicidal activity, production of reactive oxygen species, nitrogen and

inflammatory cytokines was slightly increased.

Keywords: Obesity, Malnutrition, immune response, citokines



LISTA DE SIGLAS

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular média

CO,: Dioxido de carbono

DNA: Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

DMSO: Dimetil sulfoxido

DPE: Desnutricao protéico-energética

EDTA: Ethylene diamine triacetic acid (acido etileno diamino tetracético)
ELISA: Enzyme-linked immune sorbent assay (ensaio imunoenzimatico acoplado)
EROS: Espécies reativas de oxigénio

G-CFC: Granulocyte colony-forming cell (células formadoras de coldnias granulociticas)
HCM: Hemoglobina corpuscular media

IFN-y: Interferon gama

IKB: Inhibitor kappa B (inibidor kappa B)

IKKa:l kappa B kinase alpha (I kappa B quinase alfa)

IKKB:I kappa B kinase beta (I kappa B quinase beta)

IKKy:1 kappa B kinase gama (I kappa B quinase gama)

IFNY:: Interferon gamma

IL-1B: Interleucina-1 beta

IL-4: Interleucina-4

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8

IL-10: Interleucina-10

INOS: Oxido nitrico sintase indutivel

IRAK1: IL-1 receptor associated kinase (quinase associada ao receptor de IL-1)
IRAK4: IL-4 receptor associated kinase (quinase associada ao receptor de IL-4)
LBP: LPS binding protein (proteina ligante do LPS)

LPS: Lipopolissacarideo

MAPK: Mitogen activator protein kinase (quinase da proteina ativadora mitdogena)



MCP-1: Proteina Quimiotaxica de Mondcitos

MyD88: Myeloid differentiation 88 (fator de diferenciagdo mieldide 88)

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phospate dehydrogenase (Nicotinamida
adenina dinucleotideo desidrogenase)

NF-kB: nuclear factor kappa B (fator de transcricdo nuclear kappa B)

NK: Natural Killer (linfécito natural killer)

PAI-1: Plasminogen activator inhibitor (Inibidor do ativador do plasminogénio)

PBS: Phosphate buffer solution (solugdo tampéao de fosfato)

PMA: Phorbol-miristate-acetate (Forbol miristato acetato)

PRR: Receptor de reconhecimento de padrdes

RNS: Reactive nitrogen species (Espécies reativas de nitrogénio)

ROS: Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)

SDM: Standard deviation of media (desvio padrdo da média)

SHN: Soro homdlogo normal

TLR: Toll-like receptor (Receptor do tipo Toll)

TNFa: Tumor necrosis factor alpha (fator de necrose tumoral alfa)

TRAF-6: TNFa receptor associated factor 6 (fator associado ao receptor de TNFa 6)

VCM: Volume corpuscular médio

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Via classica de ativacdo e translocacédo de NF-kB por LPS

Figura 2 — Complexo NADPH oxidase. Fosforilagcdo e ativacdo da NADPH oxidase
Figura 3 — Variacdo do peso corporal

Figura 4 — Consumo de racao, proteinas, lipidios e calorias

Figura 5 — Peso dos coxins adiposos

Figura 6 — Fotomicrografia de corte histologico de coxim adiposo

Figura 7 — indice de Lee

Figura 8 — Radiografia

Figura 9 — Concentracao sérica de proteinas totais e albumina



Figura 10 — Concentracao sérica de glicose, insulina e indice de HOMA-IR

Figura 11 — Concentracao seérica de colesterol e triacilglicerol

Figura 12 — Numero de hemacias, hemoglobina e hematdcrito

Figura 13 — indices hematimétricos

Figura 14 — Contagem de leucdcitos no sangue periférico

Figura 15 — Contagem diferencial de leucocitos no sangue periférico

Figura 16 — Contagem de células nucleadas totais da medula 6ssea

Figura 17 — Fotomicrografia de corte histologico de medula 6ssea

Figura 18 — Contagem de células nucleadas totais do lavado peritonial

Figura 19 — Fotomicrografia da celularidade peritonial

Figura 20 — Contagem diferencial de células nucleadas do lavado peritonial

Figura 21 — Imunofenotipagem de celularidade peritonial

Figura 22 — Capacidade de apresentacado de antigenos

Figura 23 — Adesao de macréfagos em 2 horas e 24 horas

Figura 24 — Capacidade de espraiamento de macréfagos em 2 horas

Figura 25 — Fotomicrografia de macréfagos peritoniais residentes e ativados

Figura 26 — Capacidade de espraiamento de macrofagos em 24 horas

Figura 27 — Producgéo de 6xido nitrico

Figura 28 — Producao de Peréxido de Hidrogénio

Figura 29 — Capacidade de fagocitose entre células opsonizadas e ndo opsonizadas

Figura 30 — Capacidade de fagocitose de células opsonizadas

Figura 31 — Atividade fungicida em 30, 60, 90 e 120 minutos

Figura 32 — Fotomicrografia de fagocitose por macréfagos peritoniais

Figura 33 — Producdao de citocinas em sobrenadante de cultura de macrofagos
(TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10) em 24 horas

Figura 34 — Producdao de citocinas no tecido adiposo (TNFa, IL-1[3, IL-6, IL-10) em 2h

Figura 35 — Producéao de citocinas no tecido adiposo (TNFa, IL-18, IL-6, IL-10) em 24h

Figura 36 — Producao de adipocinas

Figura 37 — Producao de Proteina C reativa



\4

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicéo das Racdes (g/Kg racéo)

Tabela 2 — Composi¢cdo da Mistura Salinica

Tabela 3 — Composi¢do da Mistura Vitaminica

Tabela 4 — Racbes e grupos

Tabela 5 — Valores absolutos referente ao aminograma (mg/kg)
Tabela 6 — Valores relativos referente ao aminograma (%)
Tabela 7 — Distribuicao relativa das populacdes medulares

Tabela 8 — Distribuicdo absoluta das populacdes medulares



VIl

SUMARIO
1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt eneae e 01
I D LT U [or= o I o] £ 0] (=1 ox- VR UPUPPUPPRRRRS 01
1.1.1 Alteracdes hemopoéticas Na deSNULICAD ..........ccuevvvvviviiiiiiiieeeie e eeeeeeeeeeeinnns 03
1.2 Dietas hiperlipidicas € Obesidade ...........ccoooouiiiiiiiiiiiiiiiee e 04
1.2.1 AlteragBes hemopoéticas na obesidade ..........cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 05
IS I = 1 1S o= To I o U1 o3 o] o -V 07
Yool (o) = Vo o 1 09
1.5 TOIl LIKE RECEPION ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 10
1.6 Ativac@o de macréfagos peritoniais por LPS ..o 11
A =TT S (=2 o] =1 (] (o SRR 12
1.7.1 Espécies reativas de OXIGENIO .........uuuuurrriiiiiieeieeeeeeeeeeeeieeeeeeevrrrr e e e eeeeeeeas 13
1.8 Ativacao do fator NF-kB alterada pela desnutricdo e obesidade..................... 13
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e s e e e s e e bt e e e e e e enbnneeeeaeaans 14
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 15
G TNt Y 1 = PRSPPI 15
G JZ A = Tox 0 1 S RT 15
3.3 Inducao as dietas hipoprotéica e hiperlipidica ..............coooovriiiiiiiiiii 17
3.4 Obtenc&o das amostras biolOGICAS .........eeveeiiiiiiiiiiieiiiie e 18
3.4.1 AMOSLrasS SANQUINEAS. .......uuuiiiieeiiiiiiiieee et ee e e e et e e e e s e s anreee e e e e s annneeeeeens 18
G A Yo [ o Lo Tox | (o 1= PPPUTSPT 18
3.5 Andlises hematolOgICas ............oooiviiiiiiiiiiccci e e 19
3.5.1 Hemograma e contagem de retiCulOCItOS ...........cevveiiiiiiiiiieeiiiiieeee e 19
3.6 Obtenc&o de macrofagos PEritONIAIS ...........uuvriiiiiiiiiiiiieeeee e 19
3.6.1 Cultura de células mononucleares peritoniais ..........cc.eeeeeeeiiiiiiieiiieeeeieeeeenn 20
3.7 Viabilidade CelUlar ... s 20

3.8 Analise morfoldgica e caracterizacdo imunofenotipica das células

do 1avado PEIITONIAIL .......uiiiiiiiiie et 20



3.9 Avaliacéo da capacidade de adeséao de células da cav. peritonial ................. 21
3.10 Teste de espraiamento de células da cavidade peritonial ............cccccceeeeeennee 21

3.11 Avaliacdo da fagocitose e atividade fungicida, in vitro, de células

da cavidade peritonial ..............uuuuiiiiiiii i ————— 22
3.11.1 Obtencéo de soro homdlogo normal (SHN) ..., 22
3.11.2 Preparo e opsonizacdo da suspensédo de Candida albicans ................... 22
3.11.3 Obtencédo da suspensao de células peritoniais ..........ccccccveeeeeieeeeiieeeeennn. 23
3.11.4 Ensaios de fagocitose e de atividade fungicida .............cccccvvvvririeiiriineennn. 23
3.12 Determinacao de sintese de 0Xido NItriCO ......cccevvvieeeeeiiiiiiiiiicee e 24
3.13 Determinacao da liberac&o de peréxido de hidrogénio .............ccccevveeeennn... 24
3.14 Avaliacdo da capacidade de apresentacdo de antigenos............cccceevueenens 24

3.15 Determinacao da concentragdo sérica de glicose,
colesterol total € triaCilgliCErOIS .........cccceeiiiiiiiiiee e 24

3.16 Determinacédo das concentracdes séricas de insulina, leptina,

resistina, adiponectina e proteina C reatiVa ..........cccceueerereeeieneeeie e 25
3.17 Avaliagdo da sintese de CItOCINAS .........coeeiiiiiiiiiiieeiiiiiieee e 25
3.18 AvaliaCao hiStOIOQICA ........cevvviiiiiiiiiiiei et e e e e 25
3.19 Avaliacdo do indice de Massa Corporal MUrNO .........c..ccccceeviveeesveseeeeeene, 25
3.20 AMINOQGIAIMA ...eeviiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e et et eeeeeae e e s e aaaaeaeeaaeaaeeeeeeessesnsnrsannn 26
3.21 Avaliacgéo radiogréfica da proporcao de tecido adipoSo ........ccccceeeeeviivieennn. 26
3.22 ANALISE ESTALISTICA ...ecuveeeeieieieeciiee s ee e ee e et e et e e re e ne e e nneas 26
4. RESULTADOS ...ttt ettt e e e e sttt e e e e e e s enbtae e e e e s e nnssraeeees 27
4.1 Avaliagcdo do estado NUEMICIONAL ...........eeviiiiiiiiiieiiii e 27
4.1.1 AnAlise dO PESO COMPOIAl ....ueeiiiiiiiiiiiie ettt e e e eree e e e 27
4.1.2 Analise do consumo de racéo, proteinas, lipidios e calorias....................... 28
4.1.3 Avaliacao dos coxins adiposos: periepididimal e retroperitonial ................. 29
4.1.4 Avaliacao histologica do tecido adiposo periepididimal ..............cccoooiinnes 30
R (Vo [ToT=Y [ =YY 31
4.1.6 Avaliacao radiografica da proporcdo de tecido adipOSo0 ........cccvvvvevveeerennnn. 32

4.1.7 Avaliagdo da concentracdo sérica de proteinas totais e albumina .............. 33



o BN 1 0T To = o = 34
4.1.9 Avaliagcéo da concentragdo de glicose, insulina e indice HOMA-IR ............ 36
4.1.10 Avaliagéo da concentracdo sérica de Colesterol e Triacilglicerois ............ 38
4.2 Avaliacdo hematolOgICa ........uuuiiiiii i 39
o N o [T g Lo To | = Uy = ORI 39
o N R =1 1o o | =11 1 = U PRSP 39
S A W =T (o0 o | = 1 o = NSO PPPRTR 41
G T |V 11 (oo =1 o - SR 43
4.4 Avaliacéo de células nucleadas da cavidade peritonial ............ccccceeeeveenennnn. 47
4.4.1 Células nucleadas do lavado peritonial ............cc.ueevieiiiiiiiiiieeeii e 47
4.5 FUNGAO de MACIOfAQOS ....coiiieiiiieee ettt ettt e e e e e e e e e e 49
4.5.1 Citometria de fIUXO ......oooeeiiiiii e 49
4.5.1.1 Caracterizacao imunofenotipiCa .............coeeviiiieeiiiiiiiii e e 49
4.5.1.2 Apresentacao de antigenOS..........uueieeiiiiiiiieeee et 49
4.5.2 Avaliagéo da capacidade de adesdo de macréfagos peritoniais ................. 51
4.5.3 Teste de espraiamento de macréfagos peritoniais .........cccceeeevveeeeeeeeeeenennee, 52
4.5.4 Avaliacdo Producdo de OXido NItriCO .......cccoeeeeeeiiiiiiieiiiicee e 55
4.5.5 Avaliacdo Producédo de Perdxido de Hidrogénio ...........ccccccvvvvvviviveereeenennnn. 56
4.5.6 Avaliacdo da Fagocitose e Atividade fungicida .............cooeevveiiiiiiiniiieeeiinnnnns 57
4.5.7 Producéo de Citocinas em sobrenadante de cultura de

macrofagos peritoniais (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10) .....uciiiieiiieeieeeeeeeeeeeeen 61
4.5.7.1 Producéo de Citocinas no tecido adiposo (TNFa, IL-18, IL-6, IL-10) ...... 63
4.6 Producao de Adipocinas (Leptina, Adiponectina e Resisting) ..........ccccceeenn.. 66
4.7 Producao de Proteina C reativa € MCP-1 .......cccccoiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeee e 68
5. DISCUSSAD ..ottt ettt et 69
6. CONCLUSAOD ...ttt 82
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 83

8. ANEXO (certificado do comite de €tiCa) ..........eevvvviiiiiiiiieieieeieeeeee e 103



1. INTRODUCAO

1.1 Desnutricdo protéica

A desnutricao € definida pela Organizacédo das Na¢des Unidas para Alimentacao
e Agricultura como uma condicdo fisiologica anormal causada por uma ingestédo
inadequada, desequilibrada ou consumo excessivo de macronutrientes que fornecem
energia (carboidratos, proteinas e gorduras) e micronutrientes (vitaminas e minerais)
gue sao essenciais para o crescimento e desenvolvimento fisico e cognitivo. (FAO,
2013). A gravidade da desnutricdo depende de fatores como a causa, intensidade e
duracdo da caréncia. Ela pode ser causada por dieta inadequada, deficiéncia de
absorcao, ingestao insuficiente, aumento da utilizagdo dos nutrientes, ou ainda por
excrecao excessiva, podendo assim, encontrar diversas formas de desnutricdo atuando
no mesmo individuo simultaneamente (CHANDRA, 1992; FAO, 2011).

A desnutricdo protéico-energética (DPE) é um dos principais problemas
alimentares do mundo, sendo encontrada com maior frequéncia em criangas, idosos,
pacientes portadores de neoplasias, doencas cronicas ou sob quimioterapia (MARCOS
et al., 2003; MONTEIRO et al., 2009). Dados da Food and Agriculture Organization
(FAO, 2009) demonstram que em 2008 havia cerca de 915 milhdes de pessoas no
mundo desnutridas e expectativa de chegar a um bilhdo em 2010. No entanto, este
namero atingiu 925 milhdes em 2010, chegando a 868 milhdes em 2012 indicando
tendéncia de declinio nos préximos anos (FAO, 2013). Apesar disso, o relatério de
2013 da FAO diz que ainda temos um longo caminho pela frente, inclusive no setor
econdmico, visto que o custo da desnutricdo na economia global pode chegar a 3,5
trilndes de délares (FAO, 2013).

No Brasil, segundo trabalho de MONTEIRO (2003), observamos que os indices
de desnutricdo infantil em 1996 estavam na faixa de 10% da populagdo, sendo que ha
uma evidente diferenca entre a regido norte-nordeste (apresentando taxa de 25% de
criancas desnutridas na zona rural) e a regido centro-sul (com taxa de 4,6% na zona
urbana). Os indices, no entanto, cairam pela metade nos 10 anos subsequentes,
provavelmente gracas a politicas sociais, aumento da escolaridade das mées, aumento
do poder aquisitivo e acesso a informacdo (BATISTA FILHO & RASSIN, 2011;



MONTEIRO et al., 2009), mas continuam elevados no Brasil (cerca de 3,7% em
criangas e 2,4% em adultos) segundo a Organizacdo mundial de Saude (WHO, 2010).

Comparando-se as regides brasileiras entre os anos de 1975-96, notamos que a
regido norte teve uma queda de 39% para 16,6%, a regido centro-sul caiu de 20,5%
para 4,6% (BATISTA FILHO & RISSIN, 2003). Dados mais atuais ainda mostram que a
tendéncia é de queda ainda maior, pois a regido nordeste brasileira apresentou queda
de 22,2% para 5,9% entre 1996 a 2006 (LIMA et al., 2010).

A DPE origina manifestac@es clinicas diferentes, dependendo do grau, duracéo
e causa da deficiéncia protéico-energética. As manifestacdbes mais graves sao
Kwashiorkor e Marasmus, sendo que o Kwashiorkor decorre de uma caréncia protéica
com ingestdo normal de carboidratos, enquanto o Marasmus esta relacionado com a
deficiéncia prolongada de proteinas e carboidratos (WATERLOW et al., 1971).

A desnutricao protéica (kwashiorkor) pode levar a uma série de altera¢des, como
pele seca, fina, descamativa, com areas confluentes de hiperpigmentacéo e hiperque-
ratose, cabelo seco, hipopigmentado, de queda facil; hepatomegalia (por esteatose
hepatica); abdome distendido, com algas intestinais dilatadas. A ingesta adequada de
proteinas tende a restaurar a cor dos cabelos, resultando em um cabelo com partes
hipopigmentadas intercaladas com areas normopigmentadas (MANN et al., 2011).

