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RESUMO 

 

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, mostramos que camundongos com 

obesidade e infectados com L. major apresentam lesão mais ulcerada do que 

camundongos magros após 8 semanas de infecção, e seus macrófagos peritoneais 

são mais susceptíveis à infecção in vitro. Para esclarecer os achados iniciais, neste 

presente estudo, tivemos como objetivo investigar o efeito da obesidade na resposta 

imune de macrófagos à infecção por Leishmania major em camundongos C57BL/6. 

Primeiramente, comparamos macrófagos derivados da medula óssea de 

camundongos controle e com obesidade, e infectados in vitro sob diferentes 

estímulos. Os macrófagos derivados de camundongos com obesidade infectados com 

L. major apresentaram maior índice de infecção, produziram menos óxido nítrico e 

apresentaram maior atividade de arginase em comparação com macrófagos 

derivados de animais magros. Também observamos que os macrófagos de 

camundongos com obesidade foram mais permissivos à infecção por L. major quando 

estimulados para a diferenciação dos perfis M1 ou M2. Para avaliar a participação dos 

macrófagos in vivo e a resposta imune inata, camundongos com ou sem obesidade 

foram submetidos à infecção intradérmica com 2x105 L. major metacíclicas. 

Camundongos com obesidade apresentaram lesões mais graves e com maior carga 

parasitária até 98 dias de infecção. A análise por citometria de fluxo de células na 

orelha revelou que camundongos com obesidade apresentaram uma frequência 

menor de neutrófilos nos estágios iniciais da infecção. Após 8 semanas, quando a 

lesão do obeso é mais significativa, esses animais apresentaram maior frequência de 

macrófagos residentes CD206+. O amento de macrófagos residentes ocorre em 

relação a monócitos, células dendríticas e macrófagos CD11c+ quando comparado 

aos camundongos saudáveis. Além disso, observamos que camundongos com 

obesidade apresentaram maior frequência de macrófagos CD206+ no baço, fígado e 

tecido adiposo, independentemente da infecção. Na orelha, esse aumento se dá 

exclusivamente com a presença do parasito. Por fim, mostramos que animais CCR2-

/-, os quais possuem basicamente macrófagos residentes na lesão, apresentam um 

perfil de lesão mais grave quando comparado aos controles C57BL/6, e a obesidade 

potencializa a severidade da lesão nessa linhagem. Portanto, os macrófagos de 

medula derivados de C57BL/6 com obesidade possuem uma resposta inflamatória 



 
 

 
 

prejudicada permitindo maior sobrevivência de L. major. Além disso, nossos dados 

sugerem que a obesidade pode prejudicar a resposta imune à L. major sendo que o 

aumento da frequência de macrófagos CD206+ na orelha é condizente com um 

prognóstico mais grave da infecção. 

Palavras-chave: Obesidade, infecção, Leishmania major, macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

In previous studies conducted by our group, we showed that mice with obesity and 

infected with L. major had more ulcerated lesions compared to lean mice after eight 

weeks of infection. Additionally, their peritoneal macrophages were more susceptible 

to infection in vitro. In this present study, we aimed to investigate the effect of obesity 

on the immune response of macrophages to L. major infection in C57BL/6 mice. Firstly, 

we compared macrophages derived from the bone marrow of control and obese mice 

that were infected in vitro under different stimuli. Macrophages from obese mice 

infected with L. major showed a higher infection index, produced less nitric oxide and 

presented a higher arginase activity compared to macrophages from lean animals. We 

also observed that macrophages from obese mice were more permissive to L. major 

infection when stimulated to differentiate into M1 or M2 profiles. To evaluate the 

participation of macrophages in vivo and the innate immune response, mice with or 

without obesity were subjected to intradermal infection with 2x105 L. major metacyclic. 

Obese mice had more severe lesions and higher parasitic burden up to 98 days after 

infection. Flow cytometry analysis of cells in the ear revealed that obese mice had a 

lower frequency of neutrophils in the early stages of infection. After 8 weeks, when the 

lesion in obese mice was more severe, these animals presented a higher frequency of 

resident CD206+ macrophages. The increase in resident macrophages occurred in 

relation to monocytes, dendritic cells, and CD11c+ macrophages when compared to 

healthy mice. Additionally, we observed that obese mice had a higher frequency of 

CD206+ macrophages in the spleen, liver, and adipose tissue, regardless of infection. 

In the ear, this increase happens only in the presence of the parasite. Finally, we 

demonstrated that CCR2-/- animals, which mainly have resident macrophages in the 

lesion, had a more severe lesion when compared to C57BL/6 controls, and obesity 

potentialized the severity of the lesion. Therefore, bone marrow-derived macrophages 

from C57BL/6 mice with obesity have an impaired inflammatory response, allowing for 

greater L. major survival. Furthermore, our data suggest that obesity may impair the 

immune response to L. major. The increase in CD206+ macrophage frequency in the 

ear is consistent with a more severe prognosis of infection. 

Keywords: Obesity, infection, Leishmania major, macrophages 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Alterações Imunes associadas à Obesidade 

 

A obesidade é definida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

qualquer acúmulo anormal ou excessivo de gordura que pode ser prejudicial à saúde 

(WHO, 2022a). De forma objetiva, em humanos também é diagnosticada como índice 

de massa corporal (IMC) superior a 30kg/m2 (WHO, 2023). Porém, o que de fato define 

o excesso de peso como prejudicial à saúde são as alterações imuno-metabólicas 

decorrentes dessa condição, a qual afeta drasticamente a homeostasia corporal. O 

aumento de gordura está associado ao aumento da resistência à insulina e da 

glicemia, e à produção desbalanceada de citocinas, quimiocinas e hormônios 

(Kusminski et al., 2016). Juntos, estes fatores contribuem para o surgimento de 

doenças cardiovasculares, câncer, diabetes tipo 2 e outras doenças crônicas, além de 

predispor os indivíduos a doenças infecciosas. 

O Brasil figura entre os 5 países com maior número de pessoas obesas no 

mundo (Di Cesare et al., 2016). O crescimento acentuado da obesidade é reflexo de 

uma mudança de hábitos alimentares e do estilo de vida da população, onde o 

sedentarismo é prevalente, e o consumo de alimentos industrializados ricos em açúcar 

e gorduras saturadas sobrepõe uma alimentação e estilo de vida saudáveis (Popkin 

et al., 2012). De modo geral, o balanço entre o consumo e o gasto calórico é fator 

determinante para a progressão da obesidade, porém, a etiologia da doença é 

complexa e envolve fatores socioeconômicos, psicológicos, genéticos, dentre outros 

(Blüher, 2019). 

As síndromes associadas a obesidade têm impacto relevante na taxa mundial 

de mortalidade. Doenças cardiovasculares, câncer e diabetes tipo 2 correspondem a 

mais de 70% das mortes precoces no mundo (WHO, 2022b). Diversos distúrbios 

metabólicos e inflamatórios também são associados ao excesso de peso como a 

hipertensão, síndrome metabólica, doenças respiratórias, esteatose hepática, 

síndrome do ovário policístico, infertilidade, dislipidemias, neoplasias, acidente 

vascular cerebral, dentre outras (Van Gaal et al., 2006). Além do mais, a obesidade é 

fator de risco para diversas infecções microbianas a está associada à diminuição da 

resposta imune e a falha de vacinas (Painter et al., 2015; Vermund et al., 2021). A 
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obesidade é considerada uma pandemia global e está associada com a diminuição na 

expectativa de vida, estimada em 5 a 20 anos (Fontaine et al., 2003). 

A expansão do tecido adiposo é fator preponderante para determinar a 

obesidade. Em homeostasia, este órgão é responsável pela absorção de lipídios, além 

de ser importante fonte produtora de inúmeros hormônios e citocinas que 

genericamente são denominadas de adipocinas (Fonseca-Alaniz et al., 2007). O 

tecido adiposo é composto por adipócitos, células estromais e células do sistema 

imune. A grande maioria são células do sistema imune inato, sendo que os 

macrófagos correspondem a mais de 30% dessas células (LaMarche et al., 2018). No 

tecido adiposo saudável, as células contribuem para a secreção das adipocinas, e 

citocinas como a interleucina-10 (IL-10) e o TGF-beta,  que auxiliam no controle da 

homeostase do órgão, e fornece suporte para as funções vitais do tecido, atuando 

também na endocitose de metabólitos e na fagocitose de células mortas (Wynn et al., 

2013). 

Com a obesidade, o equilíbrio do organismo é afetado. Os adipócitos podem 

se expandir tanto em tamanho quanto numericamente, tornando-se menos funcionais, 

impactando o remodelamento da matriz extracelular e alterando o perfil de 

substâncias secretadas. Essas respostas exigem que o tecido adiposo reaja 

dinamicamente as alterações do microambiente, em um processo geralmente referido 

como remodelamento do tecido (Wernstedt Asterholm et al., 2014). Devido aos limites 

no armazenamento de gordura dos adipócitos, eles podem sofrer respostas crônicas 

de estresse e maior taxa de apoptose durante a obesidade, o que leva à inflamação 

local, com repercussões sistêmicas.  

Os primeiros estudos que mostraram que de fato a obesidade é capaz de 

modificar o sistema imune foram realizados na década de 90, onde foi demonstrado 

que a expressão de TNF-alfa é aumentada no tecido adiposo em diversos modelos 

experimentais de obesidade em camundongo (Hotamisligil et al., 1993). Essa citocina 

é capaz de ativar vias relacionadas com a inflamação, dentre elas, a do fator de 

transcrição NF-κB, o qual estimula a diferenciação de macrófagos inflamatórios e 

posteriormente de células T helper do tipo 1 (Th1) (Schutze et al., 1992). O conceito 

de inflamação crônica de baixa intensidade tornou-se relevante e muitos outros 

estudos corroboraram essa tese (Gregor and Hotamisligil, 2011). Foi mostrado que a 

expansão de adipócitos, acompanha-se de uma vascularização ineficaz do tecido, 
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resultando em redução no aporte de oxigênio para as células e maior expressão do 

fator de transcrição sensor de hipóxia HIF1α (He et al., 2011). Além disso, a obesidade 

é capaz de aumentar a produção de hormônios como a leptina e resistina, e citocinas 

inflamatórias de maneira geral, como IL-2, IL-6 e IL-17 em detrimento a produção de 

adiponectinas (Prado et al., 2009; Endo et al., 2015).  

Com a expansão do tecido adiposo seguido da secreção de quimiocinas, os 

neutrófilos são atraídos e pavimentam o caminho para o recrutamento de monócitos 

que futuramente poderão se diferenciar em macrófagos de acordo com os estímulos 

do microambiente local (Talukdar et al., 2012). A infiltração de linfócitos TCD8+ no 

tecido adiposo também ocorre durante a obesidade, e precede o acúmulo de 

macrófagos que aumentam em resposta aos níveis aumentados de ácidos graxos 

livres (FFA), de glicose e da apoptose de adipócitos (Nishimura et al., 2009). Todos 

esses eventos contribuem para a produção desbalanceada de citocinas e liberação 

de proteínas, como a quimiotática de monócitos 1 (MCP-1/CCL2), criando um ciclo de 

recrutamento celular contínuo. A teoria mais aceita, é que macrófagos do tecido 

adiposo de indivíduos saudáveis apresentem um perfil anti-inflamatório e a obesidade 

induz uma alteração fenotípica dessas células para um perfil pró-inflamatório (Lumeng 

et al., 2007a).  

Além do tecido adiposo, a mucosa intestinal também é bastante afetada. Em 

pessoas com obesidade ocorre alteração na microbiota e diminuição da expressão de 

moléculas do complexo das tight-junctions, como a zonulina, levando a maior 

extravasamento de metabólitos e endotoxinas para a corrente sanguínea (Winer et al., 

2016). O extravasamento de LPS, FFA e de metabólitos podem ativar receptores 

relacionados a inflamação, mais notoriamente o receptor de TNF, o qual possui 

componentes da via de sinalização semelhantes ao receptor da insulina (Baker et al., 

2011). O TNF-alfa atua inibindo a expressão celular de GLUT4, o qual implica em 

aumento da glicemia e na concentração elevada de FFA no sangue, fatores 

fundamentais para levar a resistência à insulina e gerar alterações sistêmicas no 

indivíduo (Baker et al., 2011). 

Além das doenças crônicas, a obesidade também é um fator de risco bem 

estabelecido para diversas doenças infecciosas (Karlsson and Beck, 2010), porém, os 

mecanismos pelos quais a obesidade aumenta o risco de infecções são complexos e 

multifatoriais. No entanto, há um crescente corpo de evidências indicando que a 
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disfunção imunológica associada à obesidade desempenha um papel crucial nessa 

relação. Em particular, o estado crônico de inflamação, pode perturbar o equilíbrio do 

sistema imune e torná-lo menos eficiente no controle da infecção e na resolução da 

inflamação. Além disso, o acúmulo de tecido adiposo também pode levar a alterações 

na distribuição e função fenotípica de células T e macrófagos, exacerbando ainda 

mais a disfunção imune. Isso destaca a importância de se estudar a relação entre 

obesidade e outras doenças, como as infecciosas.  

1.2 Obesidade e Infecções 

  

A obesidade está associada à ruptura da homeostase, que pode afetar 

negativamente a capacidade do organismo em montar uma resposta imune eficaz 

contra agentes infecciosos, como bactérias, vírus e parasitas (Torres et al., 2018). Os 

mecanismos pelos quais a obesidade afeta a resposta imune referente aos patógenos 

ainda não estão totalmente elucidados. 

Durante a pandemia de Covid-19, ficou claro que o excesso de peso é um 

importante fator de risco para a progressão de complicações graves da doença, como 

a síndrome respiratória aguda e tempestade de citocinas (Stefan et al., 2020; 

Simonnet et al., 2020). De fato, já foi relatado que a obesidade é capaz de exacerbar 

a tempestade de citocinas em outras infecções (Ramos Muniz et al., 2018), além de 

resultar em um maior infiltrado inflamatório, e redução da capacidade fagocítica de 

macrófagos nas vias aéreas com recíproco dano tecidual em modelo agudo de 

infecção pulmonar (De Maia et al., 2019). 

Antes mesmo da pandemia de COVID-19, a obesidade já havia sido 

estabelecida como um importante fator de risco para o desenvolvimento de 

complicações e associada a maior taxa de mortalidade por Influenza em humanos 

(Louie et al., 2011; Nave et al., 2011). Além disso, a obesidade é um preditor 

conhecido associado a falha e redução da resposta vacinal. Já foi relatado que 

indivíduos com obesidade ou com sobrepeso vacinados contra influenza podem 

apresentar diminuição da ativação de células T CD4 e TCD8, além de menor produção 

de anticorpos (Sheridan et al., 2012). 

Camundongos com obesidade infectados com H1N1, também apresentaram 

maior taxa de mortalidade, com diminuição na secreção dos níveis de importantes 

citocinas antivirais, como IFN-alfa e IFN-beta, e redução concomitante na 
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citotoxicidade de células NK, as quais são essenciais para o controle da infecção pelo 

H1N1 (Karlsson et al., 2010).  

O perfil inflamatório sistêmico da obesidade também pode potencializar os 

efeitos inflamatórios da sepse. Estudos com camundongos mostraram que os animais 

com obesidade apresentaram respostas inflamatórias microvasculares exageradas 

que incluem a ativação de células endoteliais e produção elevada de TNF-alfa (Scott 

et al., 2005; Vachharajani et al., 2005). Já em humanos, em uma ampla meta-análise 

envolvendo mais de 30 milhões de indivíduos, foi evidenciado que indivíduos com IMC 

superior a 30 tem maior risco de sepse pós-operatória. Além disso, a presença de 

comorbidades, como diabetes tipo 2 aumentam ainda mais esse risco (Plaeke et al., 

2020). 

A relação entre a obesidade e doenças infecciosas é complexa e pouco 

explorada na literatura. Ainda mais obscuro são as relações entre obesidade e 

infecções causadas por protozoários. Doenças infecto-parasitárias acometem milhões 

de pessoas no mundo e normalmente são classificadas como doenças 

negligenciadas. Estas são infecções que persistem ao longo dos anos principalmente 

em países tropicais e com o crescimento na incidência global de obesidade, cada vez 

mais torna-se relevante o estudo da relação entre as duas condições.  

Apesar de poucos estudos, já é descrito que o Trypanosoma cruzi é capaz de 

infectar e persistir no interior dos adipócitos (Versiani et al., 2011). O tecido adiposo 

pode ser considerado um local privilegiado para o parasito, já que trata-se de um 

importante reservatório energético, que pode fornecer FFAs e lipídeos ao protozoário, 

possibilitando seu crescimento (Tanowitz et al., 2017). As infecções por protozoários 

também podem causar efeitos sistêmicos no organismo, pois atuam modulando vias 

metabólicas do hospedeiro, como a via do metabolismo de lipídios e glicose. A 

infecção aguda pelo T. cruzi pode induzir a lipólise na célula, sendo crucial para a 

sobrevivência do parasito (Nagajyothi et al., 2012). 

O grupo de Herbert Tanowitz foi pioneiro ao estudar os efeitos da obesidade na 

resposta imune durante a infecção aguda em modelo de doença de Chagas. Eles 

mostraram que camundongos knockouts para o receptor da leptina (db/db) 

apresentam alterações adversas durante a infecção pelo T. cruzi, caracterizadas por 

aumento da carga parasitária e grave reação inflamatória no coração devido ao 

aumento nos níveis de IL-6 e TNF-α (Nagajyothi et al., 2010). Curiosamente, utilizando 
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dieta rica em gordura para induzir a obesidade e diabetes tipo 2, eles observaram 

resultados diferentes. Animais com obesidade apresentaram redução da mortalidade, 

menor parasitemia, redução na carga parasitária miocárdica e dano miocárdico menos 

grave durante a infecção (Nagajyothi et al., 2014). No caso, o estudo sugere que a 

obesidade induzida por dieta representa uma “obesidade mais fisiológica” que leva à 

expansão dos adipócitos, um excelente sítio para a infecção por T. cruzi. Sendo assim, 

argumenta-se que o tecido adiposo sequestre parasitos que, em outra situação, iriam 

para o coração. Já, em estudo utilizando um modelo de obesidade induzida em 

camundongos neonatos através de injeções de glutamato monossódico, observou-se 

que camundongos com obesidade infectados com Plasmodium berghei ANKA 

apresentaram dano cerebral grave devido ao aumento da produção das citocinas 

relacionadas à resposta Th1, como IL-12 e IFN-gama no encéfalo (de Carvalho et al., 

2015). Outro fator interessante é a habilidade do Plasmodium sp. de percepção dos 

nutrientes disponíveis no ambiente. Em modelo de interrupção aguda e transitória de 

uma dieta rica em carboidratos para uma dieta hiper lipídica, os parasitos se 

reproduzem menos, resultando em menor dano hepático ao hospedeiro (Zuzarte-Luís 

et al., 2017). Portanto, da mesma forma que o sistema imune sofre impacto com a 

hiperglicemia e os estímulos da obesidade, o parasito também tem sua expressão 

gênica alterada frente aos metabólitos disponíveis.  

As leishmanioses são um espectro de doenças que também podem ter o 

controle comprometido pela obesidade. Nosso grupo mostrou que obesidade induzida 

por dieta compromete a resistência de camundongos à leishmaniose visceral. Os 

animais alimentados com uma dieta rica em lipídios e carboidratos foram mais 

suscetíveis à doença, com aumento da carga parasitária visceral, dano tecidual 

hepático e maior inflamação caracterizada pela elevada produção sistêmica de TNF-

alfa, IL-6 e IFN-gama durante a infecção por L. chagasi (Sarnáglia et al., 2016). A 

leishmaniose visceral também altera o metabolismo lipídico do hospedeiro. Similar a 

obesidade, o elevado nível de ácido graxo no sangue durante a infecção por L. 

infantum sinaliza para formação de corpos lipídicos que podem ser utilizadas como 

reserva energética para a replicação do parasito (Martínez and Ruiz, 2019).  

Nosso grupo também mostrou que a obesidade é um agravante para a 

leishmaniose cutânea, causada por L. major. Neste modelo, é esperado que os 

animais C57BL/6 curam-se espontaneamente, porém, os animais com obesidade 
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apresentaram lesões mais severas e uma carga parasitária maior ao final de 8 

semanas de infecção. Os resultados ainda revelaram que em cultura de linfonodos 

drenantes à infecção houve maior produção de IL-17. Também, constatamos que 

macrófagos peritoneais de animais com obesidade infectados in vitro são menos 

eficientes no controle do parasito. Esses resultados sugeriram que essas células são 

ineficazes no controle do parasito por apresentam um comportamento duplo, com 

expressão aumentada da arginase e maior produção de óxido nítrico (Martins et al., 

2020).  

Por fim, estudos recentes feitos em humanos hiperglicêmicos e obesos 

relataram uma  piora na resposta terapêutica em indivíduos com leishmaniose visceral 

(Lago et al., 2021). Outros trabalhos também relataram um prolongamento do tempo 

de resolução da lesão e a diminuição da resposta inflamatória de macrófagos frente a 

infecção por L. brasiliensis e L. amazonenses (Bonyek-Silva et al., 2020; Silva et al., 

2021b). 

Portanto, torna-se interessante compreender a correlação existente entre a 

obesidade e leishmaniose, no que se refere ao comprometimento da resposta imune 

ao parasito. 

1.3 Leishmanioses 
 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças infecto-parasitárias 

causadas por organismos unicelulares pertencentes ao reino Protista, da ordem 

Kinetoplastida, família Tripanosomatidae e ao gênero Leishmania.  O vetor dos 

parasitos são insetos da subfamília Phlebotominae, na qual apenas flebotomíneos 

fêmeas são capazes de transmitir a doença (Bates and Rogers, 2004). Os parasitos 

são hospedeiros intracelulares obrigatórios que se desenvolvem em células do 

sistema fagocitário, principalmente em monócitos e macrófagos (Alvar et al., 2012). 