J& a deficiéncia proteico-energética (Marasmus) leva a reducéo de peso e altura,
irritabilidade, aparéncia de fraqueza, bradicardia, hipotensao, hipotermia, pele seca e
fina, dobras cutaneas redundantes por perda do paniculo adiposo, cabelo fino e
esparso, de queda facil, pelo de aspecto senil por perda de gordura corporal.

Normalmente ha uma interposicdo dos quadros, levando ao Kwashiorkor-
marasmatico, neste caso a pessoa pode desenvolver doencas infecciosas por baixa
imunidade, o que pode levar a quadros de hipoalbuminenia e edema, devido a
associacdo da perda aguda de nutrientes com a resposta inflamatéria imposta a
deplecéo crbnica de massa lipidica e muscular. (BADALOO et al., 2006; MANN et al.,
2011).



1.1.1 Alteracdes hematopoéticas na desnutricao

Dados do nosso laboratério e de outros autores evidenciam que entre as
alteracbes presentes na DPE, estd a alteracdo do tecido hematopoético, com
modificacdes em componentes da matriz extracelular (BORELLI et al., 1995; 2007),
alterac6es no ciclo celular da célula tronco/progenitora hematopoética (BORELLI et al.,
2009; NAKAJIMA, 2010), reducdo da producdo de células e precursores
hematopoéticos (BORELLI et al., 2007), tanto na série eritrocitaria (BORELLI et al.,
2007), como na série leucocitaria (BORELLI et al., 1995; 1998; 2001; 2004; CRISMA,
2010; FOCK et al., 2003; 2007; 2010), levando a anemia e leucopenia (BORELLI et al.,
2004; FOCK et al., 2010).

As leucopenias podem levar a quadros frequentes de infeccdo. Individuos
desnutridos apresentam aumento da suscetibilidade a infec¢des, o que evidencia a
relacdo desnutricdo-infeccdo (BRUNDTLAND, 2000). A desnutricdo protéica modifica
tanto a resposta imune especifica como a inespecifica do individuo, frente a agentes
infecciosos (CHANDRA, 1991; CRISMA, 2010; SOUZA et al., 2001).

A literatura e dados de nosso grupo demonstram que a resposta imune inata
mediada por macrofagos, torna-se prejudicada no individuo desnutrido. Em
macrofagos, ocorre a reducdo da ativacdo macrofagica (ANSTEAD et al., 2003),
deficiéncia na apresentacdo do antigeno (PAPADIMETRIOU & VAN BRUGGEN, 1988;
REDMOND et al.,, 1995), diminuicdo no espraiamento e fagocitose (SOUZA et al.,
2001; TESHIMA et al., 1995), além de diminuicdo de espécies reativas de oxigénio
(BORELLI & NARDINELLI, 2001; FERNANDEZ et al.,1999; PAIXAO SILVA et al.,
2011;TESHIMA et al., 1995) e de nitrogénio (ANSTEAD et al., 2003; FOCK et al., 2003;
REDMOND et al., 1995; STAPLETON et al., 2001). H4 também reducédo da producao
de citocinas proé-inflamatérias (FOCK et al., 2007; REDMOND et al., 1991,
STAPLETON et al., 2001), tais como IL-1, IL-6 e TNFa e aumento de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, observados tanto em camundongos Swiss webster como
C57bl/6J (CRISMA, 2010).



1.2 Dietas hiperlipidicas e Obesidade

A obesidade pode ser definida, simplificadamente, como uma doenca
caracterizada pelo aumento excessivo de gordura corporal, em consequéncia de um
balanco energético positivo, que repercute na saude do individuo, com perda
consideravel da qualidade de vida e reducdo da expectativa de vida (FAO, 2013;
TARDIDO & FALCAO, 2006).

A obesidade tem assumido caracteristicas de uma pandemia mundial,
representando um dos principais desafios que sociedades enfrentam no mundo todo
(SAAMAN, 2011; WHO, 2000). Identificar os mecanismos envolvidos no seu
desenvolvimento e propagacdo ir4 ajudar a criar medidas preventivas e estratégias
terapéuticas que possam auxiliar no controle de seus indices crescentes. Estudos
epidemioldgicos indicam que aproximadamente 65% da populacdo dos Estados Unidos
apresentam excesso de peso, sendo que 35% desses individuos séo classificados como
tendo risco de obesidade e 30% séo considerados obesos (HEDLEY et al., 2004; OGDEN
et al., 2006).

A obesidade esta associada com inflamacéo crénica de baixo grau, e acredita-se
ser um dos principais contribuintes para o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
gue € um evento precoce na obesidade e pode levar a diabetes tipo 2, quando o
pancreas para de acompanhar o aumento da demanda por insulina (SAAMAN, 2011).

Dados de 2003-2004 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2004), mostram que a prevaléncia de excesso de peso na populacéo adulta brasileira é
de 40%, sendo que a obesidade, entre adultos, acomete 8,9% dos homens e 13,1%
das mulheres. Esses valores vém aumentando continuamente ano a ano, como
demonstram os dados comparativos do IBGE, 1975; 2004.

O sobrepeso e a obesidade resultam da interacao de diversos fatores, incluindo
fatores genéticos, metabdlicos, comportamentais e ambientais. Dessa forma, o rapido
aumento da prevaléncia de excesso de peso sugere que 0S componentes
comportamentais e ambientais sejam 0s principais responsaveis pela epidemia (STEIN
et al., 2006). Dentre os fatores ambientais e comportamentais envolvidos, destacam-se
a dieta, a pratica de atividade fisica e o tabagismo (ROBERTS & BARNARD, 2005).



As sociedades modernas parecem estar convergindo para um padrao alimentar
denominado “dieta ocidental”, caracterizado pelo consumo de alimentos com elevada
densidade energética, o que é parcialmente resultante do elevado contetdo de gordura
desses alimentos (DU et al., 2000; ROBERTS & BARNARD, 2005; WHO, 2003). A alta
guantidade de gordura na dieta esta associada ao elevado consumo de acidos graxos
saturados, trans e poliinsaturados 6mega-6 (IBGE, 2004; WHO, 2003).

A presenca de excesso de peso, desnutricdo e outras doencas crbnicas néo
transmissiveis coexistindo nas mesmas comunidades caracteriza a transicao
nutricional. Diversos estudos tém demonstrado que o Brasil, assim como outros paises
em desenvolvimento passam por este quadro (BATISTA FILHO & RASSIN, 2003;
COUTINHO et al., 2008; IBGE, 2004).

1.2.1 Alteracdes hematopoéticas na obesidade

O tecido sanguineo caracteriza-se por sua alta taxa de renovacao celular por
sua flexibilidade e adaptacado frente a diferentes situacdes fisiopatologicas (OGAWA,
1993; QUESENBERRY, 1995).

Sabe-se que a proliferacdo e diferenciacdo de progenitores hematopoéticos
assim como a sobrevida destas células pode ser induzida pela combinacgéo de diversas
citocinas (RANE & REDDY, 2002) que podem ser produzidas por diversos
componentes do microambiente hematopoético e ou de outros tecidos (ARAI et al.,
1990; CUTLER et al., 1985; HAYLOCK et al., 1994; OGAWA, 1993; SMITH, 2003).

A obesidade estd associada ao aumento dos niveis de leptina e de adipdcitos,
este Ultimo sendo o principal produtor de leptina, bem como de outros mediadores,
principalmente inflamatoérios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), IL-1B e IL-6
que podem atuar direta ou indiretamente nas células hematopoéticas (AHIMA & FLIER,
2000; OZCAN et al., 2006; SCHAFFLER et al., 2007).

A leptina atua também no sistema imune (PATEL et al.,, 2013), estimulando a
producédo de leucdcitos na medula 6ssea, bem como sua migracdo. Também aumenta
a producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-6 e IL-12, adesédo e
fagocitose de macréfagos, além de estimular a proliferacdo das células T, levando ao
aumento da competéncia imunologica (SILVEIRA et al., 2009).



A adiponectina também tem funcéo imune, atuando na regulacdo da expressao
de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10. No entanto, a produgdo da adiponectina
pode ser inibida pelo aumento de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNFa
(ALVEZ, 2006; TILG & MOSCHEN, 2006).

Trabalhos recentes vém mostrando que a obesidade leva a uma diminuicdo do
fluxo sanguineo no tecido adiposo, originando uma hipoxia, que inicia um processo pro-
inflamatério (RAMALHO & GUIMARAES, 2008; SAAMAN, 2011), com aumento da
producédo de citocinas, como TNFa e IL-6, e proteinas de fase aguda, como a proteina
C reativa (ZEYDA & STULNIG, 2007).

A producéo de citocinas pré-inflamatérias, comumente, observada em situacdes
de obesidade, pode ter efeitos sobre a hematopoese, induzindo ou inibindo a
proliferacdo e diferenciacdo das células presentes na medula 6ssea. Mediadores
inflamatérios também possuem a capacidade de ativar outros tipos celulares a
produzirem diferentes mediadores que por ventura possam influenciar o complexo
mecanismo hematopoético (GHANIN et al., 2004; RAMALHO & GUIMARAES, 2008).
Algumas exercem efeito ativador ou de proliferacdo (como por exemplo, 0 GM-CSF),
enquanto outras aparentemente apresentam efeito inibitério sobre a proliferacao
hematopoética (TNFa e IFN-y, por exemplo) (ARAI et al., 1990; CUTLER et al., 1985;
HAYLOCK et al., 1994; OGAWA, 1993; SMITH, 2003).

A leptina aumenta a producdo de IL-2 e de interferon gama (INF-y) enquanto
diminui os niveis de IL-4. Portanto, a leptina pode desempenhar um papel importante
na regulacdo do equilibrio T helper Th; e Th,. A leptina modula também a producéo de
citocinas de mondcitos/macréfagos. Um aumento de lipopolissacarideo (LPS) induz a
producdo de TNFa, IL-6 e IL-12 em macrofagos peritoneais (LOFFREDA et al., 1998;
SANTOS-ALVAREZ et al.,1999). A leptina € um hormonio pleiotropico derivado do
tecido adiposo e atua em nivel de células imaturas, aumentado proliferacdo e
diferenciacdo da linhagem mieléide (HARIRI & THIBAULT, 2010; LAHARRAGUE et al.,
2000).

A leptina pode ainda diminuir a taxa de infecgcdo causada por uma desnutricéo,
promovendo a recuperacdo da imunocompeténcia. Portanto a leptina € um forte fator

mediador do estado nutricional sobre a funcéo imune (FLIER, 1998).



Estudos com ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica, encontraram um
aumento das concentracdes de leptina e proteina C reativa (CARMO, 2012). No
entanto, a glicemia e concentracdo de insulina, bem como as concentracdes de ALT,
AST, IL-6, TNFa e adiponectina ndo apresentaram diferencas significativas em relagéao
a grupo controle (BORGES, 2011; CARMO et al.,, 2013). A idade também é fator
fundamental, sendo que ao induzir a obesidade com dietas hiperlipidicas,
camundongos de idades diferentes apresentaram respostas distintas (WU et al., 2013).

Trabalhos de nosso grupo mostraram algumas semelhancas entre o quadro
metabdlico de animais submetidos a desnutricdo protéica e hiperlipidémica, pois
encontramos diminuicdo da celularidade leucocitaria peritonial, medular e sérica, além
da diminuicao da produgao de TNFa e da ativacado do fator de transcricdo NF-kB tanto
na dieta hipoprotéica (CRISMA, 2010; FOCK et al., 2007) quanto na hiperlipidica
(BORGES, 2011).

1.3 Transicao nutricional

Ha algumas décadas era considerada improvavel uma pandemia de obesidade.
No entanto, a partir da década de 70 o numero de obesos foi aumentando até tornar-se
preocupante na década de 90 (MONTEIRO, 2003; MONTEIRO et al., 2011). Dados da
FAO & WHO (2012) indicam, ainda, que a desnutricdo protéica era um dos maiores
problemas nutricionais em todo o mundo. No entanto, na maioria dos paises da
Ameérica Latina, Asia e no norte da Africa vem ocorrendo uma acelerada mudanca de
perfil nutricional na populacdo (WHO, 2010). A este quadro damos o nome de transicdo
nutricional (BATISTA FILHO & RASSIN, 2003; CUPPARI, 2009; POPKIN et al., 2012).

O nosso bem estar fisico e mental esta intimamente ligado com a alimentagéo. A
dieta é fundamental na manutencdo da saulde. Alteracdes na dieta podem ocasionar
alteracdes importantes no metabolismo, como o desenvolvimento de doencas diversas
devido a queda de gqualidade na resposta imune. Muitos estudos tém sido focados
neste tema, como os registros da World Health Organization (WHO, 2010) e Food and
Agriculture Organization (FAO, 2010), mostrando que a distribuicdo de alimentos e a
sua ingestdo €é extremamente heterogénea dependendo da regido geografica
(BATISTA FILHO & RASSIN, 2011).



Entende-se como transicdo nutricional as mudancas dos padrdes nutricionais,
modificando a dieta e se correlacionando com mudancgas sociais, econdmicas,
demograficas e relacionadas a saude, o que geralmente esta associado a obesidade
(COUTINHO et al., 2008; POPKIN et al., 2012). Uma das caracteristicas marcantes do
processo de transicdo nutricional no Brasil € o antagonismo de tendéncias temporais
entre desnutricdo e obesidade. Ao mesmo tempo em que declina a ocorréncia da
desnutricdo em criancas e adultos num ritmo bem acelerado, aumenta a prevaléncia de
excesso de peso e obesidade na populacdo brasileira em determinadas regides
(BATISTA FILHO & RISSIN, 2003).

O aumento da populacdo obesa ou com sobrepeso, se deve, muito ao aumento
crescente da ingestdo de alimentos processados, 6leos comestiveis, bebidas adocadas
com acucar, associados a diminuicdo do consumo de fibras, frutas, verduras e
legumes. As refeigdes rapidas aumentaram o consumo de refrigerantes, “salgadinhos”,
biscoitos, sanduiches e sorvetes, que substituiram o arroz, feijdo, carne, verduras e
frutas. Outros fatores ndo alimentares, como o aumento da distancia entre o trabalho e
a casa do individuo, aumento do sedentarismo e diminuicdo da atividade fisica também
contribuem para este aumento (POPKIN, 2001; TARDIDO & FALCAO, 2006).

No Brasil, o consumo de frutas, legumes e verduras é estimado em 2,3% do total
de calorias diarias, 0 que esta abaixo do nivel ideal de consumo em todas as regides e
niveis soécio-econdmicos (IBGE, 2004). A OMS estima que aproximadamente 2,7
milhdes de mortes por ano em todo mundo estéo relacionadas ao consumo inadequado
de frutas, legumes e verduras, sendo este um dos dez fatores centrais na determinacao
de doencas (WHO, 2002).

Em uma tentativa para diminuir os danos causados pela ma conduta alimentar, a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002) estabeleceu limites maximos para o
consumo de gorduras (30% do consumo calorico total), acidos graxos saturados (10%
do consumo caldrico total), agcucar (10% do consumo caldrico total), colesterol (300 mg
por dia ou 100 mg/1.000 kcal) e sal (6 grama por dia), de modo a estimular o consumo
de carboidratos complexos (minimo de 50% do consumo cal6rico total), de fibras, de
legumes, de verduras e de frutas (400 grama por dia ou cerca de 7% do consumo
calorico total) (JAMES et al., 1988; WHO, 2002).



1.4 Macroéfagos

Os macrofagos (fagocitos mononucleares) desempenham papel essencial no
organismo, devido a grande variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos nos
quais atuam. E fundamental na resposta imune, agindo na fagocitose, secrecéo de
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, apresentacdo de antigenos, formacéo
de células gigantes multinucleadas, além da producéo de espécies reativas de oxigénio
e de nitrogénio (OLEFSKY & GLASS, 2009; QUINN & SCHEPETKIN, 2009; SHIBATA
& GLASS, 2009; STAPLETON et al., 2001).

Os macroéfagos sao distribuidos por todo o corpo, podendo ser encontrado nos
orgdos linféides, figado, pulmdo, trato gastrointestinal, sistema nervoso central,
cavidades serosas, 0sso, sindvia e pele. Eles podem ser macréfagos residentes ou
ativados.

Os macrofagos possuem sensibilidade a varios tipos de substancias, tais como
lipoproteinas, imunoglobulinas, fatores de crescimento, particulas virais, componentes
bacterianos, fangicos, interferon (IFNy), citocinas, outros organismos patogénicos,
entre outras (GORDON, 2007; ODEGAARD & CHAWLA, 2011; ZEYDA & STULNIG,
2007). Apds o contato, ocorre uma sinalizacdo onde os macrofagos residentes sao
ativados, isto €, passam a produzir substancias como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, aumentam a capacidade de adesao, espraiamento, fagocitose, além da
producédo de citocinas pré-inflamatérias (AKIRA et al., 2013; BOU GHOSN et al., 2010).

A morte de fungos e bactérias é realizada, principalmente, pela fagocitose e
geracao de espécies reativas de oxigénio (também abreviadas como ROS ou EROS) e
de nitrogénio (ERN ou RNS), como anion superéxido (O;), peroxido de hidrogénio
(H202), o6xido nitrico (sNO), peroxinitrito (ONOOY), entre outros (GWINN &
VALLYATHAN, 2006).

Os macréfagos podem ser classificados em M1 e M2, sendo que M1 tem
caracteristicas pro-inflamatérias, produzindo citocinas como TNFa e IL-1, em
contrapartida os macrofagos M2 apresentam uma caracteristica imunomoduladora,
com producao de citocinas como IL-4 e IL-10 (BOU GHOSN et al., 2010).

Em casos de obesidade ocorre um aumento do diametro dos adipdcitos,

estimulando a producdo de MCP-1, promovendo uma maior migracdo de macréfagos
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para o tecido adiposo, 0 que estaria ligado ao aumento da inflamacao neste tecido
(KANDA et al., 2006; SAAMAN, 2011). Essa maior infiltracdo aumenta a producao de
citocinas pro-inflamatérias no tecido adiposo (BEHAN, 2013; RAMALHO &
GUIMARAES, 2008). Essa infiltracdo de macréfagos pode estar ligada a resisténcia a
insulina (AKIRA et al., 2013; BEHAN et al., 2013; PATEL et al., 2013).

1.5 Toll Like Receptor

A ativacdo da imunidade inata € um passo importante para desenvolver a
imunidade adquirida antigeno especifica. A resposta principal a patdgenos na
imunidade inata € acionada pelos Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRR)
gue séo receptores de substancias oriundas de microorganismos chamadas de
Padrbes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPSs). Entre as familias mais
importantes de PRRs estdo os Receptores Semelhantes a Toll, conhecidos como Toll
like receptors (TLR) que séo glicoproteinas integrais de membrana e reconhecem um
grande numero de PAMPs (ABBAS et al., 2012).

Os primeiros TLRs foram descobertos em moscas Drosophila sp. ha 20 anos.
Estudos de 2007 (ARANCIBIA et al., 2007) mostram que temos 11 TLRs descritos em
mamiferos. No entanto, ha trabalhos mais atuais que mostram até 13 diferentes tipos
de TLR (SHI et al., 2011). Ha TLRs expressos na superficie celular (TLR 1, 2, 4, 5, 6)
gue podem se ligar as PAMPs extracelulares e outros expressos em membranas
endossbmicas (TLR 3, 7, 8, 9) que reconhecem os acidos nucléicos dos patégenos
fagocitados (ARANCIBIA et al., 2007).

Os TLRs sdo encontrados em mondcitos/macrofagos (TLR 1, 2, 4 a 9),
neutrofilos (TLR 1, 2 e 4), células dendriticas (TLR 2 a 9), células B e NK (TLR 1) e
endoteliais (TLR 4) (AKIRA & TAKEDA, 2004; CARRILLO-ESPER, 2003). Os TLRs
podem reconhecer diversos tipos de PAMPs, como peptideoglicanos de bactérias gram
positivas (TLR 1 e 2), virus (TLR 3), lipopolissacarideo bacteriano (TLR 4), flagelina
bacteriana (TLR 5), lipopeptideos e peptideoglicanos derivados de micoplasma (TLR 6),
componentes antivirais (TLR 7), DNA bacteriano (TLR 9), entre outros (CARRILLO-
ESPER, 2003).
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1.6 Ativacdo de macrofagos peritoniais por LPS

O LPS (lipopolissacarideo) é uma molécula altamente toxica presente na
membrana celular externa de bactérias gram-negativas e algumas gram positivas. Essa
endotoxina pode desencadear vias de sinalizacdo intracelular por intermédio de
receptores proprios na membrana celular, conhecidos com TLR4. O seu
reconhecimento se da por intermédio da proteina ligante LBP (Lipopolysaccharide
Binding Protein), da proteina CD14 (determinante de diferenciacdo) e da MD2 (proteina
diferenciadora miel6ide). Portanto, o LBP, CD14 e MD2 atuam como proteinas
auxiliares, responsaveis pelo reconhecimento do LPS pelo receptor TLR4, ativando a
via (CRUZ-MACHADO, 2010; MIYAKE, 2003). A ativacdo do TLR4 (figura 1) pode
acionar diversas vias de sinalizacdo, como a MAPK (mitogen activated protein kinase),
AP-1 (activator protein 1), STAT (signal transducer and activator of transcription) e IRF3
(interferon regulatory factor 3).

IRF3

LPS S =77 K* channel
»; e

- M

Cytokines and effector molecules

Figura 1 — Via classica de ativacéo e translocagdo de NF-kB por LPS (COHEN, 2002)

Uma das principais vias que sera ativada pelo LPS, é a via do fator de
transcricdo NF-kB (nuclear factor kappa B). Descoberto em 1986 (SEN & BALTIMORE,
1986) o NF-kB promove a transcricdo de diversos genes (COHEN, 2002; RAETZ &
WHITFIELD, 2002), tais como para as citocinas TNFa, IL-1, IL-6, G-CSF, GM-CSF e M-
CSF; enzimas iNOS e COX2; quimiocinas IL-8 e MCP-1; fatores de transcri¢cdo p50, c-
Rel e IRF-1, moléculas de adesédo ICAM e PECAM (GUHA & MACKMAN, 2001).
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Com a ativacdo do TLR4 (figura 1) inicia-se a seérie de eventos intracelulares,
onde ocorre a associacdo com MyD88 (fator de determinacéo mieldide 88) que recruta
membros da familia das quinases associadas ao receptor de Interleucina 1 (IRAK4 e
IRAK1) que serdo fosforilados, associando-se a proteina TRAF6. O TRAF6 ativa
guinases da MAPK, que pode promover a ativacdo do ativador da proteina-1 (AP-1)
(BEUTLER, 2004).

Ainda no citoplasma, encontramos o fator de transcricao NF-kB em sua forma
inativa, devido a associacdo com inibidores, como as IkB (inibidor de kB). A TRAF6
promove a ativacdo de IKK (IkB quinases). Esse complexo € composto de duas
subunidades cataliticas IKKa e IKKB e uma subunidade regulatéria IKKy, conhecida
como NEMO (NF-kB essential modulator) e induz a fosforilagado do IkB (VERMA et al.,
2004). A fosforilacdo dos IkB resulta na sua poliubiquitinagdo, que acarreta na sua
degradacdo mediada pelo proteossoma 26S, permitindo, desse modo, que o fator de
transcricao-kB (NF-kB) transloque para o interior do nucleo celular e ative a transcricao
de diversos genes dependentes do kB, como genes de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo TNFa, IL-1B e IL-6. O NF-kB também promove a estimulacdo da sintese do
IkB, uma vez que a regido promotora do gene que codifica para o IKB contém sitios
funcionais para o NF-kB. Desse modo, o IkB recém-sintetizado liga-se ao NF-kB e
suprime a sua atividade (BEUTLER, 2004; KAWAI e AKIRA, 2010).

Além do LPS, ha outros fatores que podem ativar a via do NF-kB, tais como
TNFa, IL-1 e por espécies reativas de oxigénio, como veremos a seguir (ILES &
FORMAN, 2002; KAUL & FORMAN, 1996; KAWAI e AKIRA, 2005; OLIVEIRA-
MARQUES et al., 2009).

1.7 Burst respiratério

O burst respiratério, também chamado de “explosao respiratéria” ou estresse
oxidativo, € um processo fisiolégico que ocorre em fagocitos ativados apos a fagocitose
de microorganismos. Caracteriza-se pela conversdo do oxigénio molecular (O2) em
espécies reativas de oxigénio na mitocéndria ou mesmo no citosol e meio extracelular
(FISHER, 2009).
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1.7.1 Espécies reativas de oxigénio

Durante a infeccdo/inflamacao, os macréfagos produzem substancias chamadas
de espécies reativas de oxigénio (ERO) tais como o anion superéxido e o peréxido de
hidrogénio. Estas podem atuar diretamente na morte do patégeno ou como
mensageiros secundarios na sinalizacdo celular, como na via do NF-kB (FISHER,
2009).

Os macréfagos produzem espécies reativas de oxigénio a partir de enzimas.
Uma delas é composta pelo complexo enzimatico da NADPH oxidase, este pode ser
ativado quanto ocorre fagocitose. A ativacdo pode ocorrer por varias vias, como pelo
reconhecimento do LPS, PMA (phorbol miristato acetato), IFNy (interferon gama), entre
outros, que aumentam a disponibilidade de oxigénio (hiperdxia) ou liberacdo de
angiotensina 1l (FORMAN & TORRES, 2001) desencadeando o processo de

fosforilacdo e ativacdo da NADPH oxidase.

1.8 Ativacéao do fator NF-kB alterada pela desnutricdo e obesidade

Estudos evidenciam que a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB é reduzida em
camundongos submetidos a desnutricdo protéica. Fatores como a queda na producédo
de peréxido de hidrogénio (BORELLI & NARDINELLI, 2001; CRISMA, 2010;
FERNANDEZ et al., 1999; TESHIMA et al., 1995) e também a queda na produc¢éo de
citocinas, como o TNFa (FOCK et al., 2007; REDMOND et al., 1991; STAPLETON et
al., 2001) estdo envolvidos nessa reducédo da ativacdo, pois sdo comprovadamente
importantes para a ativacéo do fator nuclear NF-kB (BOWIE & O'NEILL, 2000; FLOHE,
1997; OLIVEIRA-MARQUES et al., 2009; ZHANG et al., 2001). Em animais submetidos
a dietas hiperlipidicas, foi encontrado uma maior expressdo do fator NF-kB e

consequente producao de citocinas pro-inflamatérias (CARLSEN et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

Considerando que a desnutricdo e a obesidade podem gerar alteragbes
semelhantes em determinados parametros da imunidade inata, propusemo-nos, em um
modelo animal comparativo entre desnutricdo e obesidade, investigar os efeitos da
ingestdo de uma dieta hipoprotéica e de uma dieta hiperlipidica sobre a atividade de

macréfagos peritoniais. Para tanto:

o Desenvolvemos um modelo experimental de dieta hiperlipidica em camundongos;

e Analisamos o quadro nutricional: consumo de racao, proteinas, lipidios, calorias,

bem como a variacdo de peso corporal dos camundongos;

e Avaliamos a concentracdo sérica de leptina, adiponectina, resistina, glicose,
insulina, colesterol total, triacilgliceréis, TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10, proteina C reativa e
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1);

e Avaliamos a fungcdo dos macréfagos peritoniais, através da andlise de adesao,
espraiamento, fagocitose, killing, producéo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio,

bem como a producéo de citocinas;

e Avaliamos o tecido adiposo periepididimal quanto a variacdo no tamanho do
tecido, infiltracdo de macréfagos e producéo de citocinas (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Utilizamos camundongos Swiss webster, machos, com 2 a 3 meses de idade,
ndo isogénicos, adultos, provenientes do Biotério de Experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade de S&o Paulo (USP). Os animais foram
separados em: animais controle (C), animais submetidos a dieta hipoprotéica (D) e
submetidos a dieta hiperlipidica (HL). O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso em Animais da FCF/USP (Protocolo: CEUA/FCF/366).

3.2 Ragdes

As racbes controle, hipoprotéica e hiperlipidica foram preparadas em nosso
laboratorio e conservadas a -4°C até o momento do uso. As racdes foram preparadas
para camundongos adultos, de acordo com as recomendagdes do American Institute
of Nutrition (AIN - 93M) (REEVES et al.,1993). A quantidade de tert-
butilhidroquinona foi aumentada em razdo da maior susceptibilidade da racao
hiperlipidica a oxidacédo (PANG et al., 2008) (Tabela 1).

Tabela 1: Composicéo das Ragdes (g/Kg ragao)

Constituintes Controle Hipoprotéica | Hiperlipidica
Amido 640 740 193,38
Sacarose 100 100 133,56
Caseina 120 20 186,98
Oleo de Milho 80 80 53,42
Banha de porco -- -- 300
Celulose 50 50 66,78
Mistura salinica’ 35 35 46,74
Mistura vitaminica® 10 10 13,36
Metionina 1,8 1,8 2,4
Bitartarato de Colina 2,5 2,5 3,34
Tert-butilhidroquinona 0,01 0,01 0,04

"As misturas salinica e vitaminica foram preparadas sob encomenda de acordo com as recomendacdes de 1993
do Instituto Americano de Nutricdo para camundongos adultos (REEVES et al.,1993).




Tabela 2 - Composicéo da Mistura Salinica (MIX)
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Racéo Racao Racéao
Normoprotéica Hipoprotéica Hiperlipidica
Componentes _ ) )
(g/Kg de Mix) (g/Kg de Mix) (g/Kg de Mix)
Carbonato de calcio anidro 357,0 357,0 357,0
Fosfato de potassio
o 236,2 353,2 250,0
monobasico
Cloreto de sodio 74,0 74,0 74,0
Citrato de potassio 39,0 0 28,0
Sulfato de potassio 46,6 46,6 46,6
Oxido de magnésio 24,0 24,0 24,0
Citrato férrico 6,06 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65 1,65
Carbonato de manganés 0,63 0,63 0,63
Carbonato cuprico 0,30 0,30 0,30
lodato de potassio 0,01 0,01 0,01
Selenito de sodio anidro 0,01025 0,01025 0,01025
Paramobilidato de aménio
. 0,00795 0,00795 0,00795
tetrahidratado
Meta-silicato de sodio 9-
) 1,45 1,45 1,45
hidratado
Sulfato de potassio e cromo 0,275 0,275 0,275
Cloreto de litio 0,0174 0,0174 0,0174
Acido borico 0,0815 0,0815 0,0815
Fluoreto de sodio 0,0635 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318 0,0318
Vanadato de aménio 0,0066 0,0066 0,0066
Sacarose 212,646 134,596 209,8

Composicéo da mistura salinica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de Nutricdo (REEVES et al.,1993).
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As racdes hipoprotéica e controle séao isocaldricas, sendo que na hipoprotéica
h& 2% de proteinas em comparacao a 12% da ragdo controle. A racao hiperlipidica
apresenta 30% de gordura na forma de banha de porco e todos o0s outros
ingredientes foram aumentados em 33% para oferecer uma poporc¢ao equilibrada de
nutrientes em relacdo ao controle pois, em projeto piloto, verificamos que o
consumo de ragdo nos animais submetidos a dieta hiperlipidica era inferior ao
controle nesta propor¢cédo (BORGES, 2011; CARMO, 2012).

Tabela 3 - Composicéo da Mistura Vitaminica

Racgcdes Normoprotéica, Hipoprotéica e Hiperlipidica

Componentes )
g/Kg de mix

Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido félico 0,20
D-biotina 0,02
Vitamina B12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D; 0,25
Vitamina K 0,075

Sacarose 974,655

Composi¢ao da mistura vitaminica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de Nutricdo (REEVES et al.,1993).

3.3Inducdo as dietas hipoprotéica e hiperlipidica
Os animais foram alocados individualmente em gaioleiros metabdlicos sob
condicbes ambientais semelhantes, com ciclo de luz claro/escuro de 12/12h,
temperatura de 22 + 2°C e umidade relativa do ar de 55 = 10%. O periodo de
adaptacao aos gaioleiros foi de 10-15 dias (até que o peso corporal se estabilizasse).

Neste periodo os animais receberam ragédo controle (normoprotéica) e dgua ad libitum,
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sendo pesados a cada 48 horas para avaliacdo do peso corporal. Apos o periodo de
adaptacdo os animais foram separados em 3 grupos: Controle, Desnutrido e
Hiperlipidico, sendo a média de peso corporal (apds periodo de adaptacdo) do Grupo
Controle estatisticamente semelhante ao do Grupo Desnutrido e Hiperlipidico. O Grupo
Controle continuou a receber a racdo controle enquanto que o Desnutrido passou a
receber racao hipoprotéica e o Hiperlipidico passou a receber a ragdo hiperlipidica.
Durante todo experimento, o peso corporal e de racao foram avaliados em intervalos de
48 horas.

A avaliacdo do estado nutricional dos animais foi baseada na determinacdo do
peso corporal e consumo diario das racdes, obtido através da diferenca entre quantidade
de racdo fornecida e ingerida e na determinagéo de proteina e albumina plasmatica.

Tabela 4 — Ragbes e grupos

RACAO UTILIZADA EM CADA PERIODO
Adaptacéo Inducao
GRUPOS (10-15 dias) (5-6 semanas)
Grupo Controle (C) Racao controle Racéo controle
Grupo Desnutrido (D) Racao controle Racao hipoprotéica
Grupo Hiperlipidico (HL) Racao controle Racao hiperlipidica

3.40btencao das amostras bioldgicas
3.4.1 Amostras sanguineas

Foram obtidas amostras de sangue total por meio da punc¢éo do plexo axilar de
camundongos previamente anestesiados com xilazina (16 mg/Kg) e cetamina (120
mg/Kg). As amostras foram coletadas utilizando-se como anticoagulante o sal potassico
do acido etileno diaminotetracético (EDTA), 10% na proporcdo de 50 L para cada 1,0 mL
de sangue e utilizadas para realizacdo do hemograma e contagem de reticulOcitos.

As amostras sanguineas coletadas, dos animais de ambos 0s grupos, sem
anticoagulante, foram utilizadas para obtencdo do soro, separado por centrifugacao
(2.500 rpm por 10 minutos a 4°C) e congelado em aliguotas a -40°C e utilizadas para
determinacdo de insulina, colesterol total e fracfes, triacilglicerdis, leptina, adiponectina,
resistina, TNFaq, IL-6 e MCP-1.
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3.4.2 Adipdcitos

Posteriormente a coleta do sangue e a eutanasia, 0s coxins adiposos
retroperitoneal e periepididimal, foram dissecados e, imediatamente, pesados. O tecido
adiposo periepididimal colhido foi mergulhado em 3 ml de meio de cultura DMEM. O
tecido adiposo foi seccionado em pedacos pequenos até apresentar consisténcia
homogénea, aumentando a &rea de contato com o meio. Depois da fragmentacao, o
tecido foi transferido para um tubo coletor e foi adicionado 2,5 ml de meio para cada 19
de tecido adiposo. A cultura foi colocada em banho-maria 37°C, sob leve agitacdo por
30 minutos. Apdés essa incubacédo, as células foram transferidas para um tubo de 50 mi
filtrando através de uma malha fina. Depois foi adicionado meio para um volume final
de 25 ml. A amostra foi centrifugada a 400g por 30 segundos. Apos a centrifugacao, os
adipdcitos ficam na superficie e as células estromais no sedimento. Foi aspirado
cuidadosamente o sedimento. Caso necessario, 0 procedimento era repetido para
melhor lavagem dos adipécitos (PERES & CURI, 2005).