São consideradas doenças tropicais negligenciadas sendo endêmicas principalmente 

de regiões subtropicais. Ainda se estima que cerca de 1 milhão de novos casos 

ocorrem todo ano e aproximadamente 10 milhões de pessoas estão infectadas com 

alguma espécie do parasito (Alvar et al., 2012). No Brasil, acontecem cerca de 25.000 

novos casos de leishmaniose cutânea e 3.500 casos de leishmaniose visceral todos 

os anos (WHO, 2022c). 
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Os parasitos do gênero Leishmania são digenéticos, ou seja, completam o seu 

ciclo de vida passando por dois hospedeiros. Os vetores adquirem o parasito quando 

se alimentam dos hospedeiros ou reservatórios que já estão contaminados. Os insetos 

se contaminam com as formas amastigotas que não possuem flagelo, são 

arredondadas, isentas de movimento e se localizam no tecido do mamífero ou nas 

células do sistema polimorfonuclear (Sacks and Noben-Trauth, 2002). Já no intestino 

do vetor, as formas amastigotas se diferenciam para formas promastigotas que são 

flageladas, alongadas e móveis. Ainda no aparelho intestinal dos flebotomíneos, em 

um processo denominado metaciclogênese, o parasito passa por mais um estágio de 

diferenciação, assumindo a forma infectante, a qual é transmitida para o hospedeiro 

vertebrado quando fêmeas do inseto realizam o repasto sanguíneo (Reiner and 

Locksley, 1995). No tecido do hospedeiro mamífero, as formas promastigotas são 

fagocitadas ou infectam ativamente, principalmente neutrófilos, monócitos e 

macrófagos. No interior da célula os parasitos assumem novamente a forma 

amastigota, completando o seu ciclo. Dentro das células do sistema fagocitário, mais 

especificamente em compartimentos denominados fagolissosomas, as amastigotas 

se dividem e em determinado momento podem se disseminar (Moradin and 

Descoteaux, 2012). 

A leishmaniose cutânea é a forma mais prevalente da doença. O espectro das 

lesões varia desde lesões individuais, restritas a área da picada, até lesões cutâneas 

disseminadas, as quais se espalham pelo corpo (Carvalho et al., 1994). Outro tipo de 

lesão são as que acometem regiões da mucosa do corpo, definidas como 

leishmaniose mucocutânea. A leishmaniose cutânea pode ser transmitida por várias 

espécies de leishmania, mas destacam-se, a L. major, L. amazonensis, L. mexicana 

e L. braziliensis.   

O modelo de infecção da leishmaniose cutânea, mais especificamente a 

transmitida pela L. major, foi essencial para várias descobertas na ciência. Trata-se 

de um modelo que retrata bem a dicotomia das repostas Th1/Th2 em C57BL/6 e 

BALB/c respectivamente, sendo que, a partir dele, muitas descobertas emergiram na 

imunologia (Mosmann et al., 1986). Com esse modelo, foi descrito que em C57BL/6 

as células dendríticas (DCs) em contato com o parasito produzem principalmente IL-

12 (Heinzel et al., 1993; Vieira et al., 1994), a qual promove a ativação do fator de 

transcrição nuclear, T-bet, em células T e propicia a manutenção de uma resposta do 
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tipo Th1. A contínua produção de IFN-gama e TNF-alfa por essas células ativa a 

cascata de sinalização para a transcrição do fator nuclear NF-κB, induzindo um 

fenótipo de células pró-inflamatórias (Fig.1). Já em camundongos BALB/c a produção 

contínua de IL-4 favorece a proliferação de células Th2, gerando subtipos de células 

que não conseguem eliminar o parasito de maneira eficiente. 

Outros trabalhos reforçaram que o ambiente inflamatório é essencial para 

resolução da doença. Estudos com camundongos C57BL/6 knockouts para Myd88 

(Muraille et al., 2003) e CD40 (Belkaid et al., 2000), comprovaram que a ativação de 

receptores do tipo toll (TLRs), bem como uma sinalização adequada de células Th1, 

são essenciais para a montagem de uma resposta inflamatória robusta contra o 

protozoário. Por outro lado, camundongos BALB/c quando knockouts para a IL-4 (Kopf 

et al., 1996) desenvolvem lesões que se curam espontaneamente. A adição de IL-12 

(Afonso et al., 1994) e IFN-gama também são capazes de reverter a susceptibilidade 

em diferentes tipos modelos de leishmaniose (Heinzel et al., 1993; Bacellar et al., 

1996).  

O paradigma da resposta Th1 e Th2 foi por muito tempo o único recurso 

utilizado para explicar a variação de prognósticos de leishmaniose cutânea em 

humanos e camundongos, na qual se observa desde casos de infecção sem lesão, 

até casos onde as lesões são disseminadas por todo corpo dos pacientes com graves 

consequências (Pirmez et al., 1993). Hoje sabe-se que apesar da dicotomia Th1/Th2 

ser imprescindível para o entendimento da leishmaniose cutânea, ela não explica 

totalmente a fisiopatologia da doença. Por exemplo, as células NK são importantes 

para manutenção inicial de IFN-gama e para induzir a produção de IL-12, porém não 

são essenciais para levar a morte de L. major (Scharton and Scott, 1993). 

Similarmente, as células T CD8+ são importantes no estabelecimento do ambiente 

inflamatório e do fenótipo Th1 na infecção com baixas doses de L. major (Belkaid et 

al., 2002). Apesar dessas células poderem favorecer a cura em animais resistentes, 

em humanos elas podem mediar um aumento na ulceração das lesões (Novais and 

Scott, 2015).   

Portanto, muitos fatores implicam em alterações no curso da infecção e o 

impacto irá variar de acordo com diferentes modelos de infecção, hospedeiro e cepas. 

Neste contexto, a infecção de camundongos C57BL/6 com L. major pode ser útil para 
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estudar a interação parasito-hospedeiro em situações de quebra da homeostase no 

hospedeiro, como a obesidade. 

 

 

Figura 1: Modelo de resistência à infecção por L. major em camundongos C57BL/6 

As células dendríticas dos camundongos C57BL/6 ao entrarem em contato com o parasito 

produzem principalmente IL-12, que induzem a proliferação de células Th1, a qual através da 

produção de citocinas como IFN-gama e TNF-alfa, mantêm um ambiente inflamatório capaz 

de ativar iNOS que habilita a produção de óxido nítrico em macrófagos e monócitos, produto 

tóxico ao parasito.  

 

1.4 Papel dos macrófagos na obesidade e no modelo de infecção por L. major 
 

Em sua descoberta sobre os macrófagos, Metchnikoff observou: “essas células 

errantes no corpo da larva da estrela do mar, absorvem partículas de alimento, 

englobam grânulos de carmim – mas devem comer microrganismos também” (Tauber 

and Chernyak, 1991). Apesar de por muito tempo ser tratada como uma célula 

dedicada a defesa do organismo, a própria descrição de Metchnikoff traz a sua noção 

sobre a função homeostática dos macrófagos. No contexto de um organismo primário, 

os macrófagos provavelmente surgiram exercendo funções vitais como absorção de 
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partículas, fagocitose de corpos apoptóticos e então, eventualmente evoluíram para 

lidar com microrganismos. 

Havia o consenso de que macrófagos se originavam apenas de monócitos 

circulantes. Hoje sabe-se que existem macrófagos residentes, que possuem origem 

exclusiva ou parcialmente embrionária. Em casos de macrófagos residentes como a 

micróglia (Ginhoux et al., 2010) ou como os macrófagos alveolares (Guilliams et al., 

2013), a origem vem do saco vitelínico ou do fígado fetal, e essas células se mantem 

majoritariamente por proliferação local na vida adulta, enquanto em outros órgãos são 

gradualmente substituídas por células derivadas da medula óssea (Yona et al., 2013). 

Trata-se de células heterogêneas, pois cada tecido possui sua própria subpopulação 

que fornece suporte específico ao órgão, além de exercer funções comuns como 

reparo tecidual, captação de moléculas sanguíneas e fagocitose de corpos 

apoptóticos. Além de possuírem função tecido-especifica, os macrófagos residentes 

tem capacidade limitada de modificar seu fenótipo, mantendo o seu papel 

homeostático mesmo em situações de estresse (Lee et al., 2020). Por outro lado, os 

macrófagos também podem se originar de monócitos circulantes e nesse caso 

possuem maior adaptabilidade. Macrófagos derivados de monócitos são capazes de 

também exercer muitas funções homeostáticas, além de povoar rapidamente os 

tecidos em resposta a diversos insultos. No contexto de uma infecção ou até mesmo 

na obesidade, estímulos como LPS e FFA atuam no recrutamento de monócitos que 

nessas condições tendem a gerar macrófagos com um perfil mais inflamatório 

(Misharin et al., 2017; Silva et al., 2019). Portanto, a ontogenia da célula pode estar 

intimamente relacionada com sua função. 

Os diversos receptores de superfície dos macrófagos conseguem reconhecer 

uma ampla gama de ligantes endógenos e exógenos, tendo papel na eliminação de 

células senescentes, na remodelação e reparação de tecidos após lesão ou infecção. 

Dentre os receptores expressos nos macrófagos estão o receptor de manose 

(CD206), TLRS, CD36, TIM-4, CD163, FcRs, de modo que tais receptores medeiam 

a captação de lipoproteínas modificadas, contribuem para o processo inflamatório e 

de reparo, bem como atuam na fagocitose de partículas microbianas e células mortas 

(Taylor et al., 2005). A variedade de receptores combina com a grande complexidade 

de perfis de macrófagos em diferentes órgãos e as diferentes funções dessa célula 

dependente do tecido, da origem e da condição do microambiente.  
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Considerando o grau de plasticidade observado em macrófagos, no contexto 

da obesidade, essas células estão sujeitas a grandes alterações fenotípicas. No tecido 

adiposo de indivíduos com obesidade, os macrófagos podem aumentar em até 50% 

em relação aos indivíduos eutróficos (Weisberg et al., 2003). Durante a obesidade, a 

maioria dos macrófagos formam estruturas em coroa, circundando os adipócitos 

mortos, que ao fagocitar o excesso de lipídios e resíduos celulares, tornam os 

macrófagos do tecido adiposo células com citoplasma maior do que os macrófagos 

de outros tecidos (Cinti et al., 2005).  

Ao longo dos anos, a teoria mais aceita na literatura aponta para uma mudança 

fenotípica dessas células na obesidade. Os macrófagos que apresentam um perfil 

condizente com a homeostasia no tecido saudável, durante a obesidade assumiriam 

um caráter mais pró-inflamatório, já que entram em contato com estímulos como LPS 

e FFA em excesso, logo aumentando a sinalização para secreção de citocinas como 

TNF-alfa, 1L-1beta e IL-6 (Lumeng et al., 2007b; Gomez-Hernandez et al., 2016).  

Estudos recentes trouxeram novas descobertas sobre a alteração fenotípica e 

a origem do excedente de macrófagos no tecido adiposo de indivíduos com 

obesidade. Em uma criteriosa avaliação das células imunes do tecido adiposo, foi 

demonstrado que de fato, os macrófagos mais abundantes no órgão saudável 

possuem um perfil anti-inflamatório evidente (Silva et al., 2019). Esses macrófagos 

estão intimamente associados aos vasos sanguíneos (VAMs), são marcados pela 

expressão do receptor de manose e possuem excelente capacidade endocítica. No 

mesmo trabalho, ao investigar camundongos com obesidade, verificou-se que o 

aumento expressivo de macrófagos pró-inflamatórios é proveniente de monócitos 

circulantes. Surpreendentemente, os autores verificaram que o aumento de 

macrófagos inflamatórios é proporcional, já que também foi constatado um aumento 

significativo de macrófagos residentes por proliferação local. No mais, a exposição 

crônica a LPS e FFAs tornou os macrófagos residentes menos funcionais, alterando 

por completo a assinatura gênica e prejudicando a sua capacidade endocítica. Deste 

modo, células expostas a um ambiente obesogênico podem ter suas funções 

danificadas, bem como seus processos inflamatórios/resolutivos alterados (Silva et 

al., 2019).  

Outros estudos, inclusive feito em humanos, corroboraram para grande 

diversidade de subtipos de macrófagos existentes no tecido adiposo. Os macrófagos 
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que formam estruturas em coroa estão bastante aumentados durante a obesidade  se 

ligam constantemente a lipídios diversos, e assim podem ser denominados de 

macrófagos associados a lipídio (LAM) (Hill et al., 2018). Estas células expressam 

receptores como CD36, CD63 e TREM2, e sob o estado de inflamação crônica, ao 

interagirem constantemente com padrões moleculares associados a danos (DAMPs), 

tendem assumir um perfil pró-inflamatório marcado pela expressão de CD11c. Estas 

células são ricas em corpúsculos lipídicos e também secretam quimiocinas atraentes 

de leucócitos e citocinas como IL-6 e TNF-alfa. Existem outros subtipos de macrófagos 

que podem ter origem embrionária ou de monócitos circulantes que estão associadas 

a terminações nervosas e são capazes de regular a lipólise e o metabolismo de glicose 

(Jaitin et al., 2019; Hildreth et al., 2021). Por fim, macrófagos perivasculares de origem 

embrionária expressam CD206, e em resposta a hipóxia são capazes de produzir 

fatores angiogênicos como PDGF, EGFR e  VEGF (Silva et al., 2021a; Cao et al., 

2022). Cada tipo de macrófago povoa um nicho específico dentro do tecido adiposo e 

possuem capacidade de adaptar dinamicamente aos estímulos presentes no 

microambiente, sofrendo alterações fenotípicas relevantes principalmente durante a 

obesidade (Figura 2) (Jaitin et al., 2019; Hildreth et al., 2021).  
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Figura 2: Diferentes subtipos de macrófagos do tecido adiiposo e seus respectivos 

nichos 

LAMs(macrófagos associados a lipídeos) estão localizados ao redor de adipócitos mortos, 

formando estruturas em coroa e interagindo constantemente com lipídeos e DAMPs, que 

induzem a inflamação. O microambiente adipogênico criado pela morte celular e recrutamento 

de macrófagos, por sua vez, induz o recrutamento de monócitos e proliferação de macrófagos; 

A hipóxia e a hipertrofia dos adipócitos aumentam a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

em macrófagos, aumentando a meta-inflamação associada à obesidade. Além das citocinas, 

os adipócitos secretam adipocinas como a leptina e a adiponectinas. Outras populações de 

macrófagos estão intimamente associadas a terminações nervosas e neurônios e são 

capazes de regular a lipólise. Macrófagos de origem embrionária expressam CD206, LYVE1, 

TIM4 e são encontrados em contato próximo com a vasculatura do tecido. Em resposta à 

hipóxia, eles são capazes de produzir fatores angiogênicos como PDGF e VEGF. (Chakarov 

et al., 2022) 

 

 

A ativação e a polarização de macrófagos foram extensamente estudadas em 

condições in vitro. Macrófagos cultivados em meio de cultura sob estimulação de IFN-

gama e LPS, são denominados classicamente ativados, e tem maior expressão da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) que habilita a produção óxido nítrico 

(NO), e a produção de citocinas inflamatórias como o TNF-alfa (Nathan et al., 1983). 

Posteriormente, foi descoberto que a macrófagos expostos a IL-4 assumem um perfil 

alternativo, na qual a enzima arginase é mais expressa, gerando macrófagos que 
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expressam CD206 e com característica de reparo tecidual (Stein et al., 1992). Em 

menção a nomenclatura utilizada para linfócitos Th1 e Th2, a terminologia M1 e M2 

foi cunhada para fazer referência a esses dois extremos de ativação (Mills et al., 2000). 

Embora útil para estudos in vitro e em alguns contextos específicos, os termos 

M1 e M2 podem causar desentendimento quando utilizada indiscriminadamente. 

Extrapolar que macrófagos de um determinado tecido exibe perfil M1 ou M2 pode ser 

uma grande simplificação. Quando se pensa no macrófago de um tecido, seja a célula 

residente ou não, esta apresenta um fenótipo condizente com o tecido, localização e 

com os estímulos que com ela interage, e muito provavelmente possui um perfil 

diverso e não condizente com o perfil M1 e M2 observado em cultura celular.  

Outros estudos realizados in vitro, utilizaram componentes que mimetizam o 

sangue e o tecido adiposo de indivíduos com obesidade para comparar a ativação de 

macrófagos (Kratz et al., 2014). Observou-se que a ativação metabólica é 

independente da ação pró-inflamatória, levando a um aumento parcial na produção 

de citocinas inflamatórias, além de induzir um aumento na expressão do fator de 

transcrição PPAR- e a expressão de genes como CD36 e PLIN2, que são 

marcadores de células fagocíticas e com características predominantemente anti-

inflamatórias. O termo “inflamação metabólica” foi então utilizado para descrever as 

células que estão sob ambiente crônico de estresse metabólico, caracterizado pela 

constante estimulação por ácidos graxos livres e carboidratos, ambiente característico 

da obesidade. 

A participação dos macrófagos também foi bastante estudada em diversos 

modelos de infecção por leishmania. Os extremos de polarização de macrófagos M1-

M2 refletem também em perfis respectivamente de resistência e suscetibilidade 

dessas células na infecção. No entanto, o curso da infecção varia de acordo com a 

linhagem do camundongo, a espécie ou cepa do parasito, dose e local da infecção. O 

microambiente in vivo é mais complexo, de modo que vários fatores têm papel 

fundamental no prognóstico da doença, desde o tipo de tecido onde ocorre o início da 

infecção, às citocinas e quimiocinas secretadas,  a saliva do vetor (Belkaid et al., 

1998), e a microbiota da pele infectada (Singh et al., 2021).  

Os diferentes subtipos de macrófagos no tecido interagem com os estímulos 

no local da lesão e respondem a eles. Em modelos de resistência, monócitos e 

macrófagos ao longo do curso da infecção produzem TNF-alfa, IFN-gama, IL1-beta e 



32 
 

 
 

expressam iNOS que catalisa a oxidação da L-arginina em L-citrulina, habilitando a 

produção óxido nítrico, produto tóxico para o parasito (Charmoy et al., 2016; 

Schleicher et al., 2016). Além da essencial produção de óxido nítrico, a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) é importante no controle do parasito (Carneiro et 

al., 2018). Por outro lado em um ambiente onde células dendríticas produzem 

predominantemente IL-4, IL-10 e IL-13, há indução de um fenótipo de macrófagos com 

perfil distinto de inflamação, favorecendo a hidrólise da L-arginina pela enzima 

Arginase 1, gerando produtos como a ureia e a ornitina, fundamental para a síntese 

de poliaminas e sobrevivência do parasito (Kane and Mosser, 2001; Roberts et al., 

2004). 

A lesão cutânea intradérmica causada pela L. major induz o recrutamento de 

neutrófilos minutos após o inóculo (Peters et al., 2008). Logo após os momentos 

iniciais da infecção, monócitos inflamatórios (LY6C+CCR2+) migram para a lesão 

substituindo a grande população inicial de neutrófilos, também sendo eficientes para 

fagocitose e para a eliminação do parasito (Romano et al., 2017). Mesmo entre os 

monócitos há diferença na resposta contra o parasito. As células que expressam o 

receptor Ly6C são mais eficientes no killing de parasitos do que monócitos de patrulha, 

caracterizados pela expressão do receptor de fractalcina (CX3CR1) (Goncalves et al., 

2011). Diferentemente dos monócitos que possuem papel mais ativo na eliminação 

do patógeno, neutrófilos podem fagocitar os parasitos, embora, na maioria das vezes 

não sejam capazes de eliminá-los, podendo se tornar portas de entrada para a 

posterior infecção de macrófagos (Laufs et al., 2002; Peters et al., 2008).  

Além dos monócitos inflamatórios, os macrófagos recém derivados de 

monócitos e os macrófagos residentes são os principais agentes ativos no curso da 

infecção por leishmanias. Tais células podem ser ativamente infectadas pelos 

parasitos, realizar fagocitose através de receptores específicos para moléculas do 

protozoário, ou ainda fagocitar neutrófilos ou células apoptóticas contendo o parasito, 

no modelo conhecido como “Cavalo de Tróia” (Laskay et al., 2003). Os macrófagos 

derivados da medula óssea atuam de forma mais contundente na manutenção do 

ambiente inflamatório produzindo mediadores como TNF-alfa e IFN-gama, possuindo 

papel central na eliminação ativa do patógeno, enquanto macrófagos residentes 

podem favorecer a replicação das leishmanias (Bogdan, 2020). 
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Recentemente, o grupo de David Sacks mostrou que os macrófagos residentes 

da pele, caracterizados pela expressão do receptor de manose, são as principais 

células infectadas em um modelo de infecção por L. major no camundongo C57BL/6 

(Chaves et al., 2020). Além do mais, foi demonstrado que a cepa L. major (Seidman 

[LmSd]), a qual induz lesões cutâneas graves e incuráveis em camundongos C57BL/6, 

infecta preferencialmente os macrófagos dermais residentes e que a depleção destes 

gerou lesões que se curam espontaneamente (Lee et al., 2018). Vale ressaltar que 

nesse caso, o ambiente inflamatório Th1 não foi suficiente para repolarizar os 

macrófagos residentes, de modo que os parasitos persistem nas células ao longo da 

infecção. 

O modelo da infecção causada por L. major apresenta-se como uma ferramenta 

valiosa para o estudo de diversas áreas da pesquisa, incluindo aquelas relacionadas 

à obesidade. Por exemplo, atualmente há uma lacuna sobre como ocorre o processo 

migratório das células em indivíduos com obesidade. Também não se sabe como os 

macrófagos residentes atuam nos processos imunes durante a infecção, ou mesmo 

como um organismo com inflamação sistêmica já pré-estabelecida responde um 

patógeno.  

Portanto, o estudo do efeito da obesidade induzida por dieta em camundongos 

C57BL/6 e infectados com L. major podem contribuir para compreensão desses 

questionamentos. O entendimento da resposta de macrófagos em situações crônicas 

de estresse, podem auxiliar no delineamento de novas estratégias terapêuticas, 

principalmente pensando na modulação do perfil de macrófagos de indivíduos com 

obesidade que são grupo de risco para inúmeras infecções.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral: 

 

Avaliar se macrófagos de camundongos com obesidade apresentam alterações 

na resposta à L. major em modelo de infecção in vitro e in vivo, com intuito de 

esclarecer os mecanismos envolvidos na associação entre obesidade e maior 

susceptibilidade à infecção por esse parasito. 

2.2 Objetivos específicos: 
 

- Verificar o perfil de macrófagos derivados da medula óssea de animais 

C57BL/6 na infecção por L. major in vitro, quando estimulados com componentes 

presentes em excesso na obesidade (glicose, insulina, palmitato); 

- Avaliar o perfil de macrófagos derivados da medula óssea de animais com 

obesidade induzida por dieta quando infectados por L. major, sob estímulos como 

LPS, IFN-gama e IL-4 

- Analisar o desenvolvimento da lesão e avaliar a carga parasitária nos 

camundongos com obesidade induzida por dieta infectados  

- Caracterizar os subtipos de células inatas na pele de camundongos controle 

e com obesidade (com ou sem infecção), com base na expressão de receptores, taxa 

de proliferação e capacidade endocítica; 

- Avaliar a frequência dos subtipos celulares 2 dias, 2 semanas, 4 semanas e 8 

semanas após a infecção; 

- Identificar a presença de macrófagos residentes na lesão causada por L. 

major nos camundongos com obesidade; 

- Verificar se os macrófagos residentes estão envolvidos na susceptibilidade 

aumentada à L. major na obesidade. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Animais  

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 fornecidos pelo 

biotério central da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do laboratório de 

Imunobiologia da UFMG em gaiolas de plástico, com livre acesso à água contendo no 

máximo 5 animais/gaiola. Os animais foram pareados com base na idade (8 semanas) 

e peso, para então receberam e dieta controle (AIN93G) ou dieta indutora de 

obesidade (HSB) (Tabela1) a vontade por 12 semanas. O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo de submissão 

número 338/ 2012 (Anexo 1). Animais C57BL/6-LySM-GFP foram cordialmente 

cedidos pelo professor Flávio Almeida, da UFMG. Os camundongos C57BL/6-CCR2-

/RFP foram cordialmente cedidos pelo professor Gustavo Menezes da, UFMG. Ambas 

as linhagens de camundongo foram pareados com seus respectivos controles e 

mantidos nas mesmas condições que os C57BL/6 antes e durante os experimentos. 

3.2 Dieta indutora de obesidade 

 

Os animais foram alimentados ad libitum com a dieta controle (AIN 93G) 

(Reeves et al., 1993) ou com a dieta hipercalórica contendo teores mais altos de 

lipídeos (manteiga) e carboidratos (açúcar refinado) (high sugar butter, HSB) (MAIOLI 

et al., 2016) durante todo tempo experimental. A composição de ambas as dietas se 

encontra nas Tabelas 1 e 2. 

Tabela 1 – Ingredientes das dietas controle e hipercalórica 

 Controle (AIN 93G) HSB (hipercalórica) 

Amido de milho (g) 397,5 208,6 

Caseína (g) 200 200 

Amido dextrinizado (g) 132 0 

Açúcar (g) 100 232 

Óleo de soja (g) 70 70 

Celulose (g) 50 50 

Mix mineral (g) 35 35 

Mix de vitaminas (g) 10 10 
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Cistina (metionina) (g) 3 3 

Bitartarato de colina (g) 2,5 2,5 

BHT (g) 0,014 0,014 

Manteiga (g) 0 188,9 

TOTAL (g) 1000 1000 

g: gramas; AIN 93 G: Dieta padrão para roedores; HSB: dieta indutora de obesidade; BHT: hidroxitolueno butilado. 

 

Tabela 2 – Composição nutricional (macronutrientes) das dietas controle e 

hipercalórica 

 Controle (AIN 93G) HSB (Hipercalórica) 

Carboidrato (kcal) 1990 2518 

Proteína (kcal) 812 812 

Lipídio (kcal) 630 630 

Calorias (por gramas) 3,43 3,96 

Carboidrato (%/peso) 63 44,1 

Proteína (%/peso) 20 20 

Lipídeo (%/peso) 7 27 

Kcal: quilocalorias; AIN: dieta padrão para roedores; HSB: dieta indutora de obesidade. 

 

3.3 Avaliação do peso e índice de adiposidade 
 

Ao longo das 20 semanas o peso corporal dos animais foi aferido no mesmo 

dia da semana e horário para reduzir a variabilidade na aferição. A temperatura do 

biotério foi mantida em aproximadamente 26ºC, para proporcionar a manutenção da 

temperatura corporal dos animais mais constante possível de forma e manter a 

estabilidade do ganho de peso. 

Para avaliar o índice de adiposidade, os camundongos foram pesados no 

momento do sacrifício depois de anestesiados. Em seguida, retirou-se o tecido 

adiposo epididimal, inguinal e mesentérico, para a pesagem do tecido. Os dados 

foram calculados de acordo com a fórmula: 

Índice de adiposidade = peso do tecido adiposo/peso corporal 
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3.4 Teste de tolerância oral a glicose (GTT) 
 

Para o teste de tolerância oral a glicose, os camundongos ficaram em jejum por 

6 horas e posteriormente foram pesados para que a quantidade de glicose fosse 

definida individualmente. Foi estabelecido um consumo de 2g/kg de D-glicose anidra 

(Synth, Diadema, SP, Brasil). A glicemia de jejum dos animais foi mensurada em mg/dl 

com glicômetro de tiras (Accu-Chek Performa) e em seguida foi administrada a 

solução de glicose por meio de gavagem (glicose/kg de peso). A glicemia foi medida 

retirando uma gota de sangue da cauda do camundongo nos tempos 0, 15, 30, 60 e 

90 minutos. 

3.5 Cultivo e isolamento de Leishmania major 

 

Os parasitos utilizados, da espécie Leishmania (Leishmania) major (WHO 

MHOM/IL/80/Friedlin) foram cultivados em meio de cultura Grace’s (GIBCOBRL – Life 

Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA) pH 6.2 suplementado com 20% de soro 

fetal bovino (GIBCO), 20μg/mL de sulfato de gentamicina (Schering-Plough – Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) e 2mM de L-glutamina (GIBCO), mantidos em estufa a 25°C. Os 

parasitos que expressam proteína fluorescente vermelha (RFP) (L. major-RFP) foram 

mantidos em meio 199 (GIBCO) completo suplementado com 0,01% de geneticina 

(GIBCO, e foram cordialmente fornecidos pelo professor Dr. David Sacks (NIAID, NIH, 

Bethesda, EUA). 

Os repiques foram feitos a cada três dias de cultivo. Em condições estéreis, os 

inóculos foram preparados com culturas de cinco dias, fase estacionária do 

crescimento, tempo em que a cultura está rica em formas promastigotas metacíclicas. 

Para separação das metacíclicas a cultura com L. major em fase estacionária é 

centrifugado a 1500 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante, então, desprezado e 

o pellet recuperado em 2mL de salina tamponada com 0,01 M de fosfato de sódio pH 

7,2 (PBS). Em seguida as formas promastigotas metacíclicas foram separadas por 

gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma- Aldrich, INC., St Louis, MO, EUA). Em um 

tubo cônico de 15mL, foram colocados 2mL de Ficoll 20%, em seguida 2mL de Ficoll 

10%, escorrendo pela parede do tubo, sem homogeneizar as duas soluções, 

formando duas fases distintas (gradiente de Ficoll). Finalmente, a suspensão de 

Leishmania, foi acrescentada escoando com cuidado pela parede do tubo formando a 
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terceira fase. Essa mistura trifásica foi centrifugada a 800 x g por 10 min a 4º C. 

Formou-se um anel branco e todo o sobrenadante acima dele, correspondendo às 

fases Ficoll 10% e Leishmania em PBS, foi coletado com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur. Em outro tubo, adicionou-se 10mL de PBS ao sobrenadante coletado e essa 

suspensão foi centrifugada a 1500 x g por 15 minutos a 4º C. O sobrenadante formado 

foi desprezado e o sedimento foi recuperado em 2mL de PBS. Foi retirada uma 

alíquota diluída 1:100 em PBS contendo formalina a 4% e o número de parasitos foi 

contado em câmera de Neubauer. 

3.6 Obtenção de macrófagos de medula óssea (BMDM) para infecção in vitro 

com L. major 
 

 As células da medula óssea de animais C57BL/6 foram obtidas através da 

lavagem do fêmur e tíbia dos animais com PBS complementado com 100U/mL de 

penicilina, 100µg/mL de estreptomicina (GIBCO). As células precursoras da medula 

óssea foram incubadas em placa de Petri (Jprolab, São José dos Pinhais, PR, Brasil) 

por nove dias em meio DMEM F12 (GIBCO) complementado com 10% de soro fetal 

bovino inativado, 100U/mL de penicilina, 100µg/mL de estreptomicina, 2mM de L-

glutamina (GIBCO) e 20% de sobrenadante de cultura de fibroblastos L929, os quais 

produzem o fator M-CSF responsável pela diferenciação das células precursoras em 

macrófagos. As células foram mantidas em 10mL de meio DMEM F12 (GIBCO) por 

quatro dias, após esse período foram adicionados mais 5mL do meio DMEM F12 

(GIBCO). No sétimo dia de cultura, removeram-se 5mL do sobrenadante da cultura e 

foram adicionados mais 5mL de meio de cultura. Finalmente, após nove dias em 

cultura, os macrófagos foram removidos da placa com PBS gelado, a concentração 

celular foi ajustada para necessidade de cada ensaio a ser feito com os macrófagos 

obtidos. Durante todo o processo de diferenciação e para todos os ensaios as células 

foram incubadas em estufa de atmosfera úmida a 37°C e 5% de CO2 (Eppendorf, 

Hamburg, Alemanha)(Zhang et al., 2011).  

As células foram plaqueadas nas concentrações adequadas de cada ensaio e 

foram deixadas na estufa por 16 horas em placas contendo meio de cultura DMEM 

F12 completo sem sobrenadante de cultura L929. Após esse período as células não 

aderentes foram removidas por lavagem dos poços com PBS aquecido a 37ºC, 
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procedimento repetido por três vezes. Novamente foi adicionado meio F12 completo, 

sem o fator L929, assim como os estímulos: 10ng/mL de IFN-gama (BD Pharmingen, 

São Diego, CA, EUA), 100ng/mL de LPS (InvivoGen, Toulouse, France) e 10ng/mL 

de IL-4 (BD). Outros estímulos também foram utilizados: glicose (30 mM), insulina 

(10nM) e palmitato (0.4mM). Após 2 horas na presença destes estímulos, foi feita a 

infecção in vitro destas células. Para o índice de infecção a proporção foi de 1:5 

(macrófago/L. major metacíclicas) e as culturas incubadas por mais 4 horas. Após 

esse período de infecção, as placas foram lavadas três vezes com PBS para remoção 

dos parasitos extracelulares fixadas e incubadas novamente em meio DMEM por 48 

e 72 horas. As lamínulas foram coradas utilizando-se o sistema de coloração 

hematológica Panótico Rápido (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). O número de 

amastigotas e macrófagos infectados foi determinado pela contagem de pelo menos 

300 células por amostra. Os resultados foram expressos como índice de infecção: 

(porcentagem de células infectadas x número de amastigotas/número total de 

células). 

Após 24 horas foi coletado o sobrenadante para dosagem de TNF-alfa por 

ELISA e óxido nítrico. Após 48 horas realizamos o ensaio da atividade de arginase e 

a coleta do sobrenadante de cultura para medição de IL-10 por ELISA. 

3.7 ELISA 

 

A medida da concentração do TNF-alfa em sobrenadantes de cultura de 

macrófagos coletado 24h após o cultivo. Para a IL-10 a coleta de sobrenadantes foi 

após de 48h de cultivo. Foi utilizada a técnica de Elisa de acordo com as instruções 

do fabricante (R&D Systems, MTA00B – TNF-alfa; DY417-05- IL10 Minneapolis, MN, 

USA).  

3.8 Detecção de ROS 
 

Para avaliar a produção de ROS por macrófagos em ensaios de luminometria, 

as células foram obtidas como descrito previamente, e ressuspendidas em meio RPMI 

sem vermelho fenol. Um milhão de células foram acrescentadas a cada poço de 

placas opacas de 96 poços (NUNC, Rochester, NY, USA). Em seguida foi adicionado 
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a cada poço 0,05mM de 17luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona, Sigma-

Aldrich), 50 U/mL de IFN-gama (BioLegend, San Diego, CA), 100 ng/mL de LPS e 

promastigotas metacíclicas de L. major na proporção 10:1 (parasitos/macrófago). As 

leituras foram realizadas durante 90 minutos, com intervalos de 2 minutos entre cada 

uma. A produção de ROS foi expressa como unidades relativas de luz, representada 

pela área sob a curva da intensidade de luz gerada durante a reação entre ROS e 

Luminol. 

3.9 Medida da atividade de arginase 

 

A atividade da enzima arginase I foi mensurada a partir da homogeneização de 

células como descrito por Corraliza (CORRALIZA et al., 1994), com algumas 

modificações (KROPF et al., 2005). As culturas de células infectadas ou não, foram 

homogenenizadas com 50μL de Triton X-100 (Sigma- Aldrich) por 30 minutos em 

agitação e 35μL foram utilizados para o ensaio. Após a lise celular, a Arginase I foi 

ativada com a adição de seus co-fatores: 50μL de 10mM MnCl2 (Sigma- Aldrich) e 

50μL de 50mM TrisHCl (Sigma- Aldrich) (pH7,5) a 55ºC por 10 minutos. Em seguida 

a amostra obtida foi transferida para outra placa de 48 poços em duas diferentes 

concentrações. Em um dos poços foi feita a transferência da amostra pura, 55μL, e a 

partir desta foi feita uma diluição de 1:10 (5μL de amostra + 45μL de H2O destilada). 

Para que fosse mensurada a atividade da enzima foi adicionado às amostras o seu 

substrato, 50μL de 0,5 mM de L-arginina (Sigma Aldrich) (pH 9,7). Após, as amostras 

foram incubadas a 37ºC por 60 minutos. Em seguida a reação foi parada com a adição 

de 400μL de uma solução de ácidos (H2SO4-H3PO4-H2O) na proporção de 1:3:7. 

Foram então adicionados 25μL de α- isonitrosopropiofenol (Sigma Aldrich) 9% em 

etanol 100%. A placa foi então incubada a 95ºC por 45 minutos. A curva padrão foi 

feita a partir de ureia (Sigma Aldrich) mg/mL diluída sucessivamente 1:2. Após os 45 

minutos de incubação a 95ºC, 100μL de cada amostra foram transferidos para uma 

placa de 96 poços e foi realizada leitura em leitor de microplacas a 540nm. O resultado 

é expresso como unidade de atividade de arginase por órgão. Cada unidade é definida 

como a quantidade de enzima que catalisa a formação de 1μmol ureia/minuto. 
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3.10 Dosagem de óxido nítrico em sobrenadante de cultura de macrófago 
 

Para a medida da concentração de óxido nítrico produzida, os sobrenadantes 

das culturas de macrófagos foram coletados 24h após a infecção in vitro. A produção 

de óxido nítrico foi avaliada a partir de nitrito em liberado no sobrenadante de cultura 

usando a reação de Griess (Bryan and Grisham, 2007). 

Em resumo, 50 μL das amostras foram colocadas em uma placa de 96 poços 

e o padrão nitrito de sódio (250 μM), que foi diluído (1:2) nos poços posteriores. Poços 

em branco consistiam apenas de meio DMEM F12 (GIBCO) completo. Em seguida, 

foram adicionados 100 μL de solução de Griess em todos os poços ocupados da 

placa. A placa foi mantida no escuro por 10 minutos e a densidade ótica foi 

determinada por leitura em espectrofotômetro (Microplate Spectrophotometer System, 

modelo SPECTRAmax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

3.11 Infecção in vivo 

 

Camundongos machos C57BL/6 com idade entre 6 e 8 semanas foram 

separados em quatro grupos: animais controles, alimentados com dieta AIN93G; 

animais com obesidade. Alimentados com dieta indutora de obesidade; animais 

controles e infectados e animais com obesidade infectados. Em média, a dieta foi 

oferecida por durante 20 semanas. Na 12ª semana de consumo de dieta, quando 

obesidade está bem estabelecida e a maioria dos efeitos metabólicos decorrentes 

dessa condição já estão bem definidos (Maioli et al., 2016), os animais foram 

infectados com uma dose de 2x105 promastigotas metacíclicas de L. major e 

acompanhados até a oitava semana de infecção. Semanalmente, os animais tiveram 

o peso corporal e glicemia acompanhados. Os animais foram eutanasiados 2 dias, 2 

semanas, 4 semanas e 8 semanas após a infecção.  

Para infecção, foram utilizados 2x105 promastigotas metacíclicas obtidas após 

5 dias de cultivo, na fase estacionária de crescimento. Os parasitos foram inoculados 

por via intradérmica na orelha esquerda de cada animal (10μL). Os animais do grupo 

controle que foram avaliados 2 dias após a infecção, receberam a o mesmo volume 

(10μL) de PBS na orelha esquerda. Com auxílio de um paquímetro (Starret, SP, 
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Brasil), avaliou-se o curso de infecção semanalmente por meio do cálculo da diferença 

entre o diâmetro e a espessura da orelha infectada e da orelha não infectada.  

3.12 Quantificações de parasitos na orelha  

 

Após a eutanásia, coletou-se a orelha infectada. A orelha foi picotada em tubo 

estéril. Em seguida tecido foi macerado com adição de PBS. Esse ensaio foi realizado 

conforme descrito anteriormente (Vieira et al., 1996). Em tubos cônicos de 15mL foi 

completado o volume para 4mL com PBS estéril e logo em seguida o material foi 

centrifugado a 150 x g por 2 min à 4ºC para retirada de fragmentos de tecido 

remanescentes. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 1540 x g por 10 min a 

4ºC. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 450μL de meio Grace 

acrescido de 20% de soro fetal bovino, L-glutamina a 2mM e 20μg/mL de sulfato de 

gentamicina. O material foi distribuído, em duplicatas, em placa estéril de 96 poços. 

Fez-se diluição seriada de 1:10 por 12 poços subsequentes. A placa foi incubada em 

estufa à 25ºC por 10 dias, quando foi feita a leitura do crescimento de parasitos, em 

microscópio invertido (Zeiss, Oberkochen, Germany). O resultado obtido foi expresso 

como o logaritmo do inverso da maior diluição que apresentou crescimento positivo 

de parasitos. 

3.13. Extração das células da orelha  

 

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com uma solução 

de ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (11,5 mg/kg) (definidos pelo CEUA UFMG), e 

eutanasiados por deslocamento cervical. As orelhas foram retiradas, os pelos 

excedentes foram removidos, e as orelhas ficaram por 3 minutos imersas em etanol 

70%. As orelhas foram divididas em duas porções (ventral e dorsal) e colocadas em 

poços individuais, em placa de 24 poços. A primeira incubação foi realizada com 

500µL de solução com 62,5 μg/mL de Liberase TL – complexo de enzimas digestivas 

(Roche, Indianapolis, IN, USA) em meio de cultura RPMI, para dissociação do tecido 

rico em colágeno. As orelhas ficaram incubadas em estufa de CO2 por 1 hora e 30 

minutos à 37°C, sob constante agitação. Após o tempo de incubação, a reação foi 

interrompida com solução de RPMI acrescido de 5% de Soro Fetal Bovino e 0,05% de 
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desoxiribonuclease I (Sigma-Aldrich). O tecido e o líquido foram transferidos para uma 

placa de 6 poços e as orelhas foram maceradas sobre o filtro de células de 50μm 

(Sigma-Aldrich); o homogenato foi mantido em gelo. Após maceradas, as células 

foram coletadas em tubos cônicos de 15 mL, e centrifugadas por dez minutos à 1200g 

em centrifuga refrigerada à 4ºC. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 

meio RPMI. As células viáveis foram quantificadas por meio de contagem em câmara 

de Neubauer usando azul de Tripan a 0,4%. 

3.14 Extração de células do tecido adiposo 
 

O procedimento de extração de células do tecido adiposo sucedeu com 

adaptações como descrito anteriormente (Cho et al., 2014). Os animais foram 

anestesiados por via i.p com uma solução de ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (11,5 

mg/kg), e eutanasiados por deslocamento cervical. Primeiramente, foi feita a 

desinfecção da pele com etanol 70%. O tecido adiposo perigonadal foi exposto com 

técnica estéril, e as gônadas removidas. Aproximadamente 500mg do tecido foi 

pesado e posteriormente lavado com PBS para remoção de contaminantes. Em tubos 

de 1,5mL, o tecido adiposo foi picotado em pedaços pequenos com tesoura (43prox. 

3-5 mm de tamanho). Após picotados, deve-se adicionar 2ml da solução de 

colagenase: RPMI, 2mg/mL de Colagenase tipo II (Sigma-Aldrich) e 150μg/mL 

desoxiribonuclease I (Sigma-Aldrich). O tecido picotado foi colocado sob algum 

recipiente fechado, e submetido a vigorosa agitação à 37°C por uma hora. Após o 

período de agitação, o tecido ficou no gelo por 5 minutos para interromper a reação 

de digestão da colagenase. Com auxílio de uma seringa, o homegenato foi sugado e 

expelido por uma agulha (22G), com intuito de remover os adipócitos (procedimento 

deve ser repetido por 4 vezes). O homogenato então foi filtrado em filtro de células de 

100μm e colocados em tubos cônicos de 50mL. Todo material remanescente no filtro, 

foi lavado com meio RPMI contendo 5% de SFB, até completar 10mL no tubo. Os 

tubos com as soluções foram centrifugados a 500×g por 10 minutos à 4°C. A camada 

de gordura fica no sobrenadante, enquanto os leucócitos no infranadante e no pellet. 