3.5 Anélises hematoldgicas

3.5.1 Hemograma e contagem de reticulécitos

A partir de sangue total foram realizados o hemograma e contagem de
reticulécitos. A dosagem de hemoglobina, determinacédo do volume do hematécrito e
contagem global de hemécias e leucdcitos foram feitas pelo analisador automatico de
células sanguineas ABC Vet® (ABX DIAGNOSTICS).

Utilizando-se a relacdo entre hematocrito, hemoglobina e contagem de eritrécitos
foram possiveis calcular os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM).

As contagens diferenciais dos leucdcitos foram feitas em extensGes sanguineas
preparadas imediatamente apos a coleta e coradas pelo corante de May-Grunwald-
Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947). As laminas foram analisadas em

microscoépio Optico, contando-se no minimo 100 leucécitos.
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3.6 Obtencao de macréfagos peritoniais

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical apds sobrecarga de
anestésico (conforme item 3.4.1) e exsanguinados por venossec¢cao. Em ambiente de
fluxo laminar foram introduzidos 5 mL de PBS (para dosagem de peroxido de
hidrogénio) ou meio McCoy’s 5A® modificado (para cultura celular), pH 7,4, estéril e
apirogénico, na cavidade peritonial. Depois de vigorosa massagem na regiao, aspirou-
se, em seguida, o lavado contendo as células.

3.6.1 Cultura de células mononucleares peritoniais

As células foram inicialmente plaqueadas na concentracdo de 1x10°
células/mL/poco em placas de cultura de 24 pocos, durante 1 hora a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO, Apoés este periodo, o sobrenadante foi retirado a fim
de remover as células ndo aderentes e em seguida foi adicionado meio de cultura. As
amostras foram cultivadas por 24 horas em meio RPMI 1640, pH 7,4, estéril,
apirogénico, com soro fetal bovino (10%). Apés 24 hs, as células foram incubadas com
1,25 pg/mL de LPS de Eschericia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma Chemical Company®,
USA), durante 30 minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e
armazenado em freezer a -40°C, para determinacdo da concentracdo de citocinas
presente no sobrenadante das culturas celulares e realizada pelo método de ELISA
(Enzyme Linked ImmnunoSorbent Assay) — kits R&D Systems®.

3.7 Viabilidade celular
A viabilidade da suspensao celular foi avaliada em camara de Neubauer,
utilizando o azul de tripan 0,1%. Foram utilizadas as amostras que apresentaram

viabilidade acima de 90%.

3.8 Andlise morfologica e caracterizacdo imunofenotipica das células do
lavado peritonial

A analise morfolégica foi realizada em lamina obtida por meio de
citocentrifugacdo de células do lavado peritoneal, coradas com método de May-

Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947) e analisadas em microscépio
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optico para identificar e quantificar os tipos celulares, contando-se 200 células por
lamina, no minimo.

A caracterizacdo imunofenotipica foi realizada por citometria de fluxo. Aliquotas
de 1x10° células/mL de suspensdo celular da amostra de células do lavado peritonial
de camundongos controles, desnutridos e hiperlipidicos, suspensas em meio RPMI
1640 (Cultilab®, Campinas, Brasil), pH 7,4, foram centrifugadas a 1500 rpm por 3
minutos e o sobrenadante foi desprezado por inversédo. Adicionou-se anticorpos e
incubou-se por 30 minutos com 2uL anticorpo APC-F4/80 (Cat 113006, lot # b146514
Biolegend®) e/ ou 2uL anticorpo FITC-CD11b (Cat 11-0112-82, lot# E033743 e-
Bioscience®), sob agitacdo, protegido da luz. Ap6s a incubacdo as amostras foram
lavadas e adicionou-se 500 yL de PBS e imediatamente realizou-se a aquisicdo no
FACSCanto Il (Becton Dickson®, NJ, USA) adquirindo 10.000 eventos. As aquisicoes
foram analisadas e compensadas pelo software FLOW JO 7.6 ® (TreeStar®, OR,
USA).

3.9 Avaliacédo da capacidade de adeséao de células da cavidade peritonial

As células da cavidade peritonial foram plagueadas em placa de 96 pocos na
concentracdo de 1x10°150 pL e incubadas durante 1 hora, a 37°C, 5% CO, e em
atmosfera umida. Depois disso foi feita a lavagem com meio de cultura para remover
células ndo aderentes. As células aderidas foram cultivadas na presenca ou auséncia
de 1,25 pL/mL de LPS (sorotipo O55:B5. SIGMA-ALDRICH®), durante 2 e 24 horas a
37°C, 5% CO, e em atmosfera umida. A quantidade de células aderidas foi avaliada
pelo método do cristal violeta (LEE & WARREN, 1987). Os pocos foram lavados com
PBS pH 7,4 e as células fixadas com 30uL de paraformaldeido 4% durante 10 minutos,
em temperatura ambiente. Apdés a fixacdo, 50 pL de solucdo de cristal violeta em
metanol (0,25 g de cristal violeta; 10 mL de metanol PA; 40 mL de 4gua deionizada) foi
adicionado em cada poco. A placa foi mantida ao abrigo da luz, durante 30 minutos, em
temperatura ambiente. Apds lavagem dos pocos com PBS pH 7,4, adicionou-se 50 pL
de citrato de sodio 0,1M pH 4,2. O sobrenadante foi transferido para outra placa e sua
absorbancia determinada em comprimento de onda de 550 nm. Os resultados foram

expressos em absorbancia/1x10° células.
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3.10 Teste de espraiamento de células da cavidade peritonial

As células da cavidade peritonial foram plaqueadas na concentracdo de
5x10°/mL em placa de cultura de 24 pocos contendo, em cada poco, uma laminula de
vidro circular e estéril (13-16 mm de diametro). A placa foi incubada durante 1 hora, a
37°C, 5% CO, e em atmosfera umida. Apds este tempo, os pocos foram lavados com
meio de cultura a fim de se remover as células ndo aderentes (PAPADIMETRIOU &
BRUGGEN, 1988). As células aderidas foram cultivadas na presenca ou auséncia de
1,25 yg/mL de LPS (sorotipo O55:B5. SIGMA-ALDRICH®), por 2 e 24 horas a 37°C e
5% CO,. Apés a incubacéao, as laminulas foram lavadas com PBS pH 7,4 e coradas
pelo método May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947) para avaliacéo
morfoldégica das células presentes na preparacdo. Considerou-se como células
espraiadas aquelas que estavam aderidas a laminula emitindo pseudopodes
(RABINOVITCH & DESTEFANO, 1973).

3.11 Avaliacéo da fagocitose e da atividade fungicida, in vitro, de células
da cavidade peritonial
3.11.1 Obtencao de soro homologo normal (SHN)

Foram utilizados 10 camundongos Swiss webster, machos, adultos. Apés
anestesia e, por puncdo axilar, sem uso de anticoagulante, foi retirado o sangue que
apos retracdo do coagulo, foi centrifugado (2.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C) para
obtencao do soro. Com as amostras constituiu-se um pool, que foi filtrado e esterilizado
em condi¢cbes assépticas, utilizando-se membrana de 0,22 um, e posteriormente
fracionado em volumes de 2 mL e armazenado a -80°C até o uso. O soro obtido foi
usado para opsonizacdo de Candida albicans. Todo o processamento foi feito em

condi¢cBes assépticas, sendo 0s materiais utilizados todos estéreis.

3.11.2 Preparo e opsonizacado da suspensao de Candida albicans
As leveduras foram obtidas apds cultura de 24 horas em meio agar-Sabouraud
(Difco®). A suspensao de Candida albicans (ATCC 90028) foi preparada em 3 mL de
tampdo PBS Dulbecco estéril (pH 7,4) e mantida durante 3 minutos em tubo Falcon®.

ApOs este tempo, 0 sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo Falcon®
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constituindo a Suspensdo A. A partir da suspensao A foi preparada uma nova
suspensao de Candida albicans em PBS Dulbecco estéril (pH 7,4) e SHN, perfazendo
um total de 3,75 x 10%1,5 mL, constituindo a Suspensdo B. Esta suspensdo foi

incubada a 37°C, sob agitacao de 10 rpm, durante 30 minutos.

3.11.3 Obtencao da suspenséo de células peritoniais
Animais anestesiados conforme descrito no item 3.4 foram exsanguinados por
venosseccao e eutanasiados por deslocamento cervical. Células da cavidade peritonial
foram obtidas de acordo com o descrito no item 3.6. A suspensdo de células foi
ajustada para a concentracéo de 0,75 x 10%mL e mantida no gelo até o momento do
uso (Suspenséo C).

3.11.4 Ensaios de fagocitose e de atividade fungicida

Em microtubos estéreis, foram adicionadas as suspensdes B e C na proporcao
de 1:5, constiutindo-se assim a Suspensao D. Os tubos foram incubados a 37°C, em
sistema rotatorio, a velocidade de 10 rpm, durante 30, 60, 90 e 120 minutos. Como
controle da reacdo foram utilizados tubos contendo PBS Dulbecco estéril (pH 7,4) e
apenas a suspensao de células do lavado peritonial (Suspenséo C). ApGs 0s tempos
acima mencionados, aliquotas da Suspensdo D foram retiradas e utilizadas para o
preparo de citocentrifugados, corados posteriormente pela técnica de May-Grunwald-
Giemsa modificada (ROSENFELD, 1947). Para avaliagdo da fagocitose, foram
contadas, no minimo, 200 células por lamina, sendo consideradas como tendo
realizado fagocitose as células que apresentaram, pelo menos, uma Candida albicans
internalizada. A atividade fungicida foi avaliada pela técnica de coloracdo proposta por
HERSCOWITZ e colaboradores (1981). Nesta técnica, leveduras vivas coram-se de
azul pelo corante May-Grunwald-Giemsa, enquanto as leveduras mortas ndo se coram.
A atividade fungicida foi avaliada contando-se, no minimo, 200 células que fagocitaram
Candida albicans. Como o namero de leveduras fagocitadas e mortas varia de célula
para célula, a atividade fungicida foi expressa por meio de score conforme critério
estabelecido por CORAZZINI (1993).
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N° de macrofagos sem C. albicans morta X 0

N° de macrofagos com 1 a 2 C. albicans mortas X 1

N° de macrofagos com 3 a 4 C. albicans mortas X 2

N° de macrofagos com +4 de C. albicans mortas X 3

3.12 Determinacao de sintese de 6xido nitrico
A andlise da sintese de o6xido nitrico foi realizada pelo método de GRIESS
(1879), onde o sobrenadante de cultura de macrofagos obtido apds 24 horas é

submetido a deteccao colorimétrica para avaliar a conversao de 6xido nitrico em nitrito.

3.13 Determinacéo da liberacéo de peroxido de hidrogénio

A determinacédo de peroxido de hidrogénio foi realizada pelo método de oxidacéo
da peroxidase dependente do vermelho de fenol descrito por PICK & KEISARI (1980),
adaptado para micro-ensaio por PICK & MIZEL (1981) e modificado por RUSSO e
colaboradores (1989). Foram obtidas aliquotas de uma suspensdo de células
peritoniais (2x10° células/mL em solucgéo de vermelho de fenol) que foram transferidas
para uma placa de cultura de fundo chato (96 pocgos). Cada amostra foi pipetada em
octuplicata, sendo que em quatro dos pocos foi acrescentado 10ng de acetato miristato
de forbol (PMA) (SIGMA ALDRICH®) diluido em dimetil sulféxido (DMSO), de modo a
se obter uma concentracao final de 10 ng/poco. A placa foi incubada em estufa a 37°C,
5% CO,, durante 1h. Apos este tempo, o sobrenadante foi transferido para outra placa
de 96 pocos e a reacao foi interrompida pela adicdo de NaOH 1N. A absorbéancia foi
determinada em um leitor de ELISA em 630 nm contra um branco constituido pela
solucéo de vermelho de fenol. A concentracdo de peréxido de hidrogénio das amostras
foi obtida com base em uma curva padréo feita com concentracdes conhecidas de
peréxido de hidrogénio em uma solucdo de vermelho de fenol (5, 10, 20 e 40 uM) e

expressas em nmol/2x10° células.

3.14 Avaliacdo da capacidade de apresentacéo de antigenos
Realizamamos por citometria de fluxo a avaliacdo da capacidade de

apresentacdo de antigenos pelos macréfagos peritoniais. ApOs caracterizar a
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populacdo pela dupla marcacdo com anticorpos CD11b e F4/80, utilizamos este gate
para avaliar a marcacdo com 3ul do anticorpo PE-MHC-II (Cat 11-3206-2, lot #

E134551) conforme metodologia descrita no item 3.8.

3.15 Determinacdo da concentracdo sérica de glicose, colesterol total,
triacilglicerois, proteinas totais e albumina

A concentracgdo sérica de glicose, colesterol total, triacilglicerois, proteinas totais
e albumina foi quantificada por meio de kits (Labtest®, Brasil) segundo as instrugdes do

fabricante. As amostras foram processadas em duplicata.

3.16 Determinacdo das concentracdes séricas de insulina, leptina, resistina,
adiponectina e proteina C reativa

As concentracdes séricas de insulina, leptina, resistina e adiponectina foram
guantificadas utilizando-se o kit Lincoplex® (Linco Research Inc.®, St. Charles, MO),

seguindo-se as instru¢des do fabricante.

3.17 Avaliacao da sintese de citocinas

A andlise de citocinas foi realizada em amostras do sobrenadante de cultura de
células peritoniais e de adipdcitos do tecido adiposo periepididimal obtido apés 2 e 24
horas de cultivo. A concentracdo de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNFa foi determinada por meio
de imunoensaio do tipo ELISA, utilizando-se kit Quantikine® (R&D System®, USA),

segundo metodologia descrita pelo fabricante.

3.18 Avaliacéao Histoldgica

ApoOs eutanasia, conforme item 3.4, procedemos a retirada do esterno e do
tecido adiposo periepididimal (TAP). O TAP coletado foi fixado em Carnoy por 1 hora,
sob agitacdo. Posteriormente foi colocado em &alcool 70% até ser processado. O
esterno foi fixado em paraformaldeido 4% por 1 dia, sob agitacdo. Apés este periodo, o
esterno foi colocado em EDTA 10% onde permaneceu por 7 dias. Depois foi colocado

em alcool 70% até o momento de realizar o corte histoldégico. Os tecidos foram
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enblocados em parafina e os cortes (aproximadamente 5 um) foram corados com

Hematoxilina-Eosina (H/E) e fotografados em microscopio optico.

3.19 Avaliacéo do indice de Massa Corporal murino
Realizamos o indice de massa corporal pelo indice de Lee (ROGERS & WEBB,

1980), onde utilizamos a seguinte relacéo: [peso (g>*

)/ medida naso-anal (mm)]. Esses
valores podem caracterizar a variagdo da massa dos camundongos apés o periodo de

inducao a desnutricdo ou obesidade.

3.20 Aminograma
Foram enviadas aliquotas de 200 pl de soro dos animais dos trés grupos para a
empresa CBO Analises Laboratoriais® que realizou o aminograma para avaliar as

diferencas entre os aminodacidos referentes a diferenca de ingestéo protéica.

3.21 Avaliacéo radiogréfica da proporcao de tecido adiposo

As radiografias foram realizadas no Centro de Imagem Animal da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, utilizando o Carestream In Vivo
MS FX PRO®. Apés a aquisicdo das imagens, foi realizada a medida dos 6rgaos e

gordura pelo programa Carestream MI®.

3.22. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o0 programa
GraphPadPrism5®. Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade de sua distribuicdo (curva Gaussiana)
sendo classificados em paramétricos ou ndo paramétricos pela aderéncia a curva. Em
casos de distribuicdo ndo gaussiana realizou-se o One-way ANOVA pelo teste de
Kruskal Wallis, utilizando-se o poOs-teste de Dunns para a identificacdo dos contrastes

significantes entre os trés grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao do estado nutricional

4.1.1 Analise do peso corporal

Apds um periodo de 10-15 dias de adaptacdo, os animais foram separados em
grupos controle, desnutrido e hiperlipidico, sendo que a média de peso corporal dos trés
grupos foi estatisticamente semelhante. Ao final do periodo de indugéo de 5 semanas, o
grupo C (controle) apresentou ganho de peso de 6,4 £ 2,7% (média + SDM), o grupo D
(desnutrido) teve perda de peso de 16,6 + 3,7% (média + SDM) e o grupo HL
(hiperlipidico) teve ganho de peso de 20,0 £ 8,0% (média £ SDM).
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Figura 3. Resultados representam variacdo de peso corporal em funcdo do tempo (A) e variagdo final do peso
corporal (médiatSDM) (B) dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=7) e HL - Hiperlipidico (n=7). ** Valores
significativos para p<0,01; *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados.
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4.1.2 Andlise do consumo de racdao, proteinas, lipidios e calorias

Os animais passaram por um periodo de 5 semanas de inducdo, onde o grupo C
(controle) ingeriu quantidade de ragéo diaria semelhante ao grupo D (desnutrido): 7,21 +
0,59 e 7,5 + 0,99 (média £+ SDM - standard deviation), respectivamente. O grupo HL
(hiperlipidico) apresentou consumo diéario inferior 5,1 + 0,69 aos demais grupos.

Mesmo com consumo de racao diferente, os 3 grupos apresentaram consumo de
calorias diarias semelhante: controle = 28,7 + 2,3 kcal; desnutrido = 30,1 + 3,6 kcal;
hiperlipidico = 28,2 + 3,1 kcal.