O sobrenadante foi aspirado gentilmente e descartado. Por fim, o pellet foi desfeito 

junto ao infranadante, o homogenato transferido para tubos cônicos de 15mL e o 

volume total acertado com RPMI acrescido de 5% de SFB para 2mL. Os tubos foram 
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centrifugados por dez minutos à 1200×g em centrifuga refrigerada à 4ºC. As células 

que ficaram sedimentadas, foram ressuspendidas em meio RPMI. As células viáveis 

foram quantificadas por meio de contagem em câmara de Neubauer usando azul de 

Tripan a 0,4%. 

3.15 Extração de células do sangue 
 

Os animais de cada grupo foram eutanasiados por superdosagem anestésica; 

utilizando 180 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de xilasina, administrada via 

intraperitoneal. O sangue foi coletado por pulsão cardíaca, utilizando EDTA como 

anticoagulante, em tubos de polietileno que já continham os anticorpos previamente 

diluídos e incubados no dia antecedente. Os tubos foram homogeneizados e 

incubados novamente, ao abrigo da luz, por 30 minutos à 4ºC. Antes de usar o sangue 

para análise de citometria de fluxo, os glóbulos vermelhos (RBC) foram lisados. Para 

lise de hemácias, utilizou-se solução de lise de hemácias (RBC lysis Buffer – 

eBioscience, San Diego, CA, USA). Para cada 100μL de sangue, adicionou-se 2mL 

da solução de lise. Os tubos foram incubados novamente por 10 minutos ao abrigo da 

luz à 4ºC. Após a lise, foram adicionados 1mL de PBS em cada tubo, completando o 

volume para 3mL. Os tubos foram centrifugados a 500xg durante 5 minutos à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido e 

homegenizado em 200μL de meio RPMI. As células viáveis foram quantificadas por 

meio de contagem em câmara de Neubauer usando azul de Tripan a 0,4%. 

3.16 Extração de células do baço 

 

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma solução de 

ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (11,5 mg/kg), e eutanasiados por deslocamento 

cervical. O baço foi retirado, então, o órgão foi macerado, e as suspensões celulares 

foram homogeneizadas e centrifugadas à 500g por 10 minutos sob refrigeração a 4°C. 

A lise de hemácias do baço foi feita com água e posteriormente a osmolaridade foi 

ajustada com PBS concentrado a 10 vezes. Assim, as células foram novamente 

centrifugadas e ressuspendidas em RPMI acrescido de 10% de SFB, 2 mM de L-

glutamina, 20 µg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES (Sigma-Aldrich) e 
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50μM de beta-mercaptoetanol (Amersham Pharmacia Biotech), pH 7,2. As células 

foram contadas no microscópio óptico, com câmara de Neubauer. 

3.17 Marcação de células para citometria de fluxo 

 

Após centrifugação e ressuspensão em meio RPMI, as células dos respectivos 

órgãos foram lavadas com PBS acrescido de 0,5% de albumina bovina (BSA) (PBS-

wash) e então incubadas com Fc-block (anti-CD16/32 – BD Biosciences) em gelo por 

30 minutos. Após lavagem e centrifugação, as células receberam 20µl de variadas 

combinações de anticorpos de superfície (diluídos previamente de acordo com as 

titulações presentes na Tabela 3).  

Os fluorocromos associados com anticorpos utilizados para análise das células 

foram: Ficoeritrina (PE) conjugado com CD11b ou Ly6G, PECy7 conjugado com F4/80 

ou CD36, isotiocianato de fluoresceína (FITC) conjugado com Ly6G, ou com CD45 ou 

Anexina, Alexa Fluor 488 conjugado com Ki67, peridinina clorofila (Per-CP)cy5.5 

conjugado com Ly6C Aloficocianina (APC) conjugado com CD206, APCcy7 conjugado 

com MHCII ou Arginase, BV421 conjugado com CD11c, Pacific blue conjugado com 

CD11b, MHCII ou Ki67, Amcyan conjugado com L/D. Após a adição dos anticorpos as 

células foram incubadas por 30 minutos a 4°C em abrigo de luz. Em seguida foram 

lavadas com PBS-wash e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi 

ressuspendido em 200µl de solução fixadora contendo 1% paraformoldeído. As 

suspensões celulares foram transferidas para tubos de leitura apropriados (7,5 cm x 

1cm), armazenadas a 4ºC e protegidas de luz. Os dados foram coletados utilizando-

se o citômetro FACSCanto II acoplado ao software Diva (BD Biosciences) e 

analisados utilizando-se o software FlowJo (TreeStar). Os gatings foram determinados 

empregando controles de isotipos e / ou comparação com as populações controle e 

as amostras fluorescence minus one (FMO). Para os controles e FMOs, adquiriu-se 

cerca de 20.000 eventos. Já para as amostras, foram adquiridos 20.000 a 50.000 

eventos. A estratégia de separação por populações da orelha aplicada para análise 

de neutrófilos e subtipos de monócitos e macrófagos nas orelhas de camundongos 

infectados ou não infectados, tomou como base os estudos de Lee e colaboradores 

(Lee et al., 2018),  
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Tabela 3 – Titulações dos anticorpos utilizados para marcação de citometria de 

fluxo 

Molécula Anticorpo Diluição Marca 

CD11b PE 1:400 Biolegend 

Ly6G PE 1:400 BD 

F4/80 Pe-Cy7 1:400 Biolegend 

CD36 Pe-Cy7 1:200 Biolegend 

Ly6G FITC  1:400 BD  

CD45 FITC 1:400 eBioscience 

Anexina FITC 1:100 Biolegend 

Ki67 AF488 1:100 Biolegend 

Ly6C PercpCy5 1:400 eBioscience 

CD206 APC  1:200 BD 

MHCII APC-cy7 1:200 BD 

Arginase APC-cy7 1:200 BD 

CD11c Bv421 1:200 Biolegend 

CD11b Pacific Blue 1:300 Biolegend 

Ki67 Pacific Blue 1:100 eBioscience 

MHCII Pacific Blue 1:200 BD 

Fc Block - 1:100 
BD 

Pharminogen 

LIVE/DEAD Amcyan 1:1000 eBioscience 

*Foram utilizadas células não marcadas, marcações controles e FMOs para as análises.  
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3.18 Microscopia Intravital confocal da orelha 

 

Microscopia Intravital Confocal (IVM) da orelha de camundongos infectados foi 

realizada conforme descrito anteriormente com adaptações (Carneiro et al., 2017), 

utilizando microscópio Confocal Nikon Ti A1R equipado com detector espectral e 

estágio motorizado XYZ. Os camundongos C57BL/6-LysM-GFP+ foram anestesiados 

e após 4 horas, 1 dia 2 dias após a infecção, os animais foram anestesiados e as 

orelhas foram fixadas em suporte de acrílico compatível com o microscópio para 

realização da IVM. Os vídeos são feitos em objetiva de 20x, definição de pixel 512x512 

e aquisição de um frame a cada 10 segundos por 5 minutos em posição XYZ fixada, 

sendo um vídeo por animal. A aquisição de imagens é realizada em objetiva de 10x e 

20x, definição de pixel 1024x1024 sendo 10 imagens de campos por animal. 

3.19 Injeção intravenosa de FITC-Dextran 

 

Os camundongos foram injetados com 18mg/kg de FITC-Dextran (Sigma-

Aldrich) por via intravenosa e foram eutanasiados 30 minutos depois, para aferição 

via citometria de fluxo da intensidade de fluorescência do FITC. Especificamente, foi 

avaliada a expressão da fluorescência em células do baço e das orelhas, como 

medida da capacidade endocítica.  

 

3.20 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 7.0. Os 

dados multivariados foram analisados aplicando one way ANOVA e teste post hoc de 

comparação múltipla de Tukey e comparação entre duas condições de tratamento 

pelo teste t de Student de Student não pareado de uma cauda. Os valores de p<0,05 

foram considerados significantes. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Macrófagos derivados da medula óssea de C57BL/6 com obesidade são mais 

suscetíveis à infecção por L. major in vitro 

 

Em estudo anterior verificamos que os macrófagos peritoneais de 

camundongos C57BL/6 com obesidade, possuem uma resposta inflamatória menos 

eficiente à infecção in vitro por L. major (Martins et al., 2020). Também, um estudo do 

grupo de Lev Becker, demonstrou que macrófagos estimulados in vitro, em um 

contexto que simula os metabólitos abundantes no sangue de pacientes com 

obesidade apresentam um perfil inflamatório mais brando. Resumidamente, foi 

mostrado que a ativação metabólica por glicose, insulina e palmitato (Mme) induz 

menor produção de citocinas inflamatórias, como TNF-alfa e IL-6, quando comparada 

com a ativação clássica M1 (IFN-gama e LPS) (Kratz et al., 2014; Coats et al., 2017). 

Deste modo, utilizamos um modelo semelhante para investigar como os macrófagos 

derivados da medula óssea, incubados in vitro com glicose, palmitato e insulina, 

interagiriam com as promastigotas metacíclicas de L. major na infecção in vitro.  

De maneira semelhante ao descrito por Kratz e colaboradores, observamos que 

os Mme não foram capazes de matar os parasitos de forma tão eficiente quanto os 

macrófagos estimulados com LPS e IFN-gama (Fig. 3A-B). A resposta dos 

macrófagos com ativação metabólica foi similar ao grupo sem estímulo (M0) após 72 

horas de infecção, quando analisados a porcentagem de células infectadas (Fig. 3A) 

e a média de amastigotas por macrófago infectado (Fig. 3B). Além disso, a ativação 

metabólica não foi suficiente para aumentar a produção de moléculas com atividade 

leishmanicida como o TNF-alfa (Fig. 3C) e o ROS (Fig. 3D). 
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Figura 3: Macrófagos derivados da medula óssea e estimulados com glicose, palmitato 

e insulina possuem menor resposta inflamatória do que macófagos M1 na infecção por 

L. major 

Os macrófagos derivados da medula óssea foram plaqueados sobre lamínula de vidro na 

concentração de 2x105 e estimulados in vitro: M0 – macrófagos sem estímulo; Mme – 

macrófagos estimulados com glicose (30mM), palmitato (0.4mM)) e insulina (10nM); e M1 – 

macrófagos estimulados com LPS (50U/mL) e IFN-gama (100ng/ml) foram infectados in vitro 

com 1:5 L. major metacíclicas por 4, 24 e 72 horas para avaliação da infecção por microscopia 

ótica após coloração rápida com Panótico. (A) Porcentagem de células infectadas; (B) Número 

médio de amastigotas por macrófago infectado; (C) Concentração de TNF-alfa medidas no 

sobrenadante da cultura após 24h de infecção por ELISA. (D) Produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) pelos macrófagos estimulados, determinada pela área sob a curva após 

adição de luminol. Análise estatística feita pelo teste One way ANOVA seguido de Turkey ou 

teste t de Student não pareado (* p<0,05, **p<0,01 entre os grupos experimentais) 

 

 

Em seguida, comparamos o fenótipo de macrófagos derivados da medula 

óssea de camundongos controle e com obesidade estimulados com M-CSF e 

classificados como M0 (sem estímulo), M1 (IFN-gama e LPS) ou M2 (estimuladas com 

IL-4) e infectados com L. major. Ao avaliar os parâmetros de infecção como, a média 

de amastigotas por célula, a porcentagem de células infectadas e indicie de infecção, 

observamos que o parasito se replica de forma semelhante nos macrófagos sem 

estímulo de ambos os grupos (Fig. 4A). Mais que isso, nos macrófagos M1 derivados 
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de camundongos com obesidade, a infecção induziu uma porcentagem 

aproximadamente duas vezes maior de células infectadas 24 e 72 horas após a 

infecção quando comparada ao M1 do grupo controle (Fig. 4B). Essas células também 

foram menos eficientes para eliminar as L. major, como demonstrado pelo aumento 

do número médio de parasitos por célula infectada e pelo maior índice de infecção 

após 24 e 72 horas (Fig. 4B). Ao analisar M2 derivados de camundongos com 

obesidade, foi observado porcentagem similar de células infectadas nos três tempos, 

porém, apresentaram mais parasitos por macrófago após 72 horas de infecção (Fig. 

4C).  

O fenótipo de menor eficiência para a eliminação das leishmanias em M1 de 

camundongos com obesidade coincide com uma redução da produção de óxido nítrico 

(Fig. 5A) e menor produção de TNF-alfa (Fig. 5B), moléculas que são essenciais para 

o controle da proliferação de L. major, isso comparado aos M1 dos camundongos 

saudáveis. Ademais, avaliamos a atividade da arginase nos macrófagos. Mesmo sem 

a infecção, a estimulação por IL-4 foi suficiente para aumentar a atividade da arginase 

nos macrófagos de camundongos com obesidade (Fig. 5C). Quando infectados e sob 

os estímulos avaliados (M1, M2), os macrófagos derivados de camundongos com 

obesidade tiveram maior atividade da arginase quando comparados com seus 

respectivos controles (Fig. 5C). Finalmente, não observamos diferenças na produção 

de IL-10 quando avaliamos o sobrenadante da cultura 48 horas após a infecção 

(Figura 5D). 

Em conclusão, esses dados indicam que macrófagos derivados da medula 

óssea de camundongos com obesidade apresentam um perfil inflamatório insuficiente 

para controlar a infecção por L. major em modelo de infecção in vitro. O aumento na 

atividade da arginase e a redução da produção de óxido nítrico e TNF-alfa são 

congruentes com a maior sobrevivência do parasito em macrófagos de animais com 

obesidade. 
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Figura 4: Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos com obesidade sob 

diferentes estímulos são mais suscetíveis à infecção por L. major  

Os macrófagos derivados da medula óssea de animais do grupo controle (CT) e com 

obesidade (OB) foram cultivados na concentração de 2x105 e incubados com L. major (1:5) 

sobre lamínula de vidro por 4, 24 e 72 horas para avaliação da média de amastigotas por 

macrófago infectado, média de células infectadas e índice de infecção por microscopia ótica 

após coleta das lamínulas e coloração rápida com Panótico. (A) M0: Macrófagos sem 

estímulo; (B) M1: macrófagos estimulados com LPS (100ng/mL) e IFN-gama (10ng/ml); (C) 

M2: macrófagos estimulados com IL-4 (10ng/ml). Resultados de dois experimentos 

independentes. N = 3 camundongos por tempo experimental/por experimento. Dados 

representados por média ± SEM. *p <0,05; Análise estatística feita pelo teste t de Student não 

pareado entre controle e com obesidade em cada tempo de infecção. 
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Figura 5: Macrófagos derivados da medula óssea de camundongos com obesidade 

apresentam falha na ativação clássica M1 e possuem maior atividade da arginase sob 

diferentes estímulos 

Os macrófagos derivados da medula óssea de animais do grupo controle (CT) e com 

obesidade (OB) foram cultivados na concentração de 1x106 e incubados com L. major (1:5) 

(A) Produção de nitrito no sobrenadante das culturas de macrófagos após 24h estimulados 

ou não com IFN-  e LPS e IL-4, na presença ou não de L. major pelo método de Griess. (B) 

Concentração de TNF-alfa, medidas no sobrenadante da cultura após 24h de infecção por 

ELISA. (C) Avaliação da atividade da arginase em macrófagos estimulados com IFN-  e LPS 

e IL-4 infectados ou não com L. major. (D) Concentração de IL-10, medida no sobrenadante 

da cultura após 48h de infecção por ELISA. Resultados representam a média de 3 

experimentos independentes (n=3-5). Dados representados pela média ± SEM. *p < 0,05. 

Análise estatística feita pelo teste t de Student não pareado entre os grupos CT x OB em cada 

estímulo. 

 

 

4.2 A obesidade prejudica a resistência de C57BL/6 contra a infecção por L. 

major 

 

Com intuito de aprofundar sobre o papel das células da imunidade inata na 

interlocução da obesidade com a infecção por L. major, induzimos a obesidade com 

dieta. Os camundongos C57BL/6 foram alimentados com uma dieta rica em gordura 
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e açúcar (HSB), hipercalórica, ou dieta controle (AIN93G), isocalórica, durante 12 

semanas.  

Ao final deste período, os animais alimentados pela dieta HSB apresentaram 

diversas características da obesidade, dentre elas: ganho de peso significativo (Fig. 

6A), elevação do índice de adiposidade (Fig. 6B), níveis elevados de glicemia em 

jejum (Fig. 6C) e menor tolerância à glicose (Fig. 6D).  

 

 

Figura 6: O consumo de dieta hipercalórica alterou o peso corporal e o metabolismo da 

glicose em camundongos com obesidade induzida por dieta 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta 

HSB. Na 12ª semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x105 L. major 

promastigotas metacíclicas. (A) Média do peso dos camundongos alimentados com as dietas 

AIN93G e HSB ao longo de 25 semanas; (B) Índice de adiposidade expresso pela soma do 

peso dos tecidos adiposo epididimal, inguinal e mesentérico dividido pelo peso corporal após 

25 semanas de experimento; (C) Glicemia de jejum; (D) Teste de tolerância oral a glicose 

após 12 semanas do consumo de dieta. Resultados da junção de 2 experimentos (n = 3-5).   

*p< 0,05. As barras representam os valores (média e EPM) Análise estatística feita pelo teste 

t de Student não pareado entre os grupos CT x OB. 
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Após 12 semanas em dieta, os camundongos foram infectados por via 

intradérmica na orelha com uma dose média de promastigotas metacíclicas de L. 

major (2x105) e o curso da infecção foi acompanhado por até no máximo 14 semanas. 

Enquanto as lesões em camundongos controles atingem um pico por volta da quinta 

ou sexta semana após a infecção, e se recuperam naturalmente ao longo do tempo, 

os camundongos com obesidade apresentam uma lesão progressivamente crescente 

que eventualmente úlcera, além de piorar consideravelmente após 8 semanas de 

infecção. Quando se avalia o diâmetro da lesão (Fig. 7A), a espessura (Fig. 7B) e o 

escore patológico (Fig. 7C), o qual pontua para ulcerações e dano tecidual, fica 

evidente que o animal com obesidade possui um pior prognóstico. Vale ressaltar que, 

em alguns casos, ocorre a destruição completa do tecido auricular e disseminação do 

parasito para o baço (dados não mostrados). Também acompanhamos a carga 

parasitária ao longo das semanas, e como esperado, os camundongos controle 

apresentam a redução da lesão concomitante à redução da carga parasitária. Por 

outro lado, os animais com obesidade não conseguiram controlar o parasitismo na 

orelha após 8 semanas de infecção (Fig. 7D).  

De maneira interessante, após 8 semanas de infecção, o tamanho da lesão se 

correlaciona positivamente com o peso do animal (Fig. 8A) e com os níveis de glicemia 

de jejum (Fig. 8B). 
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Figura 7: Camundongos com obesidade apresentam maior lesão e maior carga 

parasitária quando infectados com L. major 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta 

HSB. Na 12ª semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x105 L. major 

promastigotas metacíclicas. (A e B) Desenvolvimento da lesão: (A) Diâmetro, (B) Espessura 

e (C) Escore patológico (0 = sem ulceração, 1 = com úlcera, 2 = dano tecidual leve, 3 = dano 

tecidual acentuado) Os camundongos infectados foram acompanhados durante 14 semanas 

de infecção. (D) carga de parasitos nas orelhas de camundongos, 2 dias, 2, 4 e 8 semanas após a 

infecção. Valores estão representados por média ± desvio padrão (n = 5). (*) p< 0,05 Análise 

estatística feita pelo teste t de Student não pareado entre os grupos CT x OB em cada tempo. 
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Figura 8: O tamanho da lesão tem correlação positiva com peso e a com glicemia de 

jejum. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou 

com dieta HSB. Na 12ª semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x105 L. 

major promastigotas metacíclicas. Ao final de 8 semanas de infecção o peso e glicemia foram 

medidos e correlacionados com o tamanho da lesão em Milímetros. (A) Correlação de 

Pearson entre o peso e o tamanho da lesão após 8 semanas de infecção; (B) Correlação de 

Pearson entre a glicemia e o tamanho da lesão após 8 semanas de infecção; p <0,05 

 

 

 

4.3 Caracterização das populações de células da imunidade inata da pele da 

orelha em camundongos C57BL/6 controle e com obesidade 

 

Conforme descrito anteriormente (Tamoutounour et al., 2013), no estado de 

homeostasia, camundongos C57BL/6 apresentam uma variedade de células da 

imunidade inatas na pele da orelha que podem ser categorizadas com base em sua 

origem celular. Essas populações foram definidas usando marcadores como CD11b, 

CD64, Ly6C e MHCII, os quais são utilizados para distinguir as células derivadas de 

progenitores da medula óssea de populações residentes de macrófagos e de células 

dendríticas. Estudos posteriores acrescentaram outros marcadores celulares, como o 

receptor de manose na caracterização desses subtipos celulares na derme em 

homeostasia (Barreiro et al., 2016) e em modelo de infecção por L. major (Lee et al., 

2018). 

Para identificar as células da imunidade inata que podem atuar ao longo do 

curso de infecção por L. major, primeiro estabelecemos as populações da pele nos 

animais controle e com obesidade sem a infecção. Em nosso estudo, selecionamos 

as células vivas por tamanho e granulosidade, e presença de CD11b. Posteriormente, 
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após exclusão de neutrófilos (Ly6G+), as células foram analisadas com base na 

expressão dos receptores Ly6C e CD206 (Fig. 9). Conforme detalhado por Lee e 

colaboradores, encontramos as mesmas similares 4 populações na derme (P1–P4). 

Tais populações se distinguem por diferentes variações da expressão dos receptores 

Ly6C e CD206 e são elas: monócitos inflamatórios Ly6Chi (P1), células dendríticas 

derivadas da medula óssea CD206-Ly6Cint-low (P2), células dendríticas residentes 

CD206-Ly6C- (P3) e macrófagos residentes CD206+Ly6Cint (P4).  

 

Figura 9: Estratégia de análise utilizada para caracterizar das células da imunidade inata 

da orelha 

Estratégia de análise utilizada para caracterizar as células da pele da orelha de camundongos 

C57BL/6 previamente marcadas e submetidas à técnica de citometria de fluxo. As células 

foram separadas com base no tamanho e granulosidade e por viabilidade, e posteriormente 

por CD11b+Ly6G-. Posteriormente foram analisadas quanto à expressão de Ly6C e CD206 e 

posteriormente subdivididas em Ly6ChiCD206- (P1), Ly6CintCD206- (P2), Ly6CintCD206- (P3) 

e Ly6CintCD206+(P4) 

 

 

Sem a infecção, as frequências de neutrófilos e P1-P4 na pele da orelha foram 

semelhantes nos grupos controle e com indução de obesidade. Especificamente, em 

relação aos macrófagos residentes suas frequências variam de 25-40% (Fig. 10). 
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Além disso, as células apresentam expressão semelhante de MHCII, CD36 e Arginase 

(dados não mostrados). 

 

 
Figura 10: Análise das frequências das populações de células da imunidade inata da 

orelha de camundongos controle e com obesidade  

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta 

HSB. Ao final deste período as populações de células inatas da orelha foram avaliadas por 

citometria de fluxo. Frequências das subpopulações de células mieloides (P1 – P4 e 

neutrófilos) na orelha de animais controles e com obesidade. N = 3-5 camundongos. 

Resultados da combinação de 3 experimentos independentes. Dados representados pela 

média ± EPM. Análise estatística feita pelo teste One way ANOVA seguido de Turkey 

 

 

Como demonstrado por Lee et. al, dentre as populações P1-P4, apenas os 

macrófagos residentes possuem expressão significativa do receptor de manose (Fig. 

11A). A população P4 também é a única que expressa altos níveis de outros 

marcadores característicos de células com perfil anti-inflamatório como o CD36, 

receptor tipo scavenger, que atua na absorção de ácidos graxos de cadeia longa, e 

Arginase1 (Fig. 11B e 11C). Além disso, os macrófagos residentes da pele têm origem 

predominantemente embrionária (Hoeffel et al., 2012), o que indica que tais células 

possuem capacidade limitada de renovação. Consistentemente, quando avaliados a 

frequência de células positivas para KI67, a população P4 foi a que apresentou 

menores taxas de renovação celular quando comparados às populações P1-P3, 

indicando sua baixa capacidade proliferativa (Fig. 11D).  
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Figura 11: Características dos macrófagos residentes na pele da orelha  

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta 

HSB. Ao final deste período as populações de células inatas da orelha foram avaliadas por 

citometria de fluxo. Índice médio de fluorescência (MFI) para expressão de: (A) CD206; (B) 

CD36; (C) Arginase nas populações indicadas da orelha (P1-P4); (D) Expressão de ki67 nas 

populações analisadas. N = 3-5 camundongos. Resultados representativos de 2 experimentos 

independentes. Dados representados pela média ± SEM. Análise estatística realizada por 

One-way ANOVA com pós-teste de Turkey *p < 0,05. 

 

 

Além disso, macrófagos residentes perivasculares marcados pela expressão 

de CD206 possuem o papel de sensores do microambiente na pele (Barreiro et al., 

2016) e no tecido adiposo (Silva et al., 2019), sendo células especialistas na absorção 

de macromoléculas do sangue. Também confirmamos a alta capacidade endocítica 

dos macrófagos residentes na pele e do baço, pois após 30 minutos da injeção 

intravenosa de FITC-Dextran, apenas a população P4 absorveu rapidamente e de 

maneira consistente o polímero (Fig. 12A).  Interessantemente, macrófagos CD206+ 

do baço de camundongos obesos tiveram sua capacidade endocítica prejudicada (Fig. 
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12B), enquanto macrófagos da orelha de ambos os grupos absorveram o FITC-

Dextran de maneira similar e rapidamente (Fig. 12C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Capacidade endocítica de células da pele da orelha e do baço  

Os camundongos foram injetados com FITC-DEXTRAN (18mg/kg) via intravenosa e, após 30 

min da injeção, anestesiados e perfundidos. A atividade endocítica foi avaliada por citometria 

de fluxo, para medir a fluorescência do FITC. (A) Medida da capacidade endocítica de P1-P4 

na orelha e baço de camundongos controle (CT) e com obesidade (OB); (B) % de células com 

FITC-Dextran em P4 na orelha; (C) % de células com FITC-Dextran em P4 no baço. N= 6 

camundongos/grupo. Dados representados pela média ± SEM; *p < 0,05; A análise estatística 

foi realizada usando o teste t de Student não pareado 

 

 

 

4.4 A Obesidade altera a frequência de macrófagos residentes na orelha 

durante o curso da infecção por L. major  
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Após a caracterização das células fora do contexto da infecção, partimos para 

avaliar cinética da frequência das células P1-P4 e de neutrófilos, da fase inicial da (2 

dias) até a fase crônica da infecção por L. major (8 semanas).  

Primeiramente, verificamos que após a infecção o número de células CD11b+ 

na orelha aumentou em ambos os grupos com o passar do tempo, porém, na 4ª e 8ª 

semanas de infecção, camundongos com obesidade apresentaram maior número de 

células CD11b infiltrando o local da lesão (Fig. 13A). O aumento de células na orelha 

ocorreu, mesmo considerando número e frequência similar de monócitos circulantes 

no sangue (Fig. 13B, C e D).  

 

 
Figura 13: O Aumento de células CD11b+ na orelha de camundongos com obesidade ao 

longo do curso de infecção, ocorre sem aumento nos monócitos circulantes  

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta 

HSB e infectados por 8 semanas com 2x105 L. major promastigotas. (A) Número absoluto de 

células CD11b+ na orelha infectada 2, 14, 28, 56 dias após a infecção. (B) Dot plots 

representativos das análises de monócito no sangue; (C) frequência monócitos (Ly6Chi); (D) 

número absoluto de monócitos (Ly6Chi); n = 3-5 camundongos, Resultados representativos 

de 2 experimentos independentes; Dados são a média ± SEM; *p =< 0,05; análise estatística 

utilizada: (A) teste t de Student não pareado; (B e C) One-way ANOVA com pós teste de 

Turkey 
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Posteriormente, verificamos a frequência de diferentes células da imunidade 

inata na orelha infectada dos camundongos. Como averiguado anteriormente 

(Tamoutounour et al., 2013), a derme apresenta uma população de monócitos (P1), 

que alimenta as necessidades do órgão, se diferenciando em DCs ou macrófagos de 

acordo com os estímulos do ambiente. No contexto da infecção, observamos que essa 

população aumenta consideravelmente após 2 dias do inóculo, resultado de intensa 

migração em ambos os grupos, constituindo junto aos neutrófilos as células mais 

frequentes neste tempo agudo de infecção. Ao longo do curso da doença, a frequência 

de P1 se mantem basal e semelhante em ambos os grupos, com exceção na 8ª 

semana, na qual identificamos que camundongos do grupo controle apresentaram 

maior frequência dessas células em comparação ao grupo obeso (Fig. 14 e Fig. 16B)  

Após 14 dias de infecção, verificamos que em ambos os grupos houve um 

aumento de células dendríticas (P2), o qual coincide com o início da resposta imune 

adaptativa. Nesse tempo, detectamos maior frequência de P2 em animais com 

obesidade em relação aos animais controle (Fig. 14). Após esse período, a frequência 

de DCs nos camundongos controle aumentou ligeiramente até a 8ª semana de 

infecção, enquanto observamos uma tendência oposta nos camundongos com 

obesidade. A redução das DCs coincidiu com a expansão concomitante de P4 em 

camundongos com obesidade (Fig. 14, Fig. 16C e 16E). Curiosamente, esse aumento 

no número e frequência de macrófagos residentes ocorreu apenas na 8ª semana de 

infecção, tempo em que observamos uma lesão mais ulcerada e maior carga 

parasitária. Por fim, em relação a P3, a frequência das células foi similar em ambos 

os grupos em todos os tempos analisados.  
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Figura 14: Análise da cinética de populações das células da imunidade inata na infecção 

por L. major 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou HSB e 

infectados com 2x105 L. major. A frequência das células foi avaliada 2, 14, 28 e 56 dias após 

a infecção. As populações foram avaliadas no gate CD11b+ vivas. Populações: Ly6G+ 

(Neutrófilos) Ly6ChiCD206- (P1), Ly6CintCD206- (P2), Ly6CintCD206- (P3) e 

Ly6CintCD206+(P4); n = 3-5 camundongos, Resultados representativos de 2-3 experimentos 

independentes. Dados representados pela média ± SEM; *p < 0,05 identificado por teste t de 

Student comparando o grupo controle e com obesidade nos diferentes tempos de infecção. 

 

 

Após 2 dias após a infecção, verificamos que camundongos com obesidade 

apresentaram aproximadamente duas vezes menos neutrófilos quando comparados 

ao grupo controle (Fig. 15A e 15B). Isso nos chamou atenção e então tentamos 

identificar se os neutrófilos estavam morrendo no local do inóculo. Para isso, a 

população de neutrófilos apoptóticos foi analisada com base na coloração com 

anexina V, e observamos taxa similar de apoptose em ambos os grupos (Fig. 15C). 

Posteriormente, confirmamos por microscopia intravital realizada em camundongos 

LYSM-GFP, que a redução em neutrófilos nos animais com obesidade já é verificada 

mesmo 4 horas após a infecção, ao notar que neste tempo podemos observar células 

LysM+ infiltrando a orelha no grupo controle, enquanto as células do animal obeso tem 

migração atrasada (Fig. 15D). Após a esperada onda inicial de neutrófilos que 

acomete a orelha, ainda é possível encontrar neutrófilos em ambos os grupos, porém 

em menor proporção. 
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Figura 15: A obesidade reduz a chegada dos neutófilos na lesão no 2º dia de infecção 

Camundongos C57BL/6 LysM-GFP foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G 

ou HSB e infectados com 2x105 L. major, e eutanasiados 2 dias após a infecção. (A) Dot plots 

representativos das análises de neutrófilos (CD11b+) na orelha de animais não infectados, 

controle (CT) e com obesidade (OB). (B) Histograma da frequência de Ly6G+. (C) Frequência 

de células LY6G+Anexina+. (D) Imagem da IVM da orelha de camundongos LysM-GFP 

infectados após 4 horas de infecção; n= 4; Resultados representativos de 2 experimentos 

independentes Dados são a média ± SEM; *p < 0,05; análise estatística utilizada teste t de 

Student não pareado. 
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4.5 Macrófagos residentes em camundongos com obesidade aumentam 

independentemente da proliferação local e os parasitos persistem nas células 

 

 O aumento de macrófagos residentes em camundongos com obesidade após 

8 semanas de infecção chamou a atenção por provavelmente sinalizar um subtipo de 

célula incompatível com a eliminação do parasito. Ao analisar este tempo de infecção 

com mais detalhes podemos constatar que o aumento de macrófagos CD206+, ocorre 

em relação aos monócitos e às células dendríticas (Fig. 16A) na pele, e isso pode 

prejudicar na eliminação do parasito. Com relação às demais populações, foi 

verificado que em camundongos com obesidade houve redução em P1 (Fig. 16B) e 

em P2 (Fig. 16C) quando comparados aos animais controle. No mais, não houve 

diferença entre os grupos para P3 (Fig. 16D) e como já mencionado o aumento de P4 

nos animais com obesidade (Fig. 16E). Também observamos maior proporção de 

macrófagos CD206+ em relação a células pró-inflamatórias CD11c+ em camundongos 

com obesidade na 8ª semana de infecção, isso demonstrado pela razão 

CD11b+CD206+/CD11b+CD11c+ (Fig. 16F). 

 O aumento da população P4 ocorreu independentemente do aumento da taxa 

de proliferação celular, avaliada pela expressão do fator de transcrição KI67 em 

CD11b+ (Fig. 16G) e em células CD11b+CD206+ (Fig. 16H). Portanto, sugere-se que 

o aumento de macrófagos residentes na lesão nos animais com obesidade, é 

proveniente de monócitos da circulação e não por proliferação local. 
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Figura 16: Macrófagos residentes aumentam na orelha de animais em relação a 

monócitos, células dendríticas e células CD11c+ 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou HSB e 

infectados com 2x105 L. major, e eutanasiados 8 semanas após a infecção  

Dot plots representativos das células CD11B+ P1-P4 em animais controle e com obesidade 

infectados; (B) Frequência de P1;  (C) Frequência de P2; (D) Frequência de P3; (E) 

Frequência de P4 em animais controle e com obesidade infectados (F) razão da expressão 

de células CD11B+CD206+/ CD11B+CD11c+ na orelha de animais infectados após 8 semanas; 

(G) Frequência de células CD11B+KI67+ na orelha com ou sem infecção; (E) Frequência de 

células CD11B+CD206+KI67+ na orelha com ou sem infecção; (B-E) Resultados são a junção 

de 4 experimentos independentes (n=3-5); (F-H) Resultados representativos de 2 

experimentos independentes (n = 3-5). Dados representados pela média ± SEM. *p < 0,05 

Análise estatística realizada pelo teste t de Student não pareado (B-F), e One-way ANOVA 

com pós teste de Turkey (G-H). 
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O papel dos macrófagos com origem embrionária como células fagocíticas já é 

bem descrito em diversos órgãos. Em um estudo das células do tecido adiposo, 

verificou-se que a capacidade endocítica dos macrófagos residentes é prejudicada 

durante a obesidade (Silva et al., 2019). Já no modelo de infecção por L. major, 

avaliando os macrófagos residentes da pele, foi demonstrado que essas células 

mantem a capacidade fagocítica intacta ao longo do curso da infecção e quando 

comparadas a outros subtipos de células inatas são menos eficientes para matar os 

parasitos, mesmo sob constante estimulação Th1 (Lee et al., 2018). Nesse sentido, 

utilizamos uma L. major geneticamente modificada para expressar a proteína RFP (L. 

major-RFP), com intuito de avaliar como cada subtipo celular fagocita o parasito e a 

sua respectiva capacidade leishmanicida. 

Ao final de 8 semanas de infecção verificamos que, no grupo controle, as 

células P4 foram as mais infectadas, indicando a sua ineficiência em matar os 

parasitos. Já em relação aos camundongos com obesidade, provavelmente por 

apresentar maior carga parasitária, podemos observar diversas células (P1, P2, P4) 

com taxa de infecção relevante. De toda forma, os macrófagos residentes aparecem 

entre as células mais parasitadas nos dois grupos e não são capazes de matar de 

maneira eficiente o parasito (Fig. 17). 
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Figura 17: Macrófagos residentes são as células com mais parasitos no grupo controle 

e monócitos e macrófagos residentes de camundongos com obesidade permanecem 

parasitados na 8ª semana de infecção 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou HSB e 

infectados com 2x105 L. major-RFP, e eutanasiados 8 semanas após a infecção para medida 

da presença de leishmania nas populações celulares avaliadas. Frequência da expressão de 

RFP em P1, P2, P3 e P4 em camundongos controle e com obesidade infectados. Dados estão 

representados pela média ± SEM. *p < 0,05; Análise estatística feita pelo teste t de Student 

não pareado entre grupos Controle e Obeso e pelo teste One-way ANOVA para comparar P1 

x P2 x P3 x P4 em um mesmo grupo (a x b = p < 0,05) 

 

4.6 A obesidade aumentou a frequência de macrófagos com a expressão de 

CD206 em diferentes órgãos nos camundongos C57BL/6 
 

A obesidade induzida por dieta rica em carboidratos e lipídeos em 

camundongos C57BL/6 foi capaz de aumentar a frequência de diferentes subtipos de 

macrófagos residentes no tecido adiposo, marcados pela expressão do receptor de 

manose e MHC II (Silva et al., 2019). Dessa forma, consideramos que a obesidade 

poderia impactar na população de células residentes, com fenótipo predominante de 

reparo tecidual não somente no tecido adiposo dos animais, mas também em outros 

órgãos.  

Primeiramente, verificamos que no tecido adiposo dos animais com obesidade 

há, de fato, aumento considerado de células do sistema imune inato, e principalmente 

aumento na frequência de macrófagos CD206+ (Fig. 18A), corroborando os dados de 

Silva e colaboradores. Observamos também que houve aumento na frequência de 
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células CD206+ no baço (Fig. 18B) e no fígado (Fig. 18C) dos camundongos com 

obesidade.  

Portanto, com exceção da pele, a obesidade por si só foi capaz de aumentar a 

frequência de macrófagos residentes em diversos órgãos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 
 

 

Figura 18: A obesidade aumenta a frequência de células CD11b+CD206+ em outros 

órgãos 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou HSB e as 

do baço, tecido adiposo e fígado foram isoladas e marcadas após eutanásia. As células foram 

selecionadas com base SSC e FSC, os doublets foram excluídos empregando o isolamento 

de células por FSC-W e SSC-W. As células mortas foram também excluídas pelo gating das 

células marcadas com TM Fixable Aqua Stain Kit, L34957 LIVE/DEAD. (A) Dot plot 

representativo e histograma de células CD11B+CD206+ no tecido adiposo; (B) Dot plot 

representativo e histograma de células CD11B+Ly6Cint/+CD206+ no baço; (C) Dot plot 

representativo e histograma de células CD11B+Ly6Cint/+CD206+ no fígado; Análise estatística 

feita pelo teste t de Student não pareado entre grupos Controle e Obeso 
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4.7 Camundongos CCR2-/- apresentam atraso na resolução da lesão e a 

obesidade potencializa os danos teciduais  
 

Camundongos knockout para o receptor de quimiocina CCR2, apresentam 

redução no número de monócitos Ly6C+ circulantes. Além do mais, esse receptor 

medeia a migração dos monócitos para os tecidos após liberação de CCL2 por 

fibroblastos e leucócitos em contexto de infecções (Kurihara et al., 1997; Serbina and 

Pamer, 2006). Neste caso, a maioria dos macrófagos dos animais CCR2-/- são de 

origem embrionária. Logo, utilizamos este modelo para avaliar o papel dos 

macrófagos residentes em camundongos com obesidade na infecção por L. major. 

Primeiramente, observamos que os animais CCR2-/- apresentam um ganho de 

peso similar aos animais C57BL/6 quando submetidos a dieta hipercalórica (Fig. 19A). 

Ao infectar os animais, observamos que a lesão nos animais CCR2-/- com obesidade 

se desenvolve mais rápido do que nos outros grupos (Fig. 19B). No entanto, a partir 

da sexta semana de infecção, onde já observamos o início da recuperação dos 

camundongos C57BL/6 controle, tanto a ausência do receptor CCR2, bem como a 

obesidade induzida por dieta são fatores que causam o aumento do tamanho da lesão 

e do escore patológico (Fig. 19B e C). Vale ressaltar que ao avaliar o escore patológico 

dos camundongos CCR2-/- com obesidade, nota-se que esses animais tiveram lesões 

com mais úlceras e dano tecidual mais relevante, quando comparado aos animais da 

mesma linhagem que foram submetidos a dieta controle (Fig. 19C). 

Portanto, a predominância por si só de macrófagos residentes na pele, 

independente da dieta, é fator chave para o agravamento da lesão. O aumento dessa 

população de células em camundongos C57BL/6 com obesidade indicam o papel 

importante deste subtipo de macrófago na quebra de resistência desses animais no 

modelo de infecção por L. major. 
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Figura 19: Camundongos CCR2-/- apresentam atraso na resolução da lesão 

independente do consumo de dieta 

Camundongos C57BL/6 ou CCR2-/- foram alimentados por 20 semanas com dieta AIN93-G ou 

com dieta HSB. Na 10ª semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x105 L. 

major promastigotas metacíclicas. (A) Média do peso dos camundongos alimentados com as 

dietas AIN93G e HSB ao longo do tempo experimental; (B e C) Desenvolvimento da lesão: 

(B) Diâmetro, (C) Escore patológico (0 = sem ulceração, 1 = com úlcera, 2 = dano tecidual 

leve, 3 = dano tecidual acentuado); Dados estão representados pela média ± SEM; n = 5-7 

Análise estatística realizada pelo teste One-way ANOVA; *p < 0,05; $ indica diferença 

estatística entre OB CCR2-/- x CT CCR2-/- 
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5. DISCUSSÃO 

 

A obesidade é uma doença multifatorial que afeta a taxa de mortalidade 

mundial por predispor o ser humano desde a doenças crônicas não transmissíveis a 

complicações em diversas infecções. Neste estudo, relatamos que a obesidade 

induzida por dieta rica em carboidrato simples e gordura também é capaz de induzir 

lesões mais severas e com maior carga parasitária em animais C57BL/6 infectados 

com L. major. Além disso, macrófagos derivados da medula óssea de camundongos 

com obesidade, sob diversos estímulos, apresentam uma resposta menos eficiente 

contra o parasito, exibindo menor produção de óxido nítrico e TNF-alfa, bem como 

maior atividade da arginase. Em modelo de infecção in vivo, ao final de 8 semanas de 

infecção os animais com obesidade apresentaram maior frequência de macrófagos 

residentes, em comparação a células inflamatórias. Por fim, mostramos em 

experimento com animais CCR2-/-, que a predominância de macrófagos residentes no 

local lesão é fator preponderante para o atraso da resolução da lesão. 

Normalmente as comorbidades relacionadas com a obesidade estão 

associadas a um estado sistêmico de inflamação crônica do indivíduo, caracterizada 

pelo desequilíbrio da produção de citocinas e pelo infiltrado de macrófagos no tecido 

adiposo (Hotamisligil, 2017). Em um cenário onde a inflamação é sistêmica, seria 

plausível especular que o excesso de peso seria vantajoso para ativar uma resposta 

imune eficiente contra a infecção por L. major. Pois, num ambiente inflamatório 

espera-se a diferenciação de mais células Th1 que são condizentes com a resistência 

à infecção por promover a produção de  moléculas leishmanicidas como o TNF-alfa, 

ROS e óxido nítrico, principalmente por macrófagos (Sacks and Noben-Trauth, 2002; 

Hurdayal and Brombacher, 2017). No entanto, como na maioria das patologias 

associadas a obesidade, ocorre falha nos processos de resistência e de regulação da 

resposta imune (Wensveen et al., 2015). Dentro da perspectiva de que a obesidade 

compromete a resposta imune em infecções, em trabalho prévio mostramos que 

camundongos C57BL/6 com obesidade são menos resistentes à infecção por L. major. 