O modelo de desnutricdo é induzido pelo consumo reduzido de proteinas.
Enquanto o grupo C consumia uma média diaria de 0,969 + 0,05 e o grupo HL consumiu
0,879 £ 0,04, tivemos o consumo de apenas 0,21g + 0,02 pelo grupo D.
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Figura 4. Resultados, em valores médios+SDM, do consumo de racéo (A), calorias (B), lipidios (C) e proteinas (D)
dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=7) e HL - Hiperlipidico (n=7). ***Valores significativos para p<0,001.
n representa niumero de animais avaliados.
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4.1.3 Avaliacéo dos coxins adiposos: periepididimal e retroperitonial

O peso total dos coxins adiposos ndo apresentou diferencas significativas entre
o grupo C (2,6 £ 5,8g) e o D (1,6 = 0,59g), j& no grupo HL encontrou-se com valores
estatisticamente superiores (3,4 + 1,1g). O grupo C apresentou gordura periepididimal
de 2,02 £ 0,69, enquanto que o D apresentou 1,28 + 0,4g e o HL com 2,7 £ 0,7g. Em
relacéo a gordura retroperitonial, tivemos o grupo C com 0,61 £ 0,30g; o grupo D com
0,38 £ 0,129 e o grupo HL com 0,90 * 0,28g.
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Figura 5. Resultados, em valores médios+SDM, do peso dos coxins adiposos retroperitonial (A), periepididimal (B) e
total (C) dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=7) e HL - Hiperlipidico (n=7). *Valores significativos para
p<0,05; ** Valores significativos para p<0,01. n representa nimero de animais.
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4.1.4 Avaliacao histologica do tecido adiposo periepididimal
Ao avaliarmos os cortes histologicos identificamos um maior infiltrado celular
entre os adipocitos nos animais do grupo hiperlipidico, ndo havendo diferenca aparente

entre os grupos controle e desnutrido.

Figura 6 — Fotomicrografia representativa de corte histolégico corado com hematoxilina-eosina do coxim adiposo
epididimal dos grupos Controle (A), Desnutrido (B) e Hiperlipidico (C) mostrando infiltrado celular entre os adipécitos,
como mostram as setas (Aumento de 200x).
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4.1.5 indice de Lee
O indice de massa corpdrea de ratos e camundongos é realizado pelo indice de

Lee [peso (g**

)/ medida naso-anal (mm)]. Os animais submetidos a dieta hiperlipidica
tiveram um indice mais elevado (3,8+0,10), sendo significativamente maior que o grupo

controle (3,4+0,10) e o grupo desnutrido (3,1+0,14).
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Figura 7 — Resultados, em valores médios+SDM, do Indice de Lee dos grupos C - Controle (n=6), D - Desnutrido
(n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). *Valores significativos para p<0,05; ** Valores significativos para p<0,01. n
representa nimero de animais.
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4.1.6 Avaliacao radiografica da proporcéao de tecido adiposo
Realizamos as radiografias de animais dos 3 grupos, onde pudemos observar
gue nos animais submetidos a uma dieta hiperlipidica, encontramos uma maior massa
total (3.557 mm®) em relacdo ao controle (2.659 mm?®) e maior ainda em relacdo ao
desnutrido (2.049 mm?®). A massa adiposa apresentou-se, de maneira semelhante,
maior no grupo submetido a dieta hiperlipidica (842 mm?®) em relacdo ao controle (775
mm?®) e ao desnutrido (512 mm?).

CONTROLE DESNUTRIDO

Figura 8 — Fotomicrografia representativa de radiografia dos grupos Controle (A), Desnutrido (B) e Hiperlipidico (C).
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4.1.7 Avaliacao da concentracao sérica de proteinas totais e albumina

Os grupos C e HL apresentaram valores semelhantes em relacdo a concentracéo
sérica de proteinas totais. O Grupo C apresentou 6,1 + 0,2 g/dL e o Grupo HL
apresentou 59 + 0,2 g/dL. JA o grupo D teve uma concentracdo diminuida,
apresentando 4,5 + 1,4 g/dL.

Dados semelhantes foram vistos na concentracdo sérica de albumina, com o
Grupo C apresentando 3,1 = 0,4 g/dL e o Grupo HL apresentando 3,2 + 0,7 g/dL.
Semelhantemente, o grupo D teve valores mais baixos (2,2 + 0,6 g/dL).
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Figura 9. Resultados, em valores médios+SDM, da concentracéo sérica de proteinas totais (A) e de albumina (B)
dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=7). ; *Valores significativos para p<0,05;
**V/alores significativos para p<0,01. n representa nimero de animais avaliados.
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Realizamos o aminograma a partir do soro dos animais avaliados e registramos

nas tabelas abaixo os valores absolutos e relativos dos grupos Controle, Desnutrido e

Hiperlipidico.

Tabela 5 — Valores absolutos referente ao aminograma (mg/kg)

mmogeiaa | Coiole | DS | Heepis

1 Asparagina 5,6+1,4 6,4+0,9 8,6+3,4
2 Glutamina 62,1+11,5 86,4+13,1 84,0+£15,1
3 Alanina 49,8+25,0 64,3+8,0 53,6+£12,0
4 Arginina 38,9+21,1 36,5+20,1 41,7+19,4
5 Ac. Aspartico 13,5+17,9 6,5+7,1 11,3+7,4
6 Glicina 22,7¥129 23,9+3,7 20,7+4,2
7 Isoleucina 17,3+10,2 10,5+0,6 15,0+£3,4
8 Leucina 38,4+28,0 26,2+8,5 36,8+14,1
9 Ac. Glutamico 29,1+26,1 21,4+12,2 32,3x12,4
10 Lisina 55,1+28,6 50,8+9,7 68,0+25,9
11 Cistina 16,8+9,8 14,0+9,8 20,4145
12 Metionina 11,1+7,2 9,1+4.4 14,2+6,4
13 Fenilalanina 19,9+15,2 13,546,2 22,6+10,7
14 Tirosina 19,7+11,9 12,9+2,7 22,947
15 Treonina 23,3+13,9 20,3+8,3 33,0+12,3
16 Prolina 18,1+12,6 17,1+4,6 20,1+8,0
17 Valina 43,1+22.8 23,3+1,3 35,7+6,9
18 Histidina 13,3+12,7 15,2+10,1 19,1+10,6
19 Serina 21,1+145 26,3+6,9 28,2+12,1
20 Taurina 108,1+33,7 107,0+£60,2 99,4+16,7

AA livres 627,4+312 591,8+197 688,3+211

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores absolutos (mg/kg) dos aminoacidos séricos de
animais dos grupos Controle (n=4), Desnutrido (n=4) e Hiperlipidico (n=4).



Tabela 6 — Valores absolutos referente ao aminograma

Aminoacido Controle Desnutrido Hiperlipidico
(%) (%) (%)
1 Asparagina 0,96+0,24 1,12+0,21 1,22+0,19
2 Glutamina 10,9+3,14 15,0+£2,75 12,7£2,15
3 Alanina 7,90+0,77 11,27+2,38 7,96+1,02
4 Arginina 6,10+0,43 5,93+1,43 5,82+1,44
5 Ac. Aspartico 1,63+1,61 0,91+0,86 1,54+0,75
6 Glicina 3,58+0,62 4,16+0,73 3,08+0,34
7 Isoleucina 2,77+0,99 1,87+0,52 2,23+0,29
8 Leucina 5,86+2,02 4,45+0,02 5,26+0,45
9 Ac. Glutamico 4,14+1,69 3,47+0,90 4,61+0,56
10 Lisina 8,70+1,11 8,79+1,28 9,73+0,78
11 Cistina 2,60+0,66 2,21+0,93 2,77+1,20
12 Metionina 1,67+0,30 1,51+0,25 2,00+0,33
13 Fenilalanina 2,94+0,85 2,23+0,30 3,16+0,62
14 Tirosina 3,11+0,82 2,22+0,27 3,42+0,81
15 Treonina 3,80+0,33 3,38+0,20 4,71+0,57
16 Prolina 2,27+0,52 2,92+0,19 2,87+0,29
17 Valina 7,05+2,57 4,20+1,65 5,36+0,91
18 Histidina 1,87+0,79 2,41+0,91 2,62+0,81
19 Serina 3,18+0,57 4,48+0,31 3,98+0,63
20 Taurina 18,6+6,54 17,3t4,44 15,0+3,42
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Resultados, em valores médios+SDM, dos valores relativos (%) dos aminoacidos séricos de animais dos
grupos Controle (n=4), Desnutrido (n=4) e Hiperlipidico (n=4).
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4.1.9 Avaliacdo da concentracdo sérica de glicose, insulina e indice
HOMA-IR de Resisténcia a insulina

A concentracao sérica de glicose no grupo Controle apresentou concentracdo de
161,1 £ 26,2 mg/dL e ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo
Hiperlipidico (164,7 £ 14,5 mg/dL). Mas houve diferenca quando comparada com o
grupo Desnutrido (125, 4 + 21,2 mg/dL).

Notamos que a concentracdo sérica de insulina também n&o apresentou
diferencas significativas entre o grupo Controle (2634 + 1982 pg/mL) e o grupo
Hiperlipidico (1938 = 1546 pg/mL). No entanto esta extremamente diminuido no grupo
Desnutrido (339 = 244 pg/mL).

Ao calcularmos o indice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment — Insulin
Resistence) para avaliar a resisténcia a insulina, o grupo Desnutrido (0,511 + 0,41)
apresentou valores mais baixos que o Controle (1,865 + 0,63). O grupo Hiperlipidico

(3,171 £ 1,52) apresentou valores significativamente maiores aos demais grupos.
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Figura 10. Resultados, em valores médios + SDM, da concentracéo sérica de glicose (A) e insulina (B) e do indice
HOMA-IR (C) dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=7). ; *Valores significativos
para p<0,05 ***Valores significativos para p<0,001. n representa niumero de animais avaliados.
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4.1.10 Avaliacao da concentracao sérica de Colesterol e Triglicérides

Entre os animais Controle e Desnutrido ndo encontramos diferenca significativa
(108,6 + 12,5 mg/dL e 93,7 £ 17,9 mg/dL, respectivamente) nos indices de colesterol
sérico. No entanto, encontramos niveis mais elevados no grupo Hiperlipidico com 161,2
+ 43,2 mg/dL.

Na dosagem de triglicérides encontramos os niveis reduzidos (25,6 + 5,8 mg/dL)

no grupo hiperlipidico em relagcdo ao grupo desnutrido (54,9 + 14,0 mg/dL) e controle
(161,2 £ 43,2 mg/dL).
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Figura 11. Resultados, em valores médios + SDM, da concentragdo sérica de colesterol (A) e triglicérides (B) dos
grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). ; **Valores significativos para p<0,01;
***\/alores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados.
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4.2 Avaliacdo hematolégica

4.2.1 Hemograma

4.2.1.1 Eritrograma

O grupo Desnutrido apresentou reducao significativa do niamero de heméacias,
hematécrito e hemoglobina (6,0 + 1,6 x10%mm3; 26,9 + 7,3%; 8,3 + 2,1 g/dL,
respectivamente) em relacéo ao grupo Controle (8,1 + 0,7 x10°/mms3; 38,8 + 3,2%; 11,6 +
0,9 g/dL, respectivamente) e Hiperlipidico (7,7 + 0,9 x10%/mm3; 34,8,9 + 3,6%; 11,0 + 0,9

g/dL, respectivamente).
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Figura 12. Resultados, em valores médios + SDM, do nimero de hemacias (A), hematécrito (B) e hemoglobina (C)
dos grupos C - Controle (n=15), D - Desnutrido (n=15) e HL - Hiperlipidico (n=15). *Valores significativos para
p<0,05; **Valores significativos para p<0,01. n representa nimero de animais avaliados.
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Os indices hematimétricos ndo demonstraram nenhuma diferenca significativa
entre os grupos controle, desnutrido e hiperlipidico. Sendo que o VCM (volume
corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentragéo de
hemogrobina corpuscular média) mostraram-se semelhantes entre o controle (47,8 *
1,1 fl; 14,3 £ 0,3 pg; 30,0 + 0,7 %, respectivamente), desnutrido (44,4 £ 0,9 fl; 13,9 £ 0,4
pg; 31,2 £ 0,7 %) e hiperlipidico (45,2 + 2,0 fl; 14,4 + 0,7 pg; 31,8 £ 0,6 %,

respectivamente).
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Figura 13. Resultados, em valores médios + SDM, dos indices hematimétricos: VCM (A), HCM (B) e CHCM (C) dos
grupos C - Controle (n=15), D - Desnutrido (n=15) e HL - Hiperlipidico (n=15). n representa nimero de animais
avaliados.
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4.2.1.2 Leucograma

O consumo de dieta hipoprotéica causou uma reducdo do numero de leucdcitos
circulantes no sangue periférico (1,3 + 0,6 x 10’mm?) em relacdo ao grupo controle
(2,5 + 1,5 x 103 mm?®), no entanto, o consumo de dieta hiperlipidica ndo apresentou

alteracdes significativas no nimero de leucécitos (2,2 + 1,1 x 10°/mm?3).
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Figura 14. Resultados, em valores médios+SDM, do nimero de leucdcitos no sangue periférico dos grupos C —
Controle (n=34), D - Desnutrido (n=33) e HL — Hiperlipidico (n=29). *Valores significativos para p<0,05. n
representa numero de animais avaliados.

Ao realizarmos a contagem diferencial relativa, ndo encontramos diferengas
significativas entre os trés grupos em nenhum dos tipos celulares encontrados no
sangue periférico, no entanto, ao realizar a contagem diferencial absoluta, notamos que
o animal desnutrido apresenta linfopenia e neutréfilopenia, enquanto que o hiperlipidico

apresenta apenas uma linfopenia, estando os neutréfilos semelhantes ao controle.
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Figura 15. Resultados, em valores médios+tSDM, da contagem diferencial relativa e absoluta de leucécitos no
sangue periférico dos grupos C — Controle (n=6), D - Desnutrido (n=6) e HL — Hiperlipidico (n=6). *Valores
significativos para p<0,05. **Valores significativos para p<0,01. ***Valores significativos para p<0,001. n representa
namero de animais avaliados.
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4.3 Mielograma

Foi observada reducdo significativa da celularidade da medula 6ssea em
decorréncia do quadro de desnutricdo protéica (2,4 + 1,5 x 10’/mm?®), no entanto, o
grupo hiperlipidico (5,1 + 2,4 x 10’/mm® nado apresentou diferenca significativa em

relacéo ao grupo controle (3,8 + 2,4 x 10"/mm?®).
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Figura 16. Resultados, em valores médios+SDM, do nimero de células nucleadas da medula éssea dos grupos C -
Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). **Valores significativos para p<0,01. n representa
numero de animais avaliados.

Realizamos também a contagem diferencial, relativa e absoluta, de células da
medula Ossea do fémur dos animais dos trés grupos. Notamos que o0s valores
absolutos encontram-se reduzidos em quase todas as linhagens do grupo desnutrido e
nao ha diferenca significativa entre animais do grupo controle e animais do grupo
hiperlipidico.

A contagem relativa mostrou-se mais homogénea entre 0s trés grupos,
encontramos apenas reducao significativa na quantidade de mondcitos/macrofagos e
eritroblastos jovens no grupo desnutrido. Nos animais submetidos a dieta hiperlipidica,
encontramos 0 aumento na quantidade relativa de plasmocitos e formas jovens de

granuldécitos (promielécitos, mielocitos e metamielocitos).



Tabela 5 — Distribuicdo absoluta das popula¢c6es medulares
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Tipo celular Controle Desnutrido  Hiperlipidico
(x10'/mL) (x10"/mL) (x10"/mL)
Blasto 0,89+0,26 0,54+0,28%° 0,74+0,24
Forma jovem 1,17+0,43 0,75+0,21° 1,49+0,31
Forma em anel 1,17 + 0,48 1,12 + 0,40 1,72+ 0,53
Segmentado 1286+45 8,22+30% 1244+172
Eosindfilo 0,86 +0,44 0,54+0,37% 0,95%0,29
Monécito/macréfago 0,92+056 0,36+0,16° 0,96 +0,36
Plasmacito 0,20+0,17 0,08+0,05° 0,19 +0,08
Linfoblasto/Linfocito 4,0+1,22 24+065% 38%0,72
Eritroblasto jovem 1,0 +£0,38 0,8+0,21 1,0+ 0,32
Eritroblasto maduro 7,7+2,8 51+1,4°2 6,9+0,5

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores absolutos das popula¢cdes medulares dos grupos
Controle (n=6), Desnutrido (n=6) e Hiperlipidico (n=6). ®Valores significativos para p<0,05 do desnutrido
em relagdo aos outros grupos. ®Valores significativos para p<0,01 do desnutrido em relagédo aos outros
grupos. n representa nimero de animais analisados.



Tabela 6 — Distribuicéao relativa das populacdes medulares
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Tipo celular Controle Desnutrido Hiperlipidico
(%) (%) (%)
Blasto 2,97 £ 0,82 2,64 +1,10 2,41 + 0,60
Forma jovem 3,70£0,47  3,82+0,53 4,89 + 0,69
Forma em anel 5,61+0,48 5,51+0,80 563+1,25
Segmentado 40,7 £ 0,73 40,4 + 3,04 41,0+ 2,18
Eosindfilo 2,68 = 0,86 2,64+1,12 3,10+0,76
Mondcito/macréfago 2,80+ 1,02 1,80 + 0,552 3,16 + 1,17
Plasmacito 0,40 £ 0,38 0,42 +0,19 0,64 +0,31°
Linfoblasto/Linfocito 13,1+1,32 125+2,21 12,7+ 2,30
Eritroblasto jovem 2,80 £ 1,02 1,80 + 0,55% 3,16 +1,17
Eritroblasto maduro 24,6 +1,41 26,1 + 3,09 22,8+ 2,19

Resultados, em valores médios+SDM, da porcentagem das popula¢gdes medulares dos grupos Controle
(n=6), Desnutrido (n=6) e Hiperlipidico (n=6). ? Valores significativos para p<0,05 do desnutrido em
relagdo aos outros grupos. - Valores significativos para p<0,05 do hiperlipidico em relagdo aos outros
grupos. n representa niumero de animais analisados.
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Realizamos os cortes histologicos de esterno, corados com hematoxilina-eosina
e encontramos uma celularidade diminuida no grupo Desnutrido e uma discreta
hiperplasia nos animais do grupo Hiperlipidico.