Também verificamos que esses animais apresentaram maiores níveis de IL-17 nos 

sobrenadantes de cultura dos linfonodos drenantes e que os seus macrófagos foram 

mais suscetíveis em modelo de infecção in vitro (Martins et al., 2020).  

Já foi demonstrado que a ativação de macrófagos in vitro com metabólitos 

presentes na obesidade como, glicose, palmitato e insulina, ou com o meio de cultura 
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condicionado com tecido adiposo visceral de indivíduos com obesidade induz um perfil 

de inflamação intermediário quando comparado a macrófagos estimulados 

classicamente para M1 e M2 (Kratz et al., 2014; Coats et al., 2017). Os estímulos 

metabólicos promovem inflamação sem elicitar a via do interferon tipo I, enquanto a 

exposição crônica ao palmitato ativa o fator de transcrição PPAR- , promovendo o 

metabolismo lipídico em detrimento da via glicolítica e limitando parcialmente a 

inflamação (Kratz et al., 2014). Outro estudo mostrou que macrófagos peritoneais de 

C57BL/6 com obesidade, quando estimulados com LPS, produzem menos óxido 

nítrico, TNF-alfa e IFN-gama, mesmo constatando-se elevados níveis de citocinas 

inflamatórias no sangue e outros indícios de inflamação sistêmica (Willemsen et al., 

2019). De maneira similar, também mostramos que macrófagos peritoneais de 

C57BL/6 com obesidade falham em controlar a proliferação de L. major, e apresentam 

uma resposta inflamatória “mista” com aumento simultâneo da atividade da arginase 

e da produção de óxido nítrico (Martins et al., 2020). 

Assim, para avaliar se os macrófagos de camundongos com obesidade 

também apresentam falha na diferenciação in vitro e na capacidade leishmanicida, 

utilizamos o isolamento de células progenitoras da medula óssea para a derivação de 

macrófagos e em seguida aliar a infecção in vitro por L. major. Utilizando a ativação 

metabólica (Kratz et al., 2014), verificamos que os MMEs foram menos eficientes no 

controle do parasito quando comparados aos macrófagos M1. Além disso, a infecção 

de macrófagos derivados da medula óssea de animais com obesidade e estimulados 

com LPS e IFN-gama induziu menor produção de óxido nítrico e TNF-alfa, quando 

comparados aos isolados dos camundongos controles. Tanto os macrófagos M1 e M2 

de camundongos com obesidade apresentaram mais parasitos por células infectadas, 

correlacionando com maior atividade da arginase, que resulta no aumento de 

poliaminas disponíveis no compartimento intracelular, utilizadas para replicação do 

parasito. O aumento da expressão da enzima arginase pode ocorrer em ambiente de 

estimulação crônica ao LDL, via ativação do PPAR-  (Gallardo-Soler et al., 2008), o 

que pode estar ocorrendo no modelo em questão. Além disso, outro trabalho avaliou 

macrófagos cultivados a partir das biópsias de pacientes com leishmaniose cutânea e 

diabetes tipo 2, onde há maior disponibilidade de metabólitos como glicose a ácido 

graxo livre no sangue. Similarmente ao que observamos, estas células foram menos 
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eficientes para eliminar o parasito e tiveram redução na produção de ROS e de 

leucotrieno B4 (Bonyek-Silva et al., 2020).  

Na obesidade com síndrome metabólica, é provável que o estado de 

dislipidemia, endotoxemia e o aumento de citocinas plasmáticas induza o processo de 

memória imune inata (imunidade treinada). Esse fenômeno é caracterizado pela 

reprogramação epigenética e metabólica das células mieloides progenitoras, 

diretamente na medula óssea após a estimulação prévia por algum estímulo 

inflamatório (Netea et al., 2020). Um estudo mostrou que camundongos alimentados 

com uma dieta ocidental por 4 semanas tiveram indução da imunidade treinada em 

monócitos, caraterizado pelo aumento na expressão de NLRP3 e maior produção 

geral de citocinas como TNF-alfa e IL-10 (Christ et al., 2018). Recentemente, também 

foi demonstrado que uma dieta rica em gordura elevou os níveis sistêmicos de 

palmitato, promovendo desregulação inflamatória em macrófagos derivados de 

medula óssea que foram posteriormente estimulados com LPS (Seufert et al., 2022). 

Conforme discutido acima, assim como a inflamação metabólica demonstrada in vitro 

(Kratz et al., 2014), provavelmente a inflamação sistêmica da obesidade pode 

comprometer a diferenciação de células ainda na medula óssea, e no caso de 

macrófagos modificar o espectro de inflamação entre M1 e M2, e induzir outras 

características dessas células. Um dos motivos é por exemplo o aumento de ácidos 

graxos livres durante a obesidade, que além de se ligarem a TLRs, podem se ligar ao 

receptor CD36 por exemplo, expresso principalmente por macrófagos com perfil anti-

inflamatório e ativar essas células (Chen et al., 2022).  

De fato, macrófagos do tecido adiposo de camundongos com obesidade 

exibem um perfil único de metabolismo energético intracelular, caracterizada por 

aumento simultâneo da glicólise e da fosforilação oxidativa (Boutens et al., 2018), o 

que é condizente com o a inflamação metabólica. Em nosso estudo, sugere-se que a 

obesidade tem de fato um efeito na imunidade treinada, e no caso da infecção por L. 

major pode predispor os macrófagos derivados da medula óssea a um perfil 

inflamatório ineficiente para o controle do parasito.  

Para avaliar o comportamento da lesão in vivo e a participação dos macrófagos 

no processo de infecção na obesidade, animais com obesidade foram infectados na 

orelha (infecção intradérmica) com uma dose média de promastigotas. Os 

camundongos com obesidade apresentam uma lesão progressiva e sem sinais de 
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resolução até aproximadamente 100 dias de infecção. O aumento da lesão 

correlaciona-se com o aumento na carga parasitária, diferindo dos camundongos 

controle que foram resistentes e controlam o parasitismo.  

A pele contém uma vasta população de células da imunidade inata como 

macrófagos, DCs, eosinófilos, basófilos e mastócitos. É descrito um variado subtipo 

de DCs, incluindo as células dendríticas convencionais que são especialistas na 

migração para os linfonodos, e outras DCs com fenótipo e receptores similares à de 

macrófagos residentes (Henri et al., 2010). Os macrófagos residentes da pele 

possuem origem embrionária, porém em eventuais circunstâncias o reservatório de 

monócitos que se mantem constante no tecido pode originar macrófagos residentes 

(Tamoutounour et al., 2013). Em geral, esse tipo de célula se caracteriza por ser 

especialista na endocitose de macromoléculas do sangue e por desempenharem 

papéis específicos de acordo com a localização, fornecendo suporte para manutenção 

da homeostase e função do órgão. No tecido adiposo, macrófagos residentes atuam 

na vascularização do órgão (Silva et al., 2021a), no coração impulsionam a 

proliferação de cardiomiócitos (Epelman et al., 2014) e no cérebro controlam o fluxo 

do liquido cefalorraquidiano (Drieu et al., 2022). Na pele, macrófagos residentes 

marcados pela expressão do receptor de manose constituem uma importante interface 

com o meio externo e assim como em outros órgãos se localizam em torno de vasos 

sanguíneos (Barreiro et al., 2016). 

A frequência de macrófagos residentes na derme de animais saudáveis varia 

entre 20 a 40% das células CD11b totais. Essas células não são capazes de migrar 

para os linfonodos e possuem capacidade limitada de apresentação de antígenos em 

comparação com as DCs (Tamoutounour et al., 2013). Por outro lado, possuem 

excelente capacidade fagocítica e expressam uma série de genes específicos que 

conferem funções como a eliminação de intermediários de degradação de 

macromoléculas e reparo tecidual. No entanto, pouco se sabe sobre a plasticidade 

dos macrófagos residentes no contexto do aumento crônico de estímulos 

inflamatórios, como a obesidade, ou no contexto de infecções.  

Devido a sua localização anatômica perivascular, em um contexto de infecção 

essas células poderiam atuar como hospedeiras iniciais do patógeno. De fato, os 

macrófagos residentes da pele foram descritos como a principal população infectada 

após a transmissão de L. major pela picada do flebotomíneo (Chaves et al., 2020). Em 
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outro trabalho foi demonstrado que a cepa L. major Seidman, a qual induz lesões 

severas em camundongos C57BL/6, infecta preferencialmente macrófagos com alta 

expressão do receptor de manose e que a depleção destes gerou lesões que se curam 

espontaneamente (Lee et al., 2018). Além disso, essas células se mantem altamente 

fagocíticas e com um perfil condizente com suas funções homeostáticas mesmo em 

camundongos C57BL/6, os quais possuem um perfil genético que favorece a 

proliferação de macrófagos pró-inflamatórios na infecção por L. major (Lee et al., 

2020). 

Similarmente ao que ocorre no tecido adiposo, onde macrófagos residentes 

aumentam em frequência durante a obesidade (Silva et al., 2019), mostramos que os 

camundongos que foram submetidos a dieta hipercalórica, apresentam um aumento 

na frequência de macrófagos residentes não só no tecido adiposo, mas também no 

baço e no fígado. No entanto, ao analisar a população dessas células inatas na pele, 

verificamos que as populações se mantem em frequência similar a dos animais 

controle. Curiosamente, assim como as células perivasculares do tecido adiposo 

(Silva et al., 2019), os macrófagos residentes do baço de animais com obesidade 

apresentaram capacidade limitada de endocitose, enquanto as células da orelha 

absorvem normalmente o FITC-Dextran. Defeitos no processo fagocítico de 

macrófagos no contexto da hiperglicemia já são constatados desde o século anterior, 

no qual estudos pioneiros avaliaram que o soro de pacientes diabéticos induziram a 

redução da fagocitose e na ação microbicida frente a Pneumococcus (Bagdade et al., 

1974). Juntos, os nossos dados sugerem que a obesidade leva a um aumento 

sistêmico de macrófagos que expressam CD206, mas na pele sem infecção isso não 

ocorre. Além disso, é provável que o ambiente de constante estimulação crônica no 

indivíduo obeso aumente de forma geral e em diversos órgãos, a frequência de células 

com funções defeituosas, inclusive na capacidade de absorver moléculas da 

circulação. 

Ao infectar os animais e avaliar a cinética das células em diferentes tempos, 

observamos que os camundongos com obesidade apresentaram maior número de 

células CD11b+ na orelha a partir da quarta semana de infecção. Ao final da 8ª semana 

de infecção verificamos nos animais com obesidade um aumento na frequência de 

macrófagos CD206+ em relação a células dendríticas (P2), às células pró-

inflamatórias CD11c+ e aos monócitos inflamatórios (P1).  
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A taxa de renovação de macrófagos residentes da pele é bastante limitada, de 

modo que na homeostasia é quase nula (Barreiro et al., 2016). Mesmo com o a 

presença do parasito, essas células apresentaram baixa taxa de proliferação, que 

foram similares entre os grupos infectados. Portanto, a diminuição no número de 

monócitos na pele do animal obeso infectado, e a subsequente elevação de 

macrófagos residentes indicam que os monócitos podem ser rapidamente mobilizados 

para se diferenciar em macrófagos marcados pela expressão de CD206+, os quais 

não são equipados para a eliminação do parasito. De fato, os macrófagos residentes 

não conseguiram eliminar o parasito, ao se verificar maior expressão de L. major-RFP 

na população P4 tanto do grupo controle, quanto dos animais com obesidade. Em 

conjunto, os dados indicam que essas células podem ser um reservatório para o 

parasito e favorecer a manutenção da infecção. 

Para investigar o papel dos macrófagos residentes na infecção, utilizamos 

camundongos C57BL/6 com deficiência no receptor de quimiocina CCR2, que 

possuem defeito no processo de emigração dos monócitos da medula óssea para os 

tecidos. No nosso estudo mostramos que camundongos CCR2-/- que se alimentaram 

de deita isocalórica, apresentaram uma lesão similar aos camundongos C57BL/6 com 

obesidade. Já os camundongos CCR2-/- com obesidade tiveram o desenvolvimento 

mais acelerado da lesão e, ao final de 8 semanas, suas lesões foram mais ulceradas 

do que os outros grupos. Vale ressaltar, que a deficiência do CCR2 já foi investigada 

em modelo de infecção em camundongos C57BL/6 com elevada dose de L. major 

pelas vias intradérmica (Sato et al., 2000) e subcutânea (Goncalves et al., 2011). Em 

ambos os casos, os autores verificaram que os camundongos CCR2-/- apresentaram 

um prolongamento no tempo de cura da lesão. Além disso, no estudo de Sato e 

colaboradores observou-se que camundongos deficientes na proteína CCR2 

apresentaram maior carga parasitária na orelha infectada, bem como disseminação 

do parasito para o baço. Os estudos mencionados acima discutem principalmente que 

a ausência de monócitos é preponderante para o prognóstico dos animais deficientes. 

Porém, estudos posteriores realizados na derme de camundongos CCR2-/- 

evidenciaram que a ausência de migração de monócitos eleva a frequência de 

macrófagos residentes, de modo a constituir cerca de 80% das células em condições 

de homeostasia (Tamoutounour et al., 2013). Portanto, mostramos que além da 
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ausência de monócitos inflamatórios, a predominância de macrófagos residentes na 

lesão contribui para o aumento da suscetibilidade do animal.  

Determinar os mecanismos subjacentes à expansão dos macrófagos 

residentes em condições de estresse é uma tarefa complexa. Em situações 

específicas de infecções, a expansão de células inatas de origem embrionária pode 

ocorrer em resposta ao controle do patógeno sem a necessidade do recrutamento de 

monócitos inflamatórios (Jenkins et al., 2011; Scott et al., 2016). Já em situações 

experimentais de depleção ou de insuficiência de proliferação causada por algum 

insulto, os monócitos circulantes também podem se diferenciar em células com 

funções similares aos macrófagos residentes (Hashimoto et al., 2013). Seria 

interessante investigar se o aumento de células residentes CD206+ ocorre por 

proliferação ou se são derivadas de monócitos, principalmente considerando que a 

obesidade implica no aumento dessas células na infecção. Uma possível hipótese 

seria que o aumento da vascularização no tecido eleva a disponibilidade de estímulos 

obesogênicos como glicose e palmitato no microambiente, o que pode alterar a função 

das células e estimular a diferenciação em células condizentes com o perfil da 

inflamação metabólica. Outra possibilidade é que os monócitos de camundongos com 

obesidade possam estar expostos a algum estímulo na circulação ou mesmo ainda 

no desenvolvimento na medula óssea, de modo a dar origem a macrófagos com 

características semelhantes aos residentes.  

O papel ativo dos monócitos (Ly6C+) no controle das infecções é descrito na 

literatura. Essas células expressam iNOS e, mediante a produção de NO, podem 

promover a eliminação de L. major (Goncalves et al., 2011; Romano et al., 2017). Em 

camundongos C57BL/6, foi mostrado que monócitos (Ly6C+CCR2+) chegam no sítio 

do inóculo desde o início da infecção, e em cerca de 48 horas após a infecção são as 

células mais frequentes na lesão, substituindo a grande população de neutrófilos que 

se estabelece a partir dos primeiros momentos da infecção (Romano et al., 2017) e 

são capazes de eliminar os parasitos (Carneiro et al., 2020). O papel dos monócitos, 

tem sido estudado em tempos iniciais da infecção, no entanto, pouco se sabe sobre o 

papel dessas células em tempos tardios da infecção. No nosso modelo, foi observada 

diminuição de monócitos ao final de oito semanas de infecção, o que também pode 

ter sido um fator prejudicial na eliminação do parasito no animal obeso.  



80 
 

 
 

A resolução da lesão envolve desde o desenvolvimento de uma inflamação 

contundente, a regulação dessa inflamação e a adequada cicatrização tecidual. Os 

monócitos e macrófagos são células fundamentais em cada etapa desse processo. 

Os diferentes subtipos desempenham papéis cruciais desde a eliminação do parasito 

e remoção de tecido morto, a regulação celular, contribuindo para o processo de cura. 

Em modelo de obesidade crônica e diabetes em camundongos deficientes para o 

receptor de leptina (db/db), observa-se o comprometimento do processo de 

cicatrização. Os animais apresentam maior produção de células da linhagem mieloide 

e maior acúmulo de macrófagos disfuncionais na ferida (Barman et al., 2019). Além 

disso, estudos reforçam que macrófagos de camundongos diabéticos apresentam 

redução na capacidade fagocítica e uma predominância de fenótipos inflamatórios 

(Mirza and Koh, 2014). No contexto de uma lesão estéril, a transição de macrófagos 

inflamatórios para pró-resolutivos é essencial para cicatrização. Já no modelo de 

infecção por L. major a persistência e predominância de macrófagos residentes com 

características anti-inflamatórias em camundongos com obesidade é prejudicial para 

o controle do parasito. O aumento da lesão nesse contexto sugere que a obesidade 

induz uma inflamação ineficiente para o controle do parasito e para o processo de 

cicatrização. Além disto, ela eleva a frequência de macrófagos residentes que podem 

ter algumas das suas funções afetadas, como estimulação à produção de colágeno e 

ao remodelamento da matriz extracelular, afetando também no processo de 

cicatrização. 

Desde o redescobrimento do tecido adiposo como um importante nicho de 

células imune, novas descobertas apontam para a grande complexidade desse órgão. 

Estudos utilizando sequenciamento Single Cell nas células do tecido adiposo de 

humanos detectou 28 clusters de diferentes células imunes (Hildreth et al., 2021). 

Apesar da grande diversidade de células (Weisberg et al., 2003), o grande fato que se 

manteve intacto mesmo depois de anos após a sua descoberta, é a predominância de 

macrófagos no estado de tecido saudável e o aumento explosivo durante a obesidade 

(Hill et al., 2018; Jaitin et al., 2019). Outro conceito que ganhou muita notoriedade foi 

a transição de células anti-inflamatórias para pró-inflamatórias durante a obesidade. 

Apesar dessa ideia de alteração no perfil inflamatório ser correta, muitas nuances 

deste fenômeno estão sendo redefinidas. O estudo de Silva e colaboradores mostrou 

que o aumento de macrófagos inflamatórios durante a obesidade é proporcional ao 
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aumento de macrófagos anti-inflamatórios, já que macrófagos com a expressão do 

receptor CD206 aumentam conjuntamente, porém com uma assinatura gênica 

totalmente modificada. No caso, foi detectado que estas células são renovadas por 

proliferação local. Já o trabalho com sequenciamento das células em humanos 

mostrou que monócitos inflamatórios podem dar origem aos macrófagos 

perivasculares (Hildreth et al., 2021), que também apresentam características 

diferentes dos classicamente ativados. O impacto da obesidade vai além da alteração 

da homeostase do organismo e afeta diretamente a função das células, o que pode 

ocasionar em defeitos em processos vitais como a fagocitose e o reparo de tecido. 

Estudos ainda são necessários para compreender o impacto dos efeitos sistêmicos 

da obesidade nas células imunes de outros órgãos e dos mecanismos de defesa do 

hospedeiro em condições inflamatórias pré-existentes. 

Na maior parte do tempo, o organismo não precisa desenvolver respostas 

inflamatórias, o que implica no estado de homeostasia. No entanto, há momentos em 

que as células precisam ativar vias inflamatórias para controlar uma infecção por 

exemplo, mas ao mesmo tempo precisam criar mecanismos regulatórios a fim de que 

essa inflamação não seja excessiva e danosa ao sistema. De fato, a inflamação induz 

um processo regulatório, e esses eventos se misturam em busca de um fino equilíbrio. 

A obesidade por sua vez acarreta alterações sistêmicas que levam a quebra da 

homeostase do organismo, gerando um processo de estresse crônico para as células 

que estão a todo momento captando o excesso de FFAs e de outros metabólitos, e 

também interagindo com LPS. Isso modifica o fenótipo celular e a produção de 

citocinas, induzindo uma inflamação sistêmica de baixa intensidade. De forma análoga 

na resposta inflamatória a um patógeno espera-se que a inflamação causada pela 

obesidade também induza mecanismos compensatórios em uma tentativa de 

reestabelecer a homeostasia do organismo. Nesse sentido, o aumento de macrófagos 

com perfil anti-inflamatório e especialistas em endocitose condiz com células 

constantemente expostas a metabólitos e como uma forma de compensação da 

resposta inflamatória sistêmica. 

O fato é que a obesidade e as alterações imunes relacionadas a essa condição, 

a colocam como um dos problemas mais graves e intrigantes da atualidade. No 

contexto da leishmaniose cutânea, detectamos que a obesidade induzida por dieta 

prejudica no controle do parasito, aumentando a lesão e a frequências de macrófagos 
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residentes na lesão após 8 semanas de infecção. Nossos resultados podem ser 

relacionados com os do grupo do professor Edgard Carvalho que identificou em 

pacientes de área endêmica para leishmaniose cutânea que a obesidade estava 

associada com um prolongamento no tempo das lesões causadas por L. braziliensis, 

e com aumento na falha terapêutica com Glucantime, medicamento cedido pelo SUS 

para tratamento da leishmaniose cutânea no Brasil (Lago et al., 2021). 