Figura 17 — Fotomicrografia representativa de cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina da medula
Ossea esternal dos grupos Controle (A), Desnutrido (B) e Hiperlipidico (C) (Aumento de 400x).
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4.4 Avaliacao de células nucleadas da cavidade peritonial
Foi observada reducao significativa da celularidade na cavidade peritonial em
decorréncia do quadro de desnutricdo protéica (2,8 + 1,7 x10°/mm?®) e uma semelhanca

entre o grupo hiperlipidico (2,9 + 1,1 x10%/mm?) e o grupo controle (3,9 + 1,4 x10%/mm?).
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Figura 18 - Resultados, em valores médios+SDM, do nimero de células nucleadas totais da cavidade peritonial dos
grupos C - Controle (n=30), D - Desnutrido (n=30) e HL - Hiperlipidico (n=29). *Valores significativos para p<0,05. n
representa nimero de animais avaliados.

Figura 19 - Fotomicrografia representativa da celularidade peritonial, mostrando as principais células encontradas no
lavado peritonial: Macréfagos, Linfécitos e Mastécitos (Aumento de 1.000x). Coloracéo: May-Grunwald modificado
por Roselfeld, 1947.
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Figura 20. Resultados, em valores médios+SDM, da contagem diferencial relativa e absoluta de células nucleadas
da cavidade peritonial dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=7) e HL - Hiperlipidico (n=7). *Valores
significativos para p<0,05. n representa numero de animais avaliados.
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4.5 Funcao de macroéfagos

4.5.1 Citometria de fluxo

4.5.1.1 Caracterizagdo imunofenotipica das células da cavidade peritonial

A avaliacdo imunofenotipica da populacdo da cavidade peritonial foi feita por
citometria de fluxo utilizando os marcadores CD11b (FITC) e F4/80 (APC). As células
duplo marcadas foram classificadas como macréfagos. Ndo encontramos diferencas
significativas da proporcdo de macr6fagos nos animais dos grupos controle (44,2 +
3,3%), desnutrido (46,4+ 3,6%) e hiperlipidico (45,5 £ 5,3%).

4.5.1.2 Apresentacédo de antigenos

A avaliacdo da apresentacdo de antigenos foi realizada utilizando-se o marcador
MHC-II (PE). Utilizamos o gate formado pelos macréfagos duplo marcados do item
anterior. Encontramos uma menor apresentacdo de antigenos nos animais do grupo
desnutrido (86,5 + 5,0%) em relacdo ao controle (91,1 £ 1,9%). Os animais submetidos
a dieta hiperlipidica apresentaram uma porcentagem maior de células apresentadoras
de antigenos (96,1 * 1,3%).
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Figura 21. Resultados, em valores médios+tSDM, de: (A) quantidade de células duplo marcadas (CD11b+F4/80+)
por citometriade fluxo, de células totais do lavado peritonial; (B) proporcao de macrofagos peritoniais apresentadores
de antigenos dos grupos C - Controle (n=6), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). **Valores significativos
para p<0,01. n representa nimero de animais avaliados.
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Figura 22. Resultados representativos, por citometria de fluxo, da celularidade peritonial de animal do grupo (A)
Controle, (B) Desnutrido e (C) Hiperlipidico; Duplo marcado CD11b+F4/80+ do grupo (D) Controle, (E) Desnutrido e
(F) Hiperlipidico; MHC-11+ de animal do grupo (G) Controle, (H) Desnutrido e () Hiperlipidico.
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4.5.2 Avaliacdo da capacidade de adesao de macrofagos peritoniais

O Gréfico 23 demonstra que os grupos Controle (0,09 abs/1x10° cél. + 0,003),
Desnutrido (0,08 abs/1x10° cél. + 0,002) e Hiperlipidico (0,12 abs/1x10° cél. + 0,003)
apresentaram diferencas siginificativas entre si e que os 3 grupos responderam ao
estimulo por LPS e tiveram um aumento na capacidade de adeséo apos o periodo de 2
horas (Gréfico 23A).

Depois de 24 horas (Gréafico 23B) os grupos jA ndo apresentam diferenca
significativa entre o grupo estimulado e o basal (Controle = 0,11+0,006 e 0,130,001
Abs/1x10° cél.; Desnutrido = 0,07+0,006 e 0,08+0,005 Abs/1x10° cél. e Hiperlipidico =
0,15+0,003 e 0,15+0,003 Abs/1x10° cél.). O grupo desnutrido apresenta menor
capacidade de adesdo (0,07+0,006 Abs/1x10° cél.) que o controle (0,11+0,006
Abs/1x10° cél.). O grupo hiperlipidico apresenta adesdo semelhante ao controle
(0,14+0,005 Abs/1x10° cél.).
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Figura 23. Resultados, em valores médios+tSDM, do nimero de células nucleadas totais da cavidade peritonial no
periodo de 2 horas (A) e 24 horas (B) dos grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6).
*Valores significativos para p<0,05. n representa nimero de animais avaliados.
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4.5.3 Teste de espraiamento de macréfagos peritoniais

O grupo hiperlipidico apresentou menor quantidade de células espraiadas, apds
2 horas, tanto no basal quanto no grupo estimulado com LPS em relacdo ao grupo
Controle (Figura 24A). O grupo desnutrido mostrou ainda menos células espraiadas
gue o hiperlipidico, mesmo apds o estimulo. Na Figura 24B observamos a reacao ao
estimulo, demonstrando que os grupos Controle e Hiperlipidico respondem ao estimulo
e as células tentem a espraiar em maior quantidade. J4 os animais do grupo desnutrido

nao responderam ao estimulo de LPS.
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Figura 24. Resultados, em valores médios+tSDM, da porcentagem de células nucleadas espraiadas da cavidade
peritonial apds o periodo de 2 horas. Grafico A demonstra diferencas significativas entre os grupos C - Controle
(n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). Gréafico B apresenta as diferengas entre as células estimuladas
e ndo estimuladas, dentro do mesmo grupo (+ = grupo estimulado). *Valores significativos para p<0,05. n representa
ndmero de animais avaliados.
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Figura 25. Fotomicrografia representativa de macréfagos peritoniais residentes (A) e ativados mostrando
espraiamento (B). (Aumento de 1000x). Coloragdo: May-Grunwald modificado por Roselfeld, 1947.
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Verificamos, ainda, a capacidade de espraiamento apds o periodo de 24 horas,
onde observamos (como mostra o Grafico 26A) que as células espraiaram bem mais,
no entanto, os grupos hiperlipidico e desnutrido permaneceram com uma porcentagem
inferior ao controle. Analisando a reacdo ao estimulo (Grafico 26B), notamos que o
grupo controle e hiperlipidico continuam a reagir ao estimulo e os animais do grupo

desnutrido ndo apresentaram alteragdes significativas.
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Figura 26. Resultados, em valores médios+tSDM, da porcentagem de células nucleadas espraiadas da cavidade
peritonial apés o periodo de 2 horas. Grafico A demonstra diferencas significativas entre os grupos C - Controle
(n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). Gréafico B apresenta as diferengas entre as células estimuladas
e néo estimuladas, dentro do mesmo grupo (+ = grupo estimulado). **Valores significativos para p<0,01. ***Valores
significativos para p<0,001. n representa numero de animais avaliados.



55

4.5.4 Avaliacao Producao de 6xido nitrico

Em condi¢cbes sem estimulo, as células dos animais de todos os grupos nao
apresentaram diferenca estatistica entre si, no entanto, os grupos controle e
hiperlipidico responderam ao estimulo de LPS (Gréafico 27A) e produziram mais Oxido
nitrico (248 + 14,3 uM/mL e 272 + 30,5 uM/mL) do que os nao estimulados (109 * 5,6
MM/mL e 113 + 4,9uM/mL). O grupo desnutrido ndo reagiu ao estimulo (115 + 5,2
MM/mL e 132 + 5,6 pM/mL). Apesar dos grupos nao estimulados apresentarem
producédo de o6xido nitrico semelhante, o Gréafico 27B mostra claramente que 0s grupos
estimulados apresentam diferencas representativas, sendo a producdo bem reduzida

no grupo desnutrido e maior no grupo hiperlipidico.
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Figura 27. Resultados, em valores médios+SDM, da Producéo de Oxido Nitrico apds 24 horas. Grafico A demonstra
diferencas significativas entre os grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). Grafico B
apresenta as diferencas entre as células estimuladas e ndo estimuladas, dentro do mesmo grupo (+ = grupo
estimulado). ***Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados.
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4.5.5 Avaliacdo Producao de Peroxido de Hidrogénio

Em condi¢des sem estimulo, as células dos animais de todos os grupos também
ndo apresentaram diferenca estatistica, mas ao serem estimulados com PMA as
células dos animais dos grupos controle e hiperlipidico aumentaram a producéo
(Gréfico 28A) e produziram mais peréxido de hidrogénio (17,4 + 0,3 pM/2x10° cél. e
19,7 + 0,2 pM/2x10° cél.) do que os ndo estimulados (11,1 + 0,1 uM/2x10° cél. e 11,9 +
0,2 uM/2x10° cél.). Os animais do grupo desnutrido ndo reagiram ao estimulo (10,2 +
0,2 UM/2x10° cél. e 11,2 + 0,1 pM/2x10° cél.). Apesar dos grupos ndo estimulados
apresentarem producdo semelhante de peréxido de hidrogénio, o Gréafico 28B
demonstra que os grupos estimulados apresentam diferengas representativas, sendo a
producéo reduzida no grupo desnutrido e maior no grupo hiperlipidico.
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Figura 28. Resultados, em valores médios+tSDM, da produgédo de Peréxido de Hidrogénio. Grafico A demonstra
diferengas significativas entre os grupos C - Controle (n=7), D - Desnutrido (n=6) e HL - Hiperlipidico (n=6). Gréfico B
apresenta as diferencas entre as células estimuladas e ndo estimuladas, dentro do mesmo grupo (+ = grupo
estimulado). ***Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados.
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4.5.6 Avaliacao da fagocitose e atividade fungicida

N&o encontramos diferencas significativas na fagocitose quando utilizamos
Candida albicans ndo opsonizada, nos tempos de 30, 60 e 90 minutos para 0S grupos
Controle (9,7 + 2,8%; 43,8 + 10,7%; 48,7 + 6,7%), Desnutrido (10,8 + 2,2%; 42,3 +
7,3%; 39,8 + 5,0%) e Hiperlipidico (10,5 + 1,2%;43,3 + 7,1%; 52,8 + 7,0%). No entanto,
no tempo de 120 minutos, o grupo Hiperlipidico (68,8 + 14,1%) apresentou um aumento
de fagocitose de Candida albicans ndo opsonizada em relagcdo ao Controle (50,4 +
4,0%) e Desnutrido (48,4 + 4,0%).

No entanto, apds opsonizacédo, os grupos Controle (28,2 + 4,1%; 73,7 + 7,5%;
85,8 £ 4,1%; 93.0 £ 4,0%) e Hiperlipidico (33,7 + 5,9%; 77,1 + 4,8%; 91,1 + 3,1%; 96,5
+ 2,4%) apresentaram aumento da fagocitose em relagdo as amostras ndo opsoniza-
das em todos os tempos, mas o Grupo Desnutrido (16,1 + 3,0%;40,7 + 4,3%; 45,7 +
2,4%; 80,8 + 9,4%) ndo teve um aumento significativo nos tempos 30, 60 e 90 minutos,

0 que ocorreu apenas no tempo 120 minutos, como mostra a Figura 29.
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Figura 29 — Resultados, em valores médiostSDM comparativos da fagocitose de células ndo opsonizadas e
opsonizadas dos grupos Controle (n=7), Desnutrido (n=7) e Hiperlipidico (n=7). *Valores significativos para p<0,05.
(+) representa os grupos opsonizados. n representa nimero de animais utilizados no experimento.
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ApoOs a analise entre 0os grupos opsonizados e ndo opsonizados, compararmos
os grupos Controle, Desnutrido e Hiperlipidico. E notamos que nos tempos 30, 60 e 90
minutos, o grupo Desnutrido tem sua fagocitose diminuida e os grupos Controle e
Hiperlipidico ndo apresentam diferenca significativa. No entanto, no tempo de 120
minutos ha uma semelhanca na atividade fagocitica entre os trés grupos analisados,

como mostra a Figura 30.
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Figura 30 — Resultados, em valores médiostSDM comparativos da fagocitose de células opsonizadas dos grupos
Controle (n=7), Desnutrido (n=7) e Hiperlipidico (n=7). *Valores significativos para p<0,05. (+) representa 0s grupos
opsonizados. n representa nimero de animais utilizados no experimento.
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A atividade fungicida, de modo semelhante, mostrou-se aumentada nos grupos
Controle e Hiperlipidico que fagocitaram Candida albicans opsonizada em relacdo aos
grupos gue fagocitaram Candida albicans ndo opsonizada em todos os tempos, mas o
grupo Desnutrido ndo teve diferenca significativa em relacdo a opsonizacdo em

nenhum dos tempos.
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Figura 31 — Resultados, em valores médios+tSDM comparativos da atividade fungicida de células opsonizadas e ndo
opsonizadas dos grupos Controle (n=7), Desnutrido (n=7) e Hiperlipidico (n=7). *Valores significativos para p<0,05.
(+) representa os grupos opsonizados. n representa nimero de animais utilizados no experimento.
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Figura 32 — Fotomicrografia representativa mostrando a fagocitose de fungos Candida albicans por macrofagos
peritoniais. A primeira foto mostra fungos vivos corados de modo baséfilo (setas) enquanto que a segunda foto
apresenta fungos fagocitados e mortos (setas), que ndo sdo corados. (Aumento de 1.000x). Colora¢do: May-

Grunwald modificado por Roselfeld, 1947.
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4.5.7 Producédo de citocinas em sobrenadante de cultura de macrofagos
peritoniais (TNFa, IL-13, IL-6, IL-10)

Fizemos a avaliacdo de TNFa, IL-18 e IL-10 no soro dos animais e nao foi
encontrada producéo significativa dessas citocinas. ldentificamos apenas a producéo
de IL-6 (Figura 36C).

A avaliagdo dessas quatro citocinas em sobrenadante de cultura de macréfagos
apos 2h de cultivo e notamos que ndo houve diferenca na producdo de TNFa e IL-1b
entre 0s grupos, no entanto a producédo de IL-10 mostrou-se elevada tanto no grupo
desnutrido estimulado como no grupo néo estimulado.

A avaliagcdo de citocinas em sobrenadante de cultura de macréfagos apos 24h
(Fig. 33) mostrou uma produgéo de TNFa semelhante entre controle e desnutrido, mas
elevada no grupo hiperlipidico. Quando estimulados, encontramos uma resposta ao
estimulo elevada no grupo controle, se assemelhando ao grupo hiperlipidico. No
entanto, o grupo desnutrido ndo responde ao estimulo.

A producéo de IL-1B ndo apresentou diferengas significativas entre os grupos,
mesmo entre os estimulados, apés cultura de 24h.

A producédo de IL-6 mostrou-se semelhante entre os grupos controle, desnutrido
e hiperlipidico. Quando estimulados, apresentaram resposta semelhante, sendo a
resposta do desnutrido levemente menor.

A producéo de IL-10 foi semelhante nos grupos controle e hiperlipidico e tiveram
um pegueno aumento ap6s o estimulo. No entanto, o grupo desnutrido mostrou niveis

elevados dessa citocina.
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Figura 33 — Resultados, em valores médios+tSDM, da concentracdo sérica de citocinas (TNFa, IL-1B3, IL-6 e IL-10)
em sobrenadante de cultura apds 24h dos grupos C - Controle (n=9), D - Desnutrido (n=9) e HL - Hiperlipidico (n=9);

C+, D+ e HL+ = grupos estimulados com LPS (1,25pg/mL) *Valores significativos para p<0,05. n representa niumero
de animais avaliados.
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4.5.7.1 Producéo de citocinas no tecido adiposo (TNFa, IL-1j3, IL-6, IL-10)

Fizemos também a avaliagdo de TNFa, IL-1f3, IL-6 e IL-10 no sobrenadante de
cultura de adipocitos dos animais apos 2h.

Os grupos Controle (23,23 £ 3,0 pg/mL), Desnutrido (15,04 = 2,8 pg/mL) e
Hiperlipidico (21,83 + 3,4 pg/mL) sem estimulo tiveram producdo semelhante de TNFa.
No entanto ao estimular os grupos, notamos que o grupo Hiperlipidico (44,13 £+ 2,9
pg/mL) teve um aumento da producdo dessa citocina em relacdo ao grupo nao
estimulado, enquanto que os grupos Controle (33,71 + 6,3 pg/mL) e Desnutrido (29,83
+ 3,9 pg/mL) n&o apresentaram diferenca significativa (Figura 34B).

A dosagem de IL-1B e ao compararmos 0s grupos nao estimulado e estimulado,
notamos que os grupos Controle (16,7 £ 2,3 pg/mL e 18,8 £ 0,91 pg/mL), Desnutrido
(11,5 + 2,1 pg/mL e 14,6 + 1,7 pg/mL) e Hiperlipidico (20,0 + 3,1 pg/mL e 24,7 £ 1,5
pg/mL) ndo apresentaram diferenca significativa apdés o estimulo. No entanto,
encontramos uma maior producdo de IL-18 no grupo Hiperlipidico estimulado, em
relagdo ao Controle e Desnutrido também estimulados (Figura 34B).

A dosagem de IL-6 mostrou resultados muito semelhantes entre os trés grupos,
nao sendo encontrado diferencas significativas entre os grupos nado estimulado e
estimulado do Controle (242,5 + 12,0 pg/mL e 278,0 £ 27,5 pg/mL), Desnutrido (229,0 +
19,2 pg/mL e 239,2 + 19,1 pg/mL) e Hiperlipidico (325,5 + 9,4 pg/mL e 340,3 = 5,2
pg/mL). A Unica diferenca foi encontrada entre o grupo Desnutrido estimulado e o grupo
Hiperlipidico igualmente estimulado (Figura 34C).