A obesidade de fato impacta a resposta imune e o tratamento das infecções, e 

a compreensão dos mecanismos subsequentes a infecção em um indivíduo com uma 

carga inflamatória prévia pode fornecer novas possibilidades terapêuticas específicas 

para indivíduos com obesidade e infecção. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A obesidade induzida por dieta foi capaz de alterar a resposta de macrófagos 

derivados da medula óssea no modelo de infecção in vitro por L. major. Nesse modelo, 

sob estímulo M1 os macrófagos mataram menos parasitos e produziram menos óxido 

nítrico e TNF-alfa.  Na polarização M2, também observamos maior suscetibilidade à 

infecção. Em ambos os casos houve um aumento na atividade da arginase que é 

compatível com o fenótipo. Já na infecção em C57BL/6. a obesidade resultou numa 

lesão mais severa. Houve um aumento na frequência de macrófagos residentes em 

relação a monócitos e macrófagos inflamatórios. Camundongos CCR2-/- também 

tiveram maior lesão, e a dieta HSB agravou ainda mais o prognóstico na linhagem. O 

aumento de macrófagos residentes é condizente ao aumento no parasitismo, já que 

esta célula não promove de maneira eficiente a eliminação do parasito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Imagem ilustrativa da conclusão do trabalho  

Camundongos C57BL/6 curam espontaneamente da infecção por L Major; Já os animais 

obesos apresentam uma lesão mais ulcerada, caraterizada principalmente pelo acúmulo de 

macrófagos residentes ao final de 8 semanas de infecção 
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Abstract

An association between increased susceptibility to infectious diseases and obesity has been

described as a result of impaired immunity in obese individuals. It is not clear whether a similar

linkage can be drawn between obesity and parasitic diseases. To evaluate the effect of obe-

sity in the immune response to cutaneous Leishmania major infection, we studied the ability of

C57BL/6 mice fed a hypercaloric diet (HSB) to control leishmaniasis. Mice with diet-induced

obesity presented thicker lesions with higher parasite burden and a more intense inflamma-

tory infiltrate in the infected ear after infection with L. major. There was no difference between

control and obese mice in IFN-gamma or IL-4 production by auricular draining lymph node

cells, but obese mice produced higher levels of IgG1 and IL-17. Peritoneal macrophages from

obese mice were less efficient to kill L. major when infected in vitro than macrophages from

control mice. In vitro stimulation of macrophages with IL-17 decreased their capacity to kill the

parasite. Moreover, macrophages from obese mice presented higher arginase activity. To

confirm the role of IL-17 in the context of obesity and infection, we studied lesion development

in obese IL-17R-/- mice infected with L. major and found no difference in skin lesions and the

leukocyte accumulation in the draining lymph node is redcuced in knockout mice compared

between obese and lean animals. Our results indicate that diet-induced obesity impairs resis-

tance to L. major in C57BL/6 mice and that IL-17 is involved in lesion development.

Author summary

Obesity is a serious and increasing public health problem, and also induces a spectrum of

metabolic disorders. Some diseases are known to be more severe in the presence of obe-

sity. However, the interactions of obesity with the immune response to infectious agents

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596 January 10, 2020 1 / 20

a1111111111

a1111111111

a1111111111

a1111111111

a1111111111

OPEN ACCESS

Citation: Martins VD, Silva FC, Caixeta F, Carneiro

MB, Goes GR, Torres L, et al. (2020) Obesity

impairs resistance to Leishmania major infection in

C57BL/6 mice. PLoS Negl Trop Dis 14(1):

e0006596. https://doi.org/10.1371/journal.

pntd.0006596

Editor: Armando Jardim, McGill university,

CANADA

Received: June 5, 2018

Accepted: October 28, 2019

Published: January 10, 2020

Copyright: © 2020 Martins et al. This is an open

access article distributed under the terms of the

Creative Commons Attribution License, which

permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original

author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are

within the paper and its Supporting Information

files.

Funding: This work was supported by Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientı́fico e

Tecnológico (CNPq) #446409/2014-6 (http://cnpq.

br/); Fundação de Amparo à Pesquisa de Minas

Gerais # APQ-01564-14 (http://www.fapemig.br/);
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have not been fully explored. In this study, we investigated the response of obese mice to

infection with Leishmania major. C57BL/6 mice were fed a hypercaloric diet (HSB) and

infected afterward with L. major. In obese mice, lesions were ticker and more ulcerative,

and cells from draining lymph nodes produced more IL-17 when compared with cells

from lean mice fed a control diet. Macrophages from obese and lean mice were infected in
vitro and stimulated with IL-17 to test the role of this cytokine in effect produced by obe-

sity. Macrophages from obese mice were more infected by L. major than the macrophages

from control mice and the number of parasites was increased by treatment with IL-17. IL-

17R deficient mice treated with hypercaloric diet showed no difference in lesion size when

compared to mice fed control diet. Our findings suggest that diet-induced obesity

decrease the resistance to L. major infection of C57BL/6 mice and the IL-17 cytokine may

be involved in the lesion formation.

Introduction

Obesity is characterized by excessive fat accumulation, and it is considered a multifactorial

chronic disease that has increased over the last decades. It is associated with a metabolic syn-

drome that includes insulin resistance, type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, and hyperten-

sion, and also leads to respiratory diseases, hepatic steatosis, polycystic ovary syndrome,

infertility, cancer, stroke, osteoarthritis [1].

Metabolic syndrome and co-morbidities associated with obesity occur in an environment

characterized by the presence of chronic low-grade inflammation [2,3]. The link between obe-

sity and inflammation started in the early 1990s when researchers demonstrated that TNF-alfa

expression was elevated in adipose tissue from obese individuals and it was related to insulin

resistance [4]. Since then, many studies have correlated obesity with inflammation, character-

ized by macrophage accumulation in adipose tissue [5,6] decrease in dendritic cell (DC) and

natural killer cell (NK) functions [7,8]. In addition, obesity alters the profile of T cells in adipose

tissue [9]. While T helper 1 (Th1) and CD8+ T-cells are increased in the adipose tissue of obese

animals [6], regulatory T cells are reduced [10,11]. These alterations in immune cells may cause

alterations in immune responses in obese individuals. However, it is unclear whether inflamma-

tion associated with obesity impacts in the immune response to infectious diseases.

It has been shown that obesity increases the susceptibility to infection by different agents

such as influenza virus (H1N1) [12], Helicobacter pylori [13] and Staphylococcus aureus [14].

Karlsson and coworkers showed that obese mice infected with the H1N1 virus had increased

inflammation, characterized by higher production of TNF-alfa and IL-6. Nevertheless, these

animals had a poor memory CD8+ T-cell response and were more susceptible to infection

[15]. Overweight and obese individuals also had a defective immune response to H1N1 viral

infection [16].

Other studies have addressed the effect of obesity on parasite infections. There is a positive

correlation between obesity and increased incidence of Toxoplasma gondii infection [17].

Interestingly, diet-induced obesity in C57BL/6 mice was protective in a model of cerebral

malaria [18]. Hypothalamic obesity in C57BL/6 mice infected with Plasmodium berghei
ANKA resulted in decreased parasitemia, but exacerbated inflammation, and increased mor-

tality rate[19]. Leptin-deficient obese mice (ob/ob mice) are also more susceptible to Trypano-
soma cruzi infection [20,21]. Sarnáglia showed that diet-induced obesity promoted

susceptibility to visceral leishmaniasis followed by higher production of pro-inflammatory

cytokines and increased parasite load [22].
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In spite of these studies on obesity and parasite infection, the interactions of obesity with leish-

maniasis are still poorly understood. Resistance to Leishmania major infection is well character-

ized in C57BL/6 mice. Induction of an early Th1 response is necessary to induce resistance.

Initial activation of dendritic cells leads to the production of IL-12 [23] that promotes a Th1

response with high levels of IFN-gamma and TNF-alfa production, and low levels of IgG1 anti-

body secretion. The establishment of this polarized inflammatory environment activates the

expression of iNOS and NO production in macrophages, which has leishmanicidal activity

[24,25]. This is a well-established model of resistance to infection. Therefore, we decided to inves-

tigate if obesity would interfere in the outcome of cutaneous leishmaniasis in C57BL/6 mice.

Our results showed that obesity did not affect the development of a Th1 response, nor trig-

ger a Th2 response. However, obese mice were more susceptible to infection. Moreover, the

increased IL-17 production found in obese mice in response to infection was not able to con-

trol Leishmania growth, suggesting that this cytokine could be one reason for parasite growth.

Our findings with mice that lack the receptor for IL-17 (IL-17R-/-) indicate that this interleu-

kin is important for the inflammation and control of L. major infection C57BL/6. The

increased inflammation with higher IL-17 production provides one mechanism for the

increased susceptibility of obese mice to L. major infection. Our results bring new insights into

the interactions between immune response and obesity in animals facing a parasite infection

with possible implications for the clinical outcome of leishmaniasis during obesity.

Methods

Animals and diet-induced obesity

All experiments were performed using six-eight-week-old female C57BL/6 mice, weighting

approximately 18g, and obtained from the Animal Facility at the Universidade Federal de

Minas Gerais (CEBIO, UFMG—Belo Horizonte, Brazil). IL-17 receptor-deficient mice

C57BL/6 background (IL-17R-/-) were generated according to http://transgenose.cnrs-

orleans.fr/eng/taam/lignees/caracLignees.php?l=1346#top and purchased from Centro de

Criação de Camundongos Especiais Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (USP-Ribeirão

Preto). All animals were maintained in the Experimental Animal Facility of the Laboratório de

Imunobiologia in collective cages (5 animals/cage) in an environmentally controlled room

with a 12-hour light/dark cycle, controlled temperature (28˚C) and unlimited access to water

and food. The obesity was induced with high sugar and butter diet (HSB, calories are 36%

from carbohydrates and 48% from lipids), given ad libitun to the mice [11]. Other components

of the diet were identical to avoid any nutritional deficit in the HSB mice. HSB diet and the

control diet (AIN93G) were prepared as described by Reeves, 1993 [26].

Ethics statement

Procedures and manipulation of animals followed the guidelines of the ethics committees in

research of Universidade Federal de Minas Gerais in agreement with guidelines of the ethics

committees in research from Brazilian Federal Law #11794, October 8th, 2008: http://www.

planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm. All animal protocols were

approved by the Committee on Animal Experiments (CETEA) under the protocol 338/2012,

and it was approved in 01/10/2013.

Experimental design

Mice were randomly divided into two groups: control (fed AIN-93G) and obese (fed HSB).

Animals were fed the same diet throughout the experiment. On the 4th week of diet

Obesity impairs resistance to Leishmania major infection in C57BL/6 mice

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596 January 10, 2020 3 / 20

http://transgenose.cnrs-orleans.fr/eng/taam/lignees/caracLignees.php?l=1346#top
http://transgenose.cnrs-orleans.fr/eng/taam/lignees/caracLignees.php?l=1346#top
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596


consumption, mice were infected with 1x106 metacyclic promastigotes of Leishmania major.
Infection was followed for 8 weeks. Body weight, lesion size, fasting glycemia, LDL cholesterol

and triglycerides levels were measured weekly during this period. Animals were euthanized on

the second, fourth and eighth weeks post-infection (Fig 1A).

Parasites, infection, and antigens

Leishmania (Leishmania) major (WHO MHOM/IL/80/Friedlin) were maintained in Grace‘s

medium (GIBCOBRL—Life Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA), pH 6.2 supple-

mented with 20% of fetal bovine serum (GIBCO), 20 μg/mL gentamicin sulfate (Schering-

Plough—Rio de Janeiro, RJ, Brazil) and 2mML-glutamine (GIBCOBRL—Life Technologies,

Grand Island, NY, MO, EUA) (supplemented Grace‘s), at 25˚C. The metacyclic promastigote

Fig 1. Experimental design and course of infection in diet-induced obese C57BL/6 mice. Animals were fed control (AIN93-G) or hypercaloric (HSB)

diets ad libitum for four weeks. On the fourth week mice were infected with 1x106 metacyclic L. major in the ear. Weight gain and food intake were

measured weekly. (A) Experimental design. (B) Weekly measurement of C57BL/6 body weight. (C) Weekly measurement of infected ear thickness

during eight weeks of infection. (D) Parasite titer in the infected ear, measured by limiting dilution. Data are represented as average ± SD. Statistical

analysis was performed by Student´s t test (�p<0.05; ��p<0.005). Results are representative of at least 4 independent experiments, n = 4 mice/group.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g001
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forms were separated by Ficoll gradient (Ficoll 400, Sigma-Aldrich, INC., St Louis, MO, USA)

at day 5 of culture. In a 15mL conical tube, we added 2mL of Ficoll 20%, then 2mL of Ficoll

10%, without homogenizing the two solutions, forming two distinct phases (Ficoll gradient).

Finally, the Leishmania suspension was added by carefully flowing through the wall of the tube

forming the third phase. This three-phase mixture was centrifuged at 800 x g for 10 min at

4˚C. The ring formed and all the supernatant above it, corresponding to the 10% Ficoll and

Leishmania phases in PBS, were collected with a Pasteur pipette. In another tube, 10 mL of

PBS was added to the supernatant and the suspension was centrifuged at 1500 x g for 15 min-

utes at 4˚C. The supernatant was discarded, and the pellet was recovered in 2 mL of PBS. A

1:100 diluted aliquot was withdrawn in PBS containing 4% formalin and the number of para-

sites was counted in Neubauer’s chamber. Parasites (1x106) were inoculated intradermally in

the left ear of each animal (final volume = 10μl). Lesion development was monitored weekly

by the difference in thickness between infected and uninfected ears, as measured by a digital

caliper (Starrett 727, Starrett, Itu, Brazil).

The number of parasites was estimated by limiting dilution as described previously [27].

Briefly, mice were euthanized and the whole ear was removed and cleaned in 70% alcohol.

Ears were fragmented with scissors and grinded in a glass tissue grinder. Tissue debris were

removed by centrifugation at 50 g for 1 min and the supernatant was transferred to another

tube and centrifuged at 1,540 g for 15 min. Pellet was resuspended in 0.5 mL supplemented

Grace’s medium. The parasite suspension was then serially diluted in 10-fold dilutions in

duplicates to a final volume of 200 μl in 96-well plates. Pipette tips were replaced for each dilu-

tion. Plates were incubated for 10 days at 25˚C and examined under an inverted microscope.

Results were expressed as the log10 of the last dilution in which parasites were detected in 96

wells plates.

Leishmania antigen was obtained from logarithmic phase cultures of L. major promasti-

gotes. Promastigotes were washed twice in PBS and pellets were submitted to seven cycles of

freezing in liquid nitrogen followed by thawing at 37˚C. The preparations were visually

inspected for the presence of intact parasites. The protein content of preparations was assayed

by the Lowry method [28] and adjusted to 1 mg/mL protein. Antigen preparation was ali-

quoted and stored frozen at -20 ˚C.

Histology

Ear samples from the injected sites were collected and fixed in 80% methanol and 20%

dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Darmstadt, Germany), embedded in paraffin, cut into

3–5-μm sections and stained with hematoxylin-eosin (H&E-staining) for microscopic analysis.

Images were taken with an optical microscope and are shown at 100x magnification.

Glycaemia and LDL measurement

To access glycemia, animals fasted for 6 hours and blood was collected from the tail vein.

Blood glucose was measured with a glucometer and strips (Accu—Chek Performa). To per-

form the oral glucose tolerance test (OGTT), glucose was given by gavage (2 g/kg). Measure-

ments were performed with a glucometer and strips (Accu—Chek Performa) before glucose

gavage and at 15, 30, 60 and 90 minutes later. For fasting glucose and LDL cholesterol mea-

surements, animals fasted for 6 hours and blood was collected. The glycemia and LDL choles-

terol levels were measured by enzymatic kit according to the manufacturer’s protocol (Bioclin,

Quiabasa, MG, Brazil).
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Lymph node cell isolation and adipose tissue processes

Single-cell suspensions were prepared from draining auricular lymph nodes of the infected ear

harvested at 2, 4 or 8 weeks after infection. Cells were placed in tissue culture plates and

adjusted to a concentration of 5x106 cells/mL in RPMI Medium 1640 (GIBCO BRL, Grand

Island, N.Y., USA) containing 10% of FCS, 2 mM L-glutamine, 50 μM 2-mercapto-ethanol,

100 U/mL penicillin, 100 μg/ mL fungizone, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM essential amino

acids and 25 mM Hepes. They were stimulated with 50 μg/mL L. major antigen. After 72 h,

supernatants were harvested and IFN-gamma, IL-4, IL-10, and IL-17 were measured by ELISA

as described. To measure cytokines from adipose tissue, extracts were prepared after collected

the peritoneal adipose tissue, then they were washed with PBS and weighed, for each 100 mg

of tissue, 1 mL of cold phosphate buffer containing 0.5% BSA and protease inhibitors were

added. Extracts were obtained by homogenizing tissues with an electrical tissue homogenizer.

Tissue samples were then centrifuged at 3500 g for 15 min, and supernatants were collected

and stored at -20˚C until use. Cytokines were measured as described elsewhere.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for cytokines and antibodies

Cytokines were measured in the lymph node cells supernatants and also in adipose tissue

extracts. Leptin was measured in the sera. For measurement of cytokines and leptin, plates

were coated (50μL/well) with monoclonal antibodies solution against IFN-gamma (Cat#:

900-TM98), TNF-alfa (Cat#: 900-M54), IL -4 (Cat#: 900-M49), IL -10 (Cat#: 900-K53) and IL

-17 (Cat#: 900-K392) (PeproTech, NJ, US) and leptin (Cat#: DY498) (R&D Systems MN, US),

diluted in PBS and kept overnight, at room temperature. The enzymatic reaction was revealed

by incubating the plates with a solution containing 0.2 μL/mL of H2O2 and 0.5 mg/mL ABTS

((C18H16N4O6S4-(NH4)2) (Sigma-Merck, Germany) in 0.1 M citrate buffer pH 5.0 for the

development of a dark green color. After this stage, the reactions were stopped by addition of

20μL/well of a solution of SDS 1%. All protocols are developed according to manufactures pro-

tocol. The absorbance (λ405 nm) of each well was obtained by an automatic ELISA reader

(Molecular Devices Spectra MAX340).

Anti-leishmania antibodies ELISA

After mice have received anesthesia, blood was collect and sera were separated by blood centri-

fugation, and the levels of specific antibodies were detected by capture ELISA using plates

coated with 200 μg/mL total L. major antigen (MaxSorp; NUNC, Rochester, NY, USA). For

immunoglobulin detection, specific anti-mouse biotinylated antibodies against mouse IgG,

IgG1, IgM and IgG2a were used (PharMingen). For IgG sera were diluted 1:100, for all others

sera were diluted at 1:10.

Macrophage culture

Thioglycolate (2%) solution was injected in the animal’s peritoneum, after 8 weeks on diet, to

induce macrophage recruitment. Peritoneal exudate cells were obtained after 72 hours. The

collected macrophages were incubated in a 24 well plate onto glass coverslips at the concentra-

tion of 1x105 cells/mL. Cells were incubated for 2 hours for adhesion. Then they receive the

stimulus to prime the macrophages before infection. Cells were stimulated with 1 ng/mL of

IFN-gamma, 1 ng/mL of IL-4, 1 ng/mL of IL-17, or 100 ng/mL of LPS. One hour after they

received 5:1 total L. major in the stationary phase per macrophage, without opsonization. In
vitro infection was analyzed by optical microscopy 4, and 72 hours post infection after instant

glass coverslip staining (Panótico, Laborclin, PA, Brazil). The following parameters were
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analyzed: percentage of infected cells; amastigotes inside infected cells and infection index

(percentage of infected macrophages divided by total amastigotes inside cells). For each mice

300 macrophages were counted, then the percentage of infected macrophages and also the

number of amastigotes inside the macrophage. For nitric oxide (NO) and arginase activity,

cells were incubated in 96 well plates (1x106 cells/mL) and infected with 5:1 L. major. The

supernatant was collected for NO measurement at 72h post-infection, as well as arginase

activity.

Nitric oxide (NO) assay

Supernatants of macrophage cultures were collected 72h post in vitro infection. Nitric oxide

production was measured as nitrite in culture supernatants using the Griess’ reaction [29].

Arginase activity

Arginase activity in homogenates of infected macrophages was assayed as described previously

[30] with few modifications. About 35μL macrophage homogenate was incubated in 24-well

plates with 50μL Triton X-100 and plates were shaken for 30min. Arginase was activated with

50 μL MnCl2 (10 mM) and 50 μL of TRIS-HCl (50 mM, pH 7.5) at 55˚C for 10 min. Then,

50μL samples were transferred to a fresh 24-well plate containing 25 μL of L-arginine (0.5 mM,

pH 9.7) and incubated for 60 min at 37˚C. The reaction was stopped by the addition of 400μL

of a mixture of acids and water H2SO4:H3PO4:H2O (1:3:7). Subsequently, 25 μL of 9% 1-phe-

nyl-1,2-propanodione-2-oxime in ethanol was added and the plates were incubated at 95˚C

for 45 min for color development. Reaction mixtures were read at 540 nm in a spectrophotom-

eter (Molecular Devices). One unit of enzyme activity is defined as the amount of enzyme that

catalyzes the formation of 1 μmol of urea/min. A standard curve was performed using urea

and the detection limit for the assay was 270 μM of urea.

Flow cytometry analysis of leukocytes in auricular draining lymph node

Auricular draining lymph nodes were collected, and the cells were homogenized and stained

with anti-CD45-APC-cy7 or their isotype control antibodies (BD Pharmingen) diluted in PBS

containing 1% BSA. Cells were fixed in 4% formaldehyde, and at least 50,000 events were

acquired using a FACSCan (Becton & Dickinson) equipment, and data were analyzed by

FlowJo (Treestar, Ashland, OR, USA) and converted to absolute number according the count-

ing of total alive cells.

Statistical analysis of the data

Data were initially analyzed using the Kolmogorov-Smirnov test to verify normal distribution.

Since all data were normally distributed, the Student’s t-test was used to compare groups. For

the statistical analysis in the IL-17R-/- mice we performed one-way ANOVA. The significance

level of p<0.05 was adopted.

Results

Obesity was associated with larger lesion and higher parasite burden

C57BL/6 mice showed significant weight gain by the 4th experimental week. Obese mice pre-

sented a significant increase in body weight when compared to the control group (Fig 1B). The

weight gain persisted until the end of the study whereas the control mice reach a plateau at the

6th week. We also confirmed the presence of metabolic syndrome in HSB-fed mice by their
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high levels of blood glucose, altered glucose tolerance test, high serum levels of LDL choles-

terol, triglycerides, and leptin (S1 Fig).

In order to detect the effects of obesity on the course of infection with L. major, C57BL/6

mice were infected in the left ear with metacyclic promastigotes, 4 weeks after the HSB-diet

consumption. Ear thicknesses in obese mice were significantly higher than in control mice

from the fifth-week post infection (Fig 1C). Parasite burden was also checked 2, 4 and 8 weeks

post-infection. Two weeks post-infection and eight weeks post infection obese mice presented

higher parasitism (Fig 1D). At 8 weeks after infection, obese mice presented a more ulcerative

lesion with extensive necrosis and tissue damage when compared to the control group (Fig

1E). Histological analysis of ear samples showed differences in the inflammatory profile of the

lesions between obese and control mice. Control mice showed less inflammatory infiltration at

all times post-infection analyzed (Fig 2A, 2B and 2C) comparing to obese mice at the same

time points (Fig 2D, 2E and 2F). It is also important to note that there are visible parasites only

in the tissue from obese mice (inserts—Fig 2D and 2E). At 8th-week post-infection, obese mice

Fig 2. HSB diet-induced obesity leads to a more severe inflammatory reaction in the infected ear. Representative photomicrographs of ear

histological sections from C57BL/6 mice submitted to HSB and AIN93-G diets and infected with L. major. (A, B and C) photomicrography from

control mice 2, 4 and 8 weeks post infection. The cellular infiltration is predominantly polymorphonuclear (Insert in A, B), focal and discrete to

moderate infiltration in the papillary dermis and deep dermis accompanied by mild to moderate thickening of the dermis; erosion and ulceration of the

epidermis, predominantly polymorphonuclear inflammatory process with discrete mast cell hyperplasia (Insert in C) and thickening of the dermis,

moderate to severe at eight weeks post infection. (D, E and F) photomicrography from HSB-fed mice 2, 4 and 8 weeks post infection. Ulcerated

epidermis, predominantly polymorphonuclear and focal inflammatory process in the dermis and hypodermis, with thickening of the dermis, both of

intense character, and tissue parasitism (Insert in D) in animals belonging to the obese group, 2 weeks post infection; moderate thickening of the dermis

and inflammatory infiltrate also moderate, predominantly polymorphonuclear (Insert in E) and focal, in the papillary dermis, deep dermis and

hypodermis 4 weeks post infection; ulcerated epidermis, predominantly polymorphonuclear and focal inflammatory process in the dermis and

hypodermis with thickening of the dermis, both moderately characterized with moderate mast cell hyperplasia (Insert in F), 8 weeks after infection.

Hematoxylin-Eosin. Bar in the normal image = 25mm.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g002
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presented greater cellular infiltrate, including polymorphonuclear cells, and mast cell hyper-

plasia (Fig 2F).

Obesity induced increased production of L. major specific IgG1

In the 8th week of infection, obese mice presented higher levels of specific circulating IgG,

IgG1 and IgG2a, when compared to the levels found in mice from the control group (Fig 3A,

3C and 3D). Serum IgM levels were higher in obese mice only on the 4th week. There was an

increase in total IgG, IgG1 and IgG2a levels on the 8th week of infection in obese mice when

compared to their control counterparts suggesting that increased antibody production during

obesity may be associated with a lower efficiency to kill Leishmania.

Obese C57BL/6 mice showed no impairment in IFN-gamma production

but had increased IL-17 production by auricular draining lymph node cells

Both control and obese mice produced equivalent levels of IFN-gamma by cells from auricular

draining lymph node (Fig 4A). The same result was observed for TNF-alfa (Fig 4B). These data

Fig 3. Diet-induced obesity increases the concentration of L. major specific immunoglobulins in C57BL/6 serum. Total IgG (A), IgM (B), IgG1 (C)

and IgG2a (D) were measured in sera from mice fed control (AIN93G) and hypercaloric (HSB) diet. ELISA was performed at 2, 4 and 8 weeks of

infection. For sensitization, L. major antigen at 20 μg/mL was used. To measure IgG, sera were diluted 1:1000, and 1:100 for IgG1, IgG2a and IgM. Data

are represented as average ± SD. Statistical analysis was performed by Student´s t test (�p<0.05; ��p<0.005). Results are representative of at least two

independently experiments, n = 4 mice/group.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g003
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suggest that the increase in parasite burden observed in obese mice was not related to a defi-

cient Th1 response.

We also evaluated the production of IL-4, IL-10, and IL-17 in the supernatant of cultured

cells from auricular draining lymph nodes of the infected ear. There was no difference in IL-4

or IL-10 production between obese mice and control mice (Fig 4C and 4D). Interestingly, IL-

17 production was elevated on the second week post-infection in both groups. However, in

obese mice, IL-17 levels stayed higher up to the 8th week of infection in obese mice, whereas it

decreased in the control mice by the same time. Auricular lymph nodes cells from non-

infected mice were stimulated in vitro with ConA, and we observed significantly increased

concentrations only for IL-10 in the supernatants (S2 Fig).

Fig 4. Cytokine production by lymph node cells in culture. Cytokine concentrations were measured by ELISA in cell culture supernatants stimulated

in vitro with 50 μg/mL of L. major antigen. Cells were collected 2, 4 and 8 weeks after infection and adjusted for 5x106/mL of culture and incubated

during 72h. (A) IFN-gamma; (B) TNF-alfa; (C) IL-4; (D) IL-10 and (E) IL-17. Data are represented as average ± SD. Statistical analysis was performed

by Student´s t test (� p<0.05). Results are representative of at least two independent experiments, n = 4 mice/group.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g004
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Cytokine secretion in adipose tissue was also evaluated and no difference was found for

IFN-gamma or IL-17. As expected, TNF-alfa levels were increased in adipose tissue from

obese mice before infection. Two weeks after infection, TNF-alfa levels decreased, and there

was no difference between control and obese mice at 4th and 8th weeks post infection. IL-10

production in adipose tissue also presented some differences between obese and control mice.

In obese mice, IL-10 levels were higher before infection and four weeks after infection (S3 Fig).

IL-17 production is higher in obese mice at different organs, even without infection (S4 Fig).

Macrophages from obese mice had higher arginase activity and higher

parasitism when infected in vitro with L. major
To evaluate the leishmanicidal capacity of macrophage from obese mice, we analyzed the

degree of infection of macrophages at 4 and 72 hours post in vitro infection with L. major. At 4

hours post infection, macrophages from obese mice had a higher percentage of infected mac-

rophages as well as a higher number of amastigotes per macrophage, and also a higher infec-

tion index when compared to macrophages from control mice (Fig 5A, 5B and 5C). Of note, in
vitro infection was performed using non opsonized total promastigotes, and that could explain

why we found fewer amastigotes 72h after infection than 4h post-infection [31]. At 72 hours

post infection, macrophages from obese mice harbor more amastigotes than macrophages

from control mice (Fig 5E), in both experimental situations, stimulated with IFN-gamma or

with IL-17. To verify whether IL-17 would impair the killing of amastigotes in vitro, we stimu-

lated the cultures with IL-17. Macrophages from control mice stimulated with IFN-gamma

had a decrease in number of amastigotes, percentage of infected cells and also infection index,

72h post infection. In the obese macrophages, the IFN-gamma stimulus decreased the number

of amastigotes, but not the percentage of infected cells or the infection index, and in the IL-17

stimulated wells macrophages from obese mice are similar with the no stimulated macro-

phages. Macrophages from control mice, when cultured in vitro with IL-17, had similar infec-

tion index and percentage of infected cells compered with no stimulated macrophages 72h

post-infection, differently from when they were stimulated with IFN-gamma. These data sug-

gest that IL-17 may interfere with parasite elimination. On the other hand, addition of IFN-

gamma in the culture of macrophages from obese mice also decreased the number of amasti-

gotes and the infection index, but not the percentage of infected cells.

We also investigated the production of NO and arginase activity by macrophages from

obese mice. Macrophages from obese mice without any stimulus or stimulated with IFN-

gamma and LPS produced slightly more NO than cells from the control group (Fig 5G). How-

ever, arginase activity was also higher in non-stimulated cells from the obese mice, as well as in

cells infected with L. major. IL-4 stimulation did not increase arginase activity, but arginase

activity remained higher in obese mice. Macrophages from obese mice also displayed higher

arginase activity upon activation with IFN-gamma and LPS (Fig 5H). Therefore, our data sug-

gest that obesity increases arginase activity in macrophages.

The absence of IL-17 receptor abolished the effect of obesity in the profile

of L. major infection

To further characterize the role of IL-17, we fed IL-17R-/- mice with HSB and AIN93G diet

and infected them with L. major. The lack of signaling through the IL-17 receptor changed the

effect of obesity in L. major infection. Wild type (WT) but not IL17R-/- mice fed HSB diet

gained weight when compared to IL-17R-/- and WT mice fed control diet (Fig 6A). Further-

more, HBS fed and AIN93G fed IL-17R-/- mice presented a similar course of infection shown

by their lesion development (Fig 6B and 6E). Interestingly, at the 8th week of infection
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IL17R-/- mice had similar parasite burdens regardless of the diet they were fed (Fig 6C). In

concert with the similarity in lesion size (Fig 6B), IL-17R-/- mice did not show increased accu-

mulation of CD45+ cells (leukocytes) in auricular draining lymph nodes (Fig 6D), suggesting

that IL-17 signaling was needed for the increase in lymph node leukocyte numbers and for

lesion formation during obesity. Both HBS fed and AIN93G fed IL-17R-/- mice showed non-

ulcerative and non-necrotic lesions at the 8th week post infection (Fig 6E).

Discussion

The impact of obesity in the immune response to cutaneous leishmaniasis has never been

described. Our results showed that C57BL/6 mice with diet-induced obesity present larger

lesions than control lean mice, and these lesions contained more parasites. We observed no

difference in IFN-gamma, IL-4 and TNF-alfa production by cells from the auricular draining

Fig 5. In vitro macrophage infection. To measure the percentage of infected macrophage (MO) and the amastigote number in infected MO, cells were

collected from the peritoneal cavity after thioglycotate stimulation and cultured at 1x105/ml. The infection was performed with 5 total non opsonized

promastigotes of L. major per MO 24h after adhesion. Parasite counts were performed at 4 and 72 hours post infection. Arginase and NO were

measured 72h after infection, as described in Materials and Methods. (A and D) Percentage of infected MO; (B and E) Amastigote number per infected

MO and (C and F) Infection index [(MO�100/infected MO)�(amastigotes/infected MO)]; (G) NO production; and (H) Arginase activity. Data are

represented as average ± SD. Statistical analysis was performed by Student´s t test (�) means p<0.05 between MO from control mice versus obese mice;

(&) means p<0.05 comparing MO from control group without stimulus and with different culture conditions and ($) means p<0.05 comparing MO

from obese group without stimulus and with different culture conditions. n = 6.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g005
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Fig 6. HBS fed IL-17R-/- mice do not show difference in L. major infection profile compared with control AIN93G fed mice. Wild type

and IL17R-/- C57BL/6 mice were fed either control (AIN93G) or hypercaloric (HSB) diets ad libitum for four weeks. On the fifth week mice

were infected with 1x106 metacyclic L. major in the ear. (A) Weekly measurement of body weight. (B) Weekly measurement of infected

lesion during eight weeks of infection. (C) Parasite titer in the infected ear, measured by limiting dilution. (D) Absolute number of CD45

+ cells in the draining lymph node. (E) Representative pictures of ears lesions of IL17R-/- and WT at week 8 post infection. Data are

represented as average ± SD. Statistical analysis was performed by Anova test (�p<0.05; ��p<0.005). n = 4/ group.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g006

Obesity impairs resistance to Leishmania major infection in C57BL/6 mice

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596 January 10, 2020 13 / 20

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596.g006
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006596


lymph nodes of these mice, but there was an increase in the levels of IL-17. Moreover, perito-

neal macrophages from obese mice were less efficient in killing amastigotes than macrophages

from control mice, and addition of IL-17 to macrophage cultures decreased their ability to

control infection compared with ones stimulated with IFN-gamma. To further clarify the role

of IL-17 in this process, we fed IL-17 receptor-deficient C57BL/6 mice with either hypercaloric

HBS or control AIN93G diet, and infected them with L. major. Interestingly, obese IL-17R-/-

did not have augmented lesions, but presented high parasite load, and no difference in infec-

tion was observed between HBS fed or AIN93G fed mice.

There is a gap in understanding how obesity affects the course of intracellular infections,

including parasite infections. In accordance with the negative association between obesity and

infectious diseases already described [22,32,33], our study showed that obese mice had higher

parasite burden than lean mice, failing to control parasite growth. In addition, lesions in obese

mice were larger and more ulcerative than the lesion in the control group. Adipose tissue pro-

duces cytokines, adipokines, and chemokines which alter the immune response, affecting the

recruitment of inflammatory cells, such as macrophages, neutrophils and dendritic cells [34].

It is known that obesity also affects T cell differentiation and function, increasing pro-inflam-

matory cytokine production [35,36]. Considering that obesity is associated with a “low-grade”

inflammation, one reasonable hypothesis could be that in the specific case of cutaneous leish-

maniasis, where macrophages require an inflammatory environment to control parasites, obe-

sity would improve the immune response against L. major. However, our data do not support

this hypothesis. The histological data also detected a higher parasite burden in obese C57BL/6

mice when compared to mice from the control group further indicating that obesity interferes

with control of parasite growth. Interestingly, lesions in obese mice showed increased cellular

infiltration; however, the inflammatory cells had poor ability to eliminate the parasites.

We also measured the antibody response to L. major in sera and found higher levels of IgG

and IgG1 in obese C57BL/6 mice than control mice after eight weeks of infection. As described

in previous studies, susceptibility to L. major infection is associated with isotype switching to

IgG1 [37,38]. Antibody levels are directly related to parasite number, as antibodies may form

immune complexes that bind to Fcγ receptors (FcγR), inhibiting the proinflammatory activity

of macrophages, without impairing phagocytosis [39]. Interestingly, despite favoring phagocy-

tosis, IgG fails to protect against L. major, and even worse, contributes to the pathogenicity

itself [40]. Indeed, it has been reported that phagocytosis of IgG-opsonized amastigote forms

induces the activation of signaling pathways leading to the production of IL-10 by macro-

phages [38].

To understand why obese C57BL/6 mice had more severe lesions than control mice, we

also evaluated cytokine production. Obesity did not affect the production of IL-4 in C57BL/6

mice. This result differs from previous data that associate obesity with susceptibility to asthma

and allergies, driven by higher IL-4 secretion and Th2 differentiation [41,42]. We also showed

no difference in TNF-alfa and IFN-gamma levels at the time points measured. Obese mice did

not show overproduction of proinflammatory cytokines by cells from the draining lymph

nodes. In response to parasite antigens, it was expected a higher production of pro-inflamma-

tory cytokines by obese mice, as it was observed for infection with Plasmodiun berguei [19]

and also for infection with Leishmania chagasi [22].

The role of IL-17 in leishmaniasis has been a subject of debate. We found a higher IL-17

production by lymph node cells of obese mice, which presented a more severe lesion with

higher parasite burden than the control group. Classically, IL-17 production is associated with

neutrophil recruitment and often is related to pro-inflammatory response in various diseases,

including autoimmune disorders [43], fungal [44] and bacterial infections [45]. However,

recent studies have questioned whether IL-17 function is restricted to pro-inflammatory action
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[46]. IL-17 is produced mainly by Th17 cells, which could be stimulated by a different combi-

nation of cytokines, including TGF-β, IL-6, IL-23 and IL-1β [43]. Obesity alters the cytokine

profile in adipose tissue and in serum, and IL-17 seems to have a significant role in obesity.

Previous studies have shown that production of this cytokine is elevated in obesity, both in

humans and mice [47,48]. In line with these reports, our results showed that cells from drain-

ing lymph nodes from infected obese mice secrete higher levels of IL-17. Studies on cutaneous

leishmaniasis have correlated IL-17 release with increased pathogenicity in cutaneous leish-

maniasis in mice [49,50]. Results obtained using mice IL-17R-/- showed that these mice had

less severe lesions then wild type mice with lower numbers of leukocytes in the draining

lymph nodes; however the parasite burden was as high as in obese WT mice, with no differ-

ence between HBS fed or AIN93 fed mice. Therefore, IL-17 seems to play a critical role in

lesion and ulcer formation in obese mice during L. major infection.

We also performed in vitro infection of macrophages with L. major to assess the efficiency

of macrophages from obese C57BL/6 mice to kill the parasites. There was an increased fre-

quency of infected cells among macrophages from obese mice 4 hours post infection, and a

larger number of amastigotes/cell in macrophages from obese mice 4 and 72 hours post infec-

tion. These results are in line with higher arginase activity detected in macrophages from

obese mice. Interestingly, Sousa and coworkers found that IL-17 increases arginase activity,

and favor parasite growth in BALB/c mice infected with L. amazonensis [51]. Arginase activity

is increased in mice susceptible to cutaneous leishmaniasis, and this enzyme utilizes arginine

as a substrate to induce polyamine production instead of NO [52]. Interestingly, studies on

inflammatory bowel disease have demonstrated that IL-17 induces an alternative activated

macrophages response. Moreover, IL-17KO C57BL/6 mice expressed lower levels of mRNA

coding for molecules associated with alternative activated macrophages activity, including

arginase 1 [53]. Another study showed that IL-17 induces arginase 1 production in a model of

human Papillomavirus [54]. In this case, arginase 1 would be active in the macrophages in our

experiments. Our in vitro results showed an environment where IFN-gamma would still be

inducing the parasite control in obese macrophages. However, IL-17 production decrease,

even a little, the leishmanicidal activity of macrophages from obese mice and could further

facilitated parasite growth by increasing arginase activity.

To test the hypothesis that IL-17 would impair leishmania killing by macrophages, we

infected macrophages stimulated in vitro with IL-17. IL-17 interfered with parasite elimination

by macrophages from control and obese mice. Moreover, addition of this cytokine decreased

parasite killing by control macrophages activated with IFN-gamma.

To further confirm our hypothesis, we performed an experiment with IL-17 receptor defi-

cient mice. These mice did not show weight gain when fed HSB diet and no difference was

observed between lean and obese mice infected with L. major. It was reported before that IL-

17R-/- mice did not gain weight when fed a high fat diet because they developed an inflamma-

tory reaction in the small intestine that allowed bacterial translocation [55].

It was already observed that IL-17-deficient BALB/c mice developed smaller lesions despite

only a modest reduction in parasite loads [49] when infected with L. major, the same profile

we observed in obese IL-17R-/- mice that controlled lesion sizes but not parasite burdens. It is

not in the literature that the wound induced by Leishmania ssp. is not always related with para-

site burden [56,57].

In the present work, we propose IL-17 as an alternative cytokine that may determine the

fate of the lesion formation in response to L. major in mice that received hypercaloric diet. We

showed that diet-induced obesity, a condition associated with IL-17 production, increased the

susceptibility of C57BL/6 mice, a mouse strain genetically resistant to L. major infection.
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Therefore, IL-17 could be a potential candidate to explain diverse comorbidities associated

with obesity and its role in models of infection and ulcerated wound.

Taken together, our results showed that diet-induced obesity in C57BL/6 mice decreased

their capacity to control infection by L. major. This might be related to the induction of IgG1

secretion, IL-17 production and impaired capacity of macrophages to control parasite growth.

The present results provide novel clues about the relationship between obesity and leishmanial

infection in a time when infection is now being added to the list of health risks associated with

obesity.

Supporting information

S1 Fig. Metabolic evaluation in mice fed HSB diet before and after L. major infection. (A)

Fasting glycaemia. (B) Glucose oral tolerance test performed eight weeks post infection. Mice

were fasted for six hours and received a 30% glucose solution. Blood was taken at time 0 and

15, 30, 60 and 90 minutes after administration of the glucose solution. (C) Total blood choles-

terol eight weeks post infection. (D) Serum leptin concentration measured by ELISA (8 weeks

post infection and 12 weeks post diet consumption). Statistical analysis was performed by Stu-

dent´s t test (� p<0.05; �� p<0.005 and ��� p<0.0005). Data are represented as average ± SD.

Results are representative of at least 4 independently experiments, n = 4mice/group.

(TIF)

S2 Fig. Cytokine production by auricular lymph node cells in culture from non-infected

mice. Cytokine concentrations were measured by ELISA in cell culture supernatants stimu-

lated in vitro with 10μg/ml of ConA. Cells were collected and adjusted for 5x106/mL of culture

and incubated during 72h. Data are represented as average ± SD. (A) IFN-γ; (B) IL-4; (C) IL-

10 and (D) IL-17. n = 5 mice/group.

(TIF)

S3 Fig. Cytokine profile in the adipose tissue extract from C57BL/6 mice infected with L.

major. The peritoneal adipose tissue extracts were prepared (100 mg/mL of buffer) and ELISA

was performed to measure concentrations of IFN-gamma, TNF-alfa, IL-10, IL-17 and IL-4.

(A) IFN-gamma; (B) TNF-alfa; (C) IL-10; (D) IL-17. IL-4 values were below the detection

limit. Data are represented as average ± SD. Statistical analysis was performed by Student´s t
test (�p<0,05). Results are representative of at least two independently experiments, n = 4

mice/group.

(TIF)

S4 Fig. IL-17 concentration in different organs without infection. Spleen cells were collected

and stimulated in vitro with 10μg/mL of ConA 4 (A) and 12 (B) weeks after mice consume

AIN93G or HSB diet. The peritoneal adipose tissue extracts (100mg/ml of buffer) were pre-

pared 12 weeks after mice consume AIN93G or HSB diet (C) and serum were collected also 12

weeks after mice consume AIN93G or HSB diet (D). ELISA was performed to measure con-

centrations of IL-17. Data are represented as average ± SD. n = 4 or 5 mice/group.

(TIF)
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