Por fim, realizamos a dosagem de IL-10, onde encontramos dados semelhantes
nos grupos nao estimulado e estimulado do Controle (67,25 + 15,7 pg/mL e 82,25 +
23,1 pg/mL) e Hiperlipidico (64,25 + 27,0 pg/mL e 85,50 + 25,2 pg/mL). Mas
encontramos um aumento dessa citocina nos grupos desnutrido ndo estimulado (133,0

+ 19,5 pg/mL) e estimulado (213,7 £ 24,1 pg/mL) conforme Figura 34D.
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Figura 34. Resultados, em valores médios+SDM, da concentracdo de citocinas (TNFa, IL-1f3, IL-6 e IL-10) em
cultura de adipdcitos apos 2h dos grupos C - Controle (n=9), D - Desnutrido (n=9) e HL - Hiperlipidico (n=9); C+, D+
e HL+ = grupos estimulados com LPS (1,25pg/mL) *Valores significativos para p<0,05. n representa numero de
animais avaliados.
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Figura 35. Resultados, em valores médios+SDM, da concentracdo de citocinas (TNFa, IL-1f3, IL-6 e IL-10) em
cultura de adipdcitos apds 24h dos grupos C - Controle (n=8), D - Desnutrido (n=8) e HL - Hiperlipidico (n=8); C+, D+
e HL+ = grupos estimulados com LPS (1,25pg/mL) *Valores significativos para p<0,05. n representa nimero de
animais avaliados.
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4.6 Producao de Adipocinas

Realizamos a dosagem das seguintes adipocinas no soro dos animais: Leptina,
Resistina, Adiponectina.

A leptina (Figura 36A) foi encontrada em niveis mais elevados no grupo
Hiperlipidico (8,4 £ 6,8 pg/mL) e em niveis mais reduzidos no grupo Desnutrido (2,9 +
1,6 pg/mL) em relagéo ao grupo Controle (5,8 £ 4,7 pg/mL).

A producédo de resistina (Figura 36B) ndo apresentou diferencas significativas
entre os grupos Controle (2184 + 861 pg/mL) e o grupo Desnutrido (1814 = 664 pg/mL),
no entanto apresentou uma maior producdo no grupo Hiperlipidico (3424 + 1811
pg/mL).

A adiponectina (Figura 36D), uma adipocina associada a acdo anti-inflamatoria,
foi encontrada em niveis mais elevados no grupo Desnutrido (18,9 + 6,6 ug/mL) e em
menor quantidade no gripo Hiperlipidico (8,8 + 2,1 ug/mL) em relacdo ao grupo
Controle (12,4 + 5,7 ug/mL).
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Figura 36. Resultados, em valores médios+SDM, da concentragdo sérica de adipocinas (Leptina, Resistina, IL-6 e
Adiponectina) no soro, dos grupos C - Controle (n=18), D - Desnutrido (n=19) e HL - Hiperlipidico (n=19); *Valores
significativos para p<0,05. n representa nimero de animais avaliados.



4.7 Producao de Proteina C reativa e MCP-1

A Proteina C reativa (Figura 33A) dosada no soro dos animais mostrou-se
significativamente aumentada (15,38 + 6,7 ng/mL) no grupo Hiperlipidico em relacdo ao

grupo Desnutrido (8,98 + 3,7 ng/mL) e ao grupo Controle (11,73 = 5,5 ng/mL).

A Proteina Quimiotatica dos Mondcitos (MCP-1) (Figura 33B) foi encontrada em
concentracbes semelhantes no soro dos animais de todos 0s grupos,

apresentando diferenca significativa entre os grupos Controle (40,9 = 17,7 pg/mL),

Desnutrido (39,8 + 30,0 pg/mL) e Hiperlipidico (43,8 + 39,5 pg/mL).
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5. DISCUSSAO

Alteracbes em componentes da dieta podem influenciar importantes mecanismos
de defesa frente a patdgenos. Neste trabalho comparamos, em modelo murino, o efeito
da dieta hipoprotéica e da dieta hiperlipidica tendo como controle uma racao
normoprotéica e normocalorica, sobre alguns aspectos da imunidade inata, incluindo-se
aqui a resposta do tecido hemopoiético, a fisiologia e parametros hematoldgicos. Com
a racao hiperlipidica tentamos induzir uma situacédo de obesidade, sendo que a racdo
utilizada apresenta teores adequados de nutrientes com excecdo do teor de lipidios
gue foi modificado acrescentando-se banha de porco (30% da composicédo da ragao)
em substituicdo a parte do amido de milho como fonte energética e, dessa maneira,
favorece o ganho de massa corporal. J4 a racdo hipoprotéica teve como finalidade
induzir uma situacao de desnutricdo e para tanto utilizamos uma racdo contendo 2% de
proteina, sendo que a racao normoprotéica contém 12% de caseina (REEVES et al.,
1993).

O camundongo Swiss webster € uma espécie ndo isogénica frequentemente
utilizado para caracterizar a diversidade imunoldgica dentro de uma populacdo. Foram
utlizados animais machos para evitar alterac6es hormonais caracteristicas de fémeas
durante o ciclo estral e que podem interferir no perfil hematol6gico. Usamos animais de
2 a 3 meses de vida por ja estarem em fase adulta e com sua maturidade
hematopoética concluida, evitando variaveis pela baixa ou avancada idade (FOCK,
2005; WU et al., 2013). O procedimento de inducéo utilizado em nosso trabalho tem
duracdo de cinco semanas (35 dias). Tracando um paralelo com humanos, este
periodo hum camundongo equivaleria, aproximadamente, a dois anos no periodo de
vida do ser humano (QUINN, 2005). Ou seja, o processo de inducédo a desnutricdo ou
de dieta hiperlipidica por 35 dias equivaleria a dois anos de altera¢des na dieta, sendo
0 nosso modelo considerado de cronico e grave.

E importante lembrar que ha diversos tipos de dietas hiperlipidicas. Alguns
pesquisadores tem utilizado a chamada “dieta de cafeteria” que contém uma
diversidade de alimentos caléricos, como biscoitos, balas, queijo, doces e chegam

inclusive a colocar acucar na agua. Essa dieta € bem mais palatavel e mais
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energética, o que leva a alteracbes metabdlicas mais pronunciadas que a nossa
dieta hiperlipidica, pois leva a hiperfagia. A comparagao entre a “dieta de cafeteria”
e a dieta utilizada nesse trabalho, com banha de porco, foi observada num grupo de
ratos Wistar de 7-8 semanas de vida durante 15 semanas. Ambas aumentaram a
adiposidade e a producdo de insulina, mas a intolerancia a insulina e acumulo de
gordura foram mais pronunciados no grupo submetido a dieta de cafeteria (SAMPEY
et al., 2011). O consumo de calorias foi 40% maior nos animais submetidos a “dieta
de cafeteria” enquanto que o outro grupo teve consumo calérico semelhante ao
controle.

Por apresentar uma dieta muito mais parecida com a utilizada atualmente por
grande parte da populacdo, com alimentos processados, ricos em gordura saturada,
gordura trans, acucar, sodio e poucas fibras, o estudo da dieta de cafeteria é
importante. No entanto, essa dieta apresenta uma variedade muito grande na
quantidade dos micro e macronutrientes, sendo dificil interpretar qual ou quais
nutrientes sdo agentes causais das alteracdes e se € a falta de micronutrientes ou
excesso de macronutrientes que esta ocasionando as alteracfes metabdlicas, por
isso optamos por ndo adota-la nesse trabalho.

O consumo de racdo, em nosso modelo, mostrou-se heterogéneo, com um
consumo discretamente maior dos animais do grupo desnutrido em relacdo ao controle.
Os camundongos jovens sdo capazes de se adaptar a desnutricdo cronica ocasionada
por restricdo moderada de proteinas (HUANG & FRAKER, 2003). Além de aumentar a
absorcdo de aminoéacidos provenientes da dieta, aumentam também a reabsorcao de
aminoacidos endogenos originarios do catabolismo protéico em consequéncia da
diminuicdo da proteina na racdo. Outra forma de adaptacdo também seria 0 aumento
do consumo de racao para compensar a falta de proteinas provenientes da dieta. Esse
mecanismo ocorre através de uma sinalizacao ocasionada pela reducao da ingestédo de
aminoacidos essenciais, 0 que leva o animal a aumentar a ingestdo de racdo para
tentar estabilizar a massa corpérea (WHITE et al., 2000) e equilibrar as necessidades
protéicas do animal (WEBSTER, 1993).

J& os animais do grupo hiperlipidico, em nosso modelo, apresentaram consumo

33% menor que o0s animais do grupo controle. Animais submetidos a dieta
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hiperlipidica apresentam tendéncia a diminuir a quantidade de racéo ingerida na
tentativa de controlar o ganho energético (CARMO, 2012). A diminuigcdo no consumo
de racao fez com que mudassemos a quantidade dos componentes da racao para
gue pudéssemos equiparar o consumo de nutrientes entre os grupos (BORGES,
2011; CARMO et al., 2013). A quantidade de nutrientes foi aumentada em 33% na
racao hiperlipidica (como demonstrado na Tabela 1) de modo a dar a cada animal a
mesma quantidade diaria de nutrientes em ambos os grupos. Ao final do
experimento, constatamos que a ingestdo caldrica apresentou-se semelhante, sem
diferenca significativa entre os trés grupos.

Nos animais do grupo hiperlipidico, ndo foi observado nenhum sintoma de
intoleréncia a racédo hiperlipidica, tais como fezes volumosas, mal cheirosas ou de
aspecto oleoso (ROBERTSON, 2013). Também n&o foi identificado mudanca de
comportamento nos animais dos diferentes grupos.

Ao final do periodo de cinco semanas, usado para inducdo a desnutricdo e a
obesidade, constatamos que o grupo desnutrido teve uma perda de peso de cerca
de 16% e o grupo hiperlipidico aumentou seu peso em 20% em relacdo ao primeiro
dia de dieta. A queda de peso do grupo desnutrido pode estar ligada ao fato do
musculo esquelético ser um importante reservatorio de proteinas, que sera
depletado quando ocorrer um déficit deste nutriente, reduzindo significativamente a
massa corporea (ALVES et al., 2008; MALAFAIA et al., 2010).

Alguns animais do grupo hiperlipidico ndo apresentaram um ganho de peso
tdo elevado em relacdo ao grupo controle, provavelmente pela menor ingestao de
racdo, no entanto, notamos significativo aumento da gordura depositada nos coxins
adiposos (retroperitonial e epididimal) indicando aumento na adiposidade central e
visceral, como demonstrado por outros trabalhos da literatura (DUARTE et al., 2006;
ESTADELLA et al.,, 2004). Isso se deve ao fato do animal estar consumindo uma
grande quantidade de gordura. Outro aspecto que também pode contribuir para o
aumento da gordura visceral seria 0 gasto energético ligado ao efeito térmico dos
alimentos. Este fator aponta o gasto energético dos processos de digestéao,
absorcdo e armazenamento dos nutrientes. Os lipidios apresentam eficiéncia de

utilizacdo de até 98%, enquanto que proteinas variam de 70 a 75% e os
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carboidratos entre 92 e 94% (HARIRI e THIBAULT, 2010). Apesar dos animais
consumirem quantidades semelhantes de calorias nos trés grupos, a composicéo das
racoes varia em relagcdo aos macronutrientes, o que resulta na diferenca da eficiéncia
de utilizacdo dessas calorias ingeridas. No entanto, os micronutrientes foram ajustados
para serem consumidos em quantidades semelhantes, para que ndo tivéssemos mais
variaveis que possam influenciar nos aspectos observados.

Com uma menor ingestdo de proteinas no grupo desnutrido constatamos,
como esperado, a reducdo de proteinas totais e albumina no soro. A albumina
sérica € uma das principais proteinas associadas ao estado nutricional. A queda na
concentracdo de albumina pode indicar uma diminuicdo na biossintese hepética
decorrente de um suprimento limitado de substrato protéico (CUPPARI, 2009). A
diminuicdo de albumina também pode estar relacionada a um quadro inflamatério,
visto que temos uma diminuicdo da producdo de albumina, para produzir proteinas
pré-inflamatérias, como a proteina C reativa, mas, nessa situacdo, ndo é
acompanhada de uma diminuicdo da quantidade de proteinas totais (HARIRI &
THIBAULT, 2010).

A dosagem de glicose e insulina plasméatica demonstrou niveis mais baixos nos
animais do grupo desnutrido e semelhante entre os animais dos grupos controle e
hiperlipidico. Acreditamos que essa hipoglicemia possa estar relacionada a reducao da
concentracdo seérica de insulina encontrada em animais desnutridos (OLIVEIRA et al.,
2011). Mas apesar do grupo hiperlipidico apresentar taxa glicémica e insulinica
semelhante ao controle, mostra uma reducdo da sensibilidade a este hormonio,
demonstrado pelo indice HOMA-IR (KOLEVA et al., 2013; RICCARDI et al., 2004).

O colesterol sérico apresentou-se significativamente elevado em animais do
grupo hiperlipidico em relacdo ao grupo controle e desnutrido. Isso se deve a
quantidade e qualidade de gordura ingerida diariamente. Dietas ricas em acidos
graxos saturados elevam o0s niveis séricos de colesterol total, aumentando a
incidéncia de dislipidemias e problemas cardiovasculares (DUVILLARD, 1997).

A formacéo de triacilglicerol esté ligada ndo s6é a quantidade de lipidios ingerida,
mas fundamentalmente a ingestdo de carboidratos complexos, como o amido. A racéo

hiperlipidica utilizada apresenta uma quantidade pequena de amido (19%) em relacéo



73

ao grupo controle (64%) e desnutrido (74%), isso pode explicar o fato de termos uma
diminuicdo dos depdsitos de triacilglicerol no grupo hiperlipidico, mesmo ingerindo uma
guantidade maior de lipidios. A reducao de triacilglicerol no grupo desnutrido pode estar
ligada a inibicdo da lipase lipoprotéica tecidual (FERNANDES & BEZERRA, 2006;
SILVA, 2006).

O grupo hiperlipidico apresentou, além do aumento de adiposidade visceral e
colesterol, uma maior producdo de proteina C reativa e MCP-1, citocinas pré-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNFa), adipocinas (leptina e resistina). As alteracdes
encontradas sdo compativeis com a Sindrome Metabdlica, observada em humanos
(BREMER & JIALAL, 2013; RICCARDI et al., 2004; ROMEO et al., 2013).

A proteina C reativa (PCR) € uma proteina de fase aguda, sendo produzida em
maior quantidade em momentos de inflamacdo. Sua regulacdo é realizada pelas
citocinas IL-1B, IL-6 e TNFa. Embora o figado seja a principal fonte de PCR, os
adipdcitos e as células endoteliais também a sintetizam. Seus niveis estdo aumentados
em resposta as infec¢des ativas ou ao processo inflamatério agudo (VOLP et al., 2008;
SANTOS et al.,, 2003). Estudos com ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica,
encontraram um aumento das concentracfes de proteina C reativa (CARMO, 2012).
Em nosso trabalho ndo encontramos diferenca entre os grupos controle e desnutrido,
mas h& aumento significativo de sua producdo nos animais submetidos a dietas
hiperlipidicas, o que poder caracterizar um processo inflamatério nesses animais. A
leptina e o TNFa, aumentados na obesidade, podem induzir a producdo de PCR
(PATEL et al., 2013; SILVEIRA et al.,, 2009), parametros estes que encontramos
elevados nos animais do grupo hiperlipidico em relagdo aos animais do grupo controle.

A MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) chamada Proteina Quimiotatica
de Mondcitos ou CCL1, é produzida por uma variedade de células, tais como
leucécitos, células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos, em resposta a
LDL oxidada e citocinas pro-inflamatorias, sendo, desse modo, também um produto da
reacdo inflamatoria. Ela € expressa e secretada no tecido adiposo e atua na
quimiotaxia de mondcitos e macréfagos para os sitios de inflamacéo, favorecendo a
infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo de individuos obesos (KANDA et al., 2006).

Uma vez ativados, os macréfagos secretam fatores inflamatérios como TNFa e IL-6,
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aumentando a resposta inflamatoéria e a resisténcia insulinica. Dessa forma, a MCP-1
contribui para resisténcia insulinica e diminuicdo da captacdo de glicose. Além disso, a
MCP-1 também estimula a secrecdo de leptina por mecanismos pos-transcricionais.
(GUSTAFSON, 2010; SARTIPY & LOSKUTOFF, 2003). Niveis aumentados de MCP-1
tém sido encontrados em pacientes hiperlipidémicos, visto que suas concentracdes
foram correlacionadas com o LDL-colesterol (VOLP et al., 2008).

O TNFa é uma citocina pré-inflamatéria que pode atuar na ativacdo de
neutrofilos, sintese de proteinas de fase aguda, estimulando a secrecdo de
guimiocinas, além de estimular a atividade microbicida, a producdo de IL-la e a
apoptose (OLEFSKY & GLASS, 2009). A producéo de TNFa foi avaliada em diversos
trabalhos de nosso grupo e foi constatado que se encontra diminuida em casos de
desnutricdo protéica (FOCK et al., 2007; CORTEZ et al., 2013; CRISMA, 2010). No
entanto, numa condicdo de consumo elevado de lipidios ha dados controversos, onde
encontramos estudos que apontam para o aumento dessa citocina (CORTEZ et al.,
2013; WARNE, 2003) e outros mostrando que ela ndo apresenta-se alterada (CARMO
et al., 2013; BORGES, 2011, JACOB et al., 2013).

Neste trabalho, ndo detectamos concentracdo sérica significativa de TNFa.
Contudo essa resposta difere quando avaliamos a producdo dessas citocinas em
sobrenadante de cultura de macréfagos peritoniais e de adipécitos. Enquanto o0s
animais desnutridos produzem menor quantidade de TNFa, as culturas celulares de
animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram valores significativamente
maiores.

O TNFa age no adip6cito regulando o acumulo de gordura, além de atuar em
processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o metabolismo de
lipidios (WARNE, 2003). JELLEMA e colaboradores (2004) apontam uma correlacdo
entre o TNFa e o IMC (indice de massa corporal), ou seja, a reducdo da massa
corporal estaria ligada a diminuicdo da concentracédo dessa citocina, o que explicaria no
fato de estar aumentada em obesos e diminuida em desnutridos. O aumento da lipélise
decorreria do estimulo proporcionado pelo TNFa na expressdo da enzima lipase
hormdénio sensivel, levando a diminuicdo da atividade da lipase lipoprotéica
(GUIMARAES et al., 1995).
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A IL-1p também € uma citocina pré-inflamatéria e age sinergicamente com o
TNFa na imunidade natural e na inflamacgéo. A producdo dessa citocina se da pela via
de sinalizacdo TLR4 que culmina na ativacdo do fator de transcricdo NF-kB. Suas
principais acfes bioldgicas sdo aumentar a expressdo de moléculas de superficie,
sintese de proteinas de fase aguda, producédo de plaquetas e neutrdfilos pela medula
0ssea (OLEFSKY & GLASS, 2009).

Neste trabalho ndo encontramos niveis séricos significativos de IL-18. No
entanto, ao avaliar o sobrenadante de cultura de macréfagos peritoniais encontramos
producdo, mas sem diferencas entre os grupos. Ao estudarmos a producdo dessa
citocina pelo tecido adiposo, encontramos uma menor producdo de IL-1B em
desnutridos e nos animais hiperlipidicos encontramos uma elevacdo da producao
dessa citocina, principalmente apds 24 horas. Acreditamos que a diminuicdo de IL-13
na desnutricdo se deva ao fato de apresentar uma menor ativacdo da via de transcricao
NF-kB (FOCK et al., 2007; CRISMA, 2010).

A IL-6 é uma citocina atuante tanto na imunidade natural como adquirida. Sua
producdo é estimulada pela presenca de microorganismos e também pelas citocinas
IL-18 e TNFa. A IL-6 estimula a producdo de proteinas de fase de fase aguda, bem
como a producao de leucécitos, como neutréfilos e linfécitos B, que se diferenciam para
producdo de anticorpos. No tecido adiposo esta presente em grande quantidade e
podem atuar, além da inflamacao, como agentes de lipolise (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006; TILG & MOSCHEN, 2006).

Encontramos producao significativa de IL-6 no plasma de maneira homogénea
em todos os grupos. No sobrenadante de cultura de macréfagos peritoniais
encontramos também producdo muito semelhante nos grupos nao estimulados. Apesar
disso, o desnutrido ndo respondeu ao estimulo, diferente do controle e hiperlipidico.
Acreditamos que esse comportamento pode ser decorrente de uma menor expressao
de IL-1B e TNFaq, produzidas em menor quantidade nos desnutridos (CRISMA, 2010;
FOCK et al., 2007).

Ao analisarmos a producédo de IL-6 no tecido adiposo, encontramos uma maior
producé@o no grupo hiperlipidico. Essa maior produgdo pode ser ligada ao fato dessa

citocina estar sendo produzida em maior quantidade pelo aumento de outras
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adipocinas, como a leptina, IL-13 e TNFa que estimulam sua producao (PATEL et al.,
2013; SILVEIRA et al., 2009).

A produgédo de IL-10 pode encontrar-se elevada em decorréncia de uma
desnutricdo protéica (CRISMA, 2010; HILLYER et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2007),
enquanto que em animais hiperlipidicos encontramos estudos que mostram uma queda
na producéo dessa citocina (BORGES, 2011) e outros que mostram que ela n&do estaria
alterada (CARMO et al., 2013). Nosso trabalho encontrou um aumento de IL-10 em
casos de desnutricdo e uma producdo normal nos animais hiperlipidicos. Como a
adiponectina esta elevada em casos de desnutricdo, ela eleva a producdo de IL-10
para potencializar o efeito anti-inflamatério (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; PRADO et
al., 2009; RODINA & SEVERIN, 2013; WOLF et al., 2004).

ApoOs avaliar a producdo de citocinas séricas e as produzidas por macrofagos
peritoniais, notamos que o grupo desnutrido apresenta uma queda de citocinas pro-
inflamatérias e aumento de IL-10 (citocina que inibe o eixo Thl da resposta imune
inespecifica), mas o grupo hiperlipidico ndo apresentou o aumento de citocinas
inflamatorias sistemicamente, apenas de proteina C reativa. Contudo, nos parece,
pelos resultados obtidos, que a dieta hiperlipidica leva a um processo inflamatorio
localizado em determinados tecidos.

O presente trabalho encontrou uma maior producdo de leptina em animais
hiperlipidicos o que é explicado pelo aumento da adiposidade. O alto consumo de
lipidios estimula a maior producéo de leptina. A menor producéo de leptina em animais
desnutridos pode estar ligada a diminuicéo do tecido adiposo, pois os teores circulantes
sdo proporcionais a massa adiposa (HALAAS et al., 1995). A leptina atua no sistema
imune estimulando a producdo de leucdcitos na medula éssea, aumentando a
producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNFa e IL-6, adesdo e fagocitose de
macrofagos, além de estimular a proliferacdo das células T, levando ao aumento da
competéncia imunoldgica (SILVEIRA et al., 2009; YOUSSEF et al., 2013). Estudos com
ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica, encontraram um aumento das
concentracOes de leptina (CARMO, 2012). Portanto os resultados encontrados no perfil

hematoldgico e de resposta inespecifica estdo coerentes com a maior producdo de
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leptina nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e menor producdo da mesma nos
animais desnutridos.

A adiponectina € uma adipocina regulatéria, atuando no aumento da expressao
de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, que possui efeito anti-inflamatério
(FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006). A adiponectina foi também associada a uma
supresséo da capacidade fagocitaria em macrofagos (WOLF et al., 2004). No entanto,
a producdo da adiponectina pode ser inibida pelo aumento de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6 e TNFa (ALVEZ, 2006; GUIMARAES et al., 2007; RODINA &
SEVERIN, 2013; TILG & MOSCHEN, 2006). Estudos de nosso grupo com ratos Wistar
nao encontraram diferencas significativas na producédo de adiponectina em relacédo a
grupo controle (BORGES, 2011; CARMO et al., 2013). No entanto, em nosso trabalho
encontramos uma producdo significativamente menor de adiponectina no grupo
hiperlipidico e um aumento dessa adipocina em animais desnutridos, o que corrobora o
aumento da producéo de IL-10 nos desnutridos, citocina regulada positivamente pelo
aumento da adiponectina (FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006; WOLF et al., 2004) e
demais resultados do perfil de resposta imune inata.

A resistina é uma adipocina expressa especificamente no tecido adiposo e sua
secrecdo esta fortemente relacionada a resisténcia a insulina, verificando-se aumento
nas concentracdes de resistina em animais obesos e diabéticos. Ha ainda evidéncias
de que a obesidade induzida por dietas hiperlipidicas estd associada a elevadas
concentragdbes circulantes de resistina. O envolvimento da resistina no processo
inflamatorio crénico, associado a obesidade, constitui hipétese alternativa capaz de
justificar a presenca dessa proteina (GUIMARAES et al., 2007).

O presente estudo encontrou producao de resistina semelhante entre os grupos
controle e desnutrido e um aumento no grupo hiperlipidico. Esse aumento seria ligado
ao fato de termos uma maior resisténcia a insulina, evidenciada pelo aumento do indice
HOMA-IR e pelo aumento da adiposidade, que estimula a producdo desta adipocina
(GUIMARAES et al., 2007; PATEL et al., 2013). A ativacéo do fator de transcricdo NF-
kB € fundamental para a resposta inflamatoria, promovendo a producdo de citocinas
como TNFa e IL-1B3, IL-6 e MCP-1. As alteragBes na producéo de citocinas observadas

no grupo desnutrido sugeriram comprometimento da via de sinalizacdo ativada por
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LPS. Estudos do nosso grupo encontraram uma menor expressao das proteinas dessa
via de sinalizacdo em desnutridos (CRISMA, 2010; LIMA et al., 2013; OLIVEIRA, 2013;
FOCK et al., 2010).

Corroborando o perfil pro-inflamatério dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica, esses animais apresentaram significativa neutrofilia em relacdo aos
demais grupos, o que pode ser explicado pela producdo de TNFa, IL-6 e IL-12, que
aumenta a expressdo de moléculas de adesdo endotelial, mediando a migracao de
neutréfilos (BOU GHOSN et al., 2010). Por outro lado, a leucopenia observada nos
animais desnutridos € reflexo, em parte das alteracbes medulares ja descritas na
literatura e pelo nosso grupo, onde se encontra hipoplasia medular, que ao nosso ver
esta relacionada a maior permanéncia das células tronco/progenitoras hemopoéticas
na fase GO/G1 do ciclo celular (NAKAJIMA, 2010) e alteracbes no processo autofagico
(BELTRAN, 2013) e na matriz extracelular (SILVA, 2012; VITURI et al., 2001; XAVIER
et al., 2007).

Esse quadro é confirmado pelos dados do mielograma dos animais utilizados
nesse modelo, que mostrou na contagem absoluta reducdo de praticamente todas as
linhagens dos animais do grupo desnutrido. No entanto ndo houve diferencas
significativas dos animais do grupo hiperlipidico em relagdo ao grupo controle,
demonstrando que a dieta hiperlipidica ndo alterou a producdo medular. Ao avaliar a
contagem relativa do mielograma, encontramos um aumento significativo das formas
jovens de granulécitos (promieldcitos, mielécitos e metamieldcitos), o que pode estar
associado a uma tentativa de aumentar a resposta inflamatéria (STRAUSS-AYALI et
al., 2007).

A adesdo de macrofagos foi prejudicada pela desnutricdo. Acreditamos que a
diminuicdo de proteinas especificas pode ser a causa dessa diminuicdo. A maior
adesdo de macrofagos, identificada em animais hiperlipidicos, pode ser explicada pela
acdo da leptina que estimula a adeséo (SILVEIRA et al., 2009) além da producéo de
citocinas inflamatérias que estimulam a atividade macrofagica (MILNER & BECK,
2012). No desnutrido a diminuicdo da capacidade adesiva deve-se a alteracbes da
atividade do macrofago (MARCO et al., 2003).
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Poucos estudos tém sido feitos em relacdo a adesdo e espraiamento de
macréfagos em desnutridos e obesos. Alguns trabalhos de nosso grupo mostraram que
em animais desnutridos ha uma reducdo do espraiamento de macrofagos (CRISMA,
2010, SOUZA et al., 2001). Em nosso trabalho, pudemos observar uma diminui¢cdo do
espraiamento de macréfagos em animais desnutridos, tanto no tempo de 2 horas
guanto em 24 horas. Também foi observado que o estimulo com LPS nao surtiu efeito
em nenhum dos tempos nas células oriundas de animais desnutridos. Essa reducéo de
atividade pode estar ligada ao comprometimento da atividade macrofagica,
caracterizada pela diminuicdo da producéo de citocinas estimuladoras da ativacdo dos
macrofagos, como IL-6 e TNFa (FOCK et al., 2007; RAMALHO & GUIMARAES, 2008).

O espraiamento em macrofagos de animais hiperlipidicos mostrou-se também
diminuido apds 2 horas, mas ndo apresentou alteracdes em relacdo ao controle apos
24 horas. Em todos os tempos, as células responderam ao estimulo, espraiando
significativamente.

A fagocitose é um processo de englobamento de particulas que excedam 1 pum.
Seu principal objetivo é a morte e/ou inativacdo dos patégenos (ADEREM &
UNDERHILL, 1999). A diminuicdo da fagocitose nas células dos animais desnutridos
pode estar relacionada com a menor producdo de citocinas proé-inflamatorias que
estimulam a ativacdo de macréfagos (GREENBERG & GRINSTEIN, 2002; REDMOND
et al., 2005; SOUZA et al., 2001). J4 o aumento da fagocitose nas células oriundas dos
animais do grupo hiperlipidico pode ser decorrente da amplificacdo da producdo de
citocinas proé-inflamatérias, que estimulam a ativacdo macrofagica (FLANNAGAN et al.,
2010; SILVEIRA et al., 2009).

Os processos fagociticos sdo acionados por um rearranjo finamente controlado
do citoesqueleto. Uma variedade de sinais pode convergir para reorganizar o
citoesqueleto de actina em um fagossoma. Avancos recentes demonstraram a
complexidade da sinalizagcdo fagocitica, tais como o envolvimento de lipidios
complexos e sinalizacdo na transducédo de sinais a partir de receptores fagociticos ao
citoesqueleto (MAY & MACHESKY, 2001).

A opsonizacdo € um mecanismo importante que visa aumentar a eficiéncia da

fagocitose, através da fixacdo do complemento ou de anticorpos (ADEREM &
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UNDERHILL, 1999). Neste trabalho pudemos ver claramente que a opsonizacao foi
fundamental para o aumento do processo fagocitico. Observamos que as células dos
animais que foram colocadas em contato com a Candida albicans ndo opsonizada néo
tiveram diferencas entre si, demonstrando que a desnutricdo e a obesidade nao
apresentam comprometimento do receptor de manose, responsavel pelo
reconhecimento de fungos pelos macréfagos (PRESTES-CARNEIRO et al., 2006). Ja
nos grupos cujas células foram colocadas em contato com a Candida albicans
opsonizada, encontramos aumento significativo da atividade fagocitica nos grupos
controle e hiperlipidico, mas ndo no grupo desnutrido, que permanece com a atividade
fagocitica baixa, 0 que pode caracterizar uma alteragdo no sistema complemento, visto
ser ele o responsavel pelo reconhecimento do fungo (GREENBERG & GRINSTEIN,
2002).

A atividade fungicida encontra-se diminuida no grupo desnutrido. Isso pode ser
decorrente da diminuicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
fundamentais para este processo (BORELLI & NARDINELLI, 2001; FOCK et al., 2007;
REDMOND et al., 2005). O grupo hiperlipidico apresentou um aumento na atividade
fungicida. Como temos uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio nos hiperlipidicos, isso pode potencializar o processo fungicida.

O Oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio fundamental para
varias atividades metabdlicas, como vasorrelaxamento, citotoxicidade mediada por
macrofagos, inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacao plaquetaria, regulacdo da
pressdo sanguinea basal, entre outras (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; DUSSE et al.,
2003). Estudos tem demonstrado que a deficiéncia de proteinas ou de nutrientes
especificos levam a reducdo da producdo de Oxido nitrico (ANSTEAD et al., 2003;
FOCK et al., 2003; REDMOND et al., 2005). Nosso estudo mostrou que 0s animais
desnutridos tiveram diminui¢do na producao de 6xido nitrico. Esse resultado pode ser
devido a menor disponibilidade de arginina (Tabela 5), substrato fundamental para a
producéo do 6xido nitrico (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002) ou ainda de altera¢des no
sistema enzimatico de iINOS (PETRI et al., 2010). Em animais submetidos a dieta

hiperlipidica, encontramos uma maior produgdo de 6xido nitrico, dado ligado & maior
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ativacdo macrofagica decorrente de estimulos como MCP-1 (KANDA et al., 2006;
MILNER & BECK, 2012).

O peroxido de hidrogénio (H.0O,) € uma espécie reativa de oxigénio fundamental
na lise dos microorganismos fagocitados, oxidando a membrana da célula para formar
pontes dissulfeto entre os aminoacidos cisteina de diversas proteinas estruturais da
bactéria, levando a morte da mesma (ALMEIDA et al., 2005). Em nosso trabalho,
encontramos uma menor producdo de peroxido de hidrogénio em culturas de 2 horas
de macrofagos peritoniais de animais desnutridos (BORELLI & NARDINELLI, 2001;
CRISMA, 2010). Ao estimular os macréfagos em cultura, com PMA (phorbol-miristato-
acetato), notamos que o0s animais do grupo desnutrido foram os Unicos a nao
responder ao estimulo. Esse pode ser um resultado da deficiéncia de proteinas que
gera alteracdes no sistema enzimatico que desencadeia o estresse oxidativo, através
do NADPH oxidase (PAIXAO E SILVA et al., 2011; PETRI et al., 2010; REDMOND et
al., 2005).

Em relacdo aos animais hiperlipidicos, encontramos uma maior producédo de
peréxido de hidrogénio (apds 2 horas) em sobrenadante de cultura de macrofagos, o
gue pode ser explicado pela maior ativacdo de macréfagos por citocinas proé-
inflamatérias, estimulando a atividade fagocitica e consequente atividade bactericida ou
fungicida, através das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006; MATSUDA & SHIMOMURA, 2013; MILNER & BECK, 2012).

Os dados encontrados ao longo do estudo e realizacdo desse trabalho
evidenciaram que os animais desnutridos apresentam comprometimento da resposta
imune. Os animais submetidos a dieta hiperlipidica apresentam aumento da atividade
macrofagica com quadro inflamatério semelhante a sindrome metabdlica. Esses dados

estdo de acordo com a literatura.
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6. CONCLUSAO

A desnutricdo proteica prejudica a resposta imune inata, diminuindo a
guantidade e funcionalidade de macrofagos, que passam a responder de maneira
deficiente a ativacdo e producdo de substancias. No modelo murino com dieta
hiperlipidica, ndo observamos alteracdes qualitativas e quantitativas na producédo de
células sanguineas, verificando aumento do tecido adiposo visceral e a presenca de
um processo inflamatério desses tecidos, com elevacao da atividade macrofagica e

repercussoes sistémicas similares a sindrome metabdlica.
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