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RESUMO

A obesidade é considerada uma doenca crénica multifatorial e esta relacionada ao
aumento da taxa de mortalidade, pois predispée o organismo a uma variedade de
doencas. Trata-se de um problema de saude publica que tem crescido no Brasil e no
mundo em todos os estratos da sociedade. Muitos dos efeitos da obesidade sobre o
desenvolvimento de distlrbios metabdlicos e cardiovasculares ja sdo conhecidos, no
entanto, pouco se sabe sobre o impacto da obesidade sobre o sistema imunoldgico
e as doencas infecciosas. Estudos recentes tém demonstrado que individuos obesos
apresentam uma resposta imunologica diminuida predispondo ao aumento da
susceptibilidade a infeccdo por diferentes agentes patogénicos. Assim sendo, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar se a obesidade induzida por dieta hipercalérica
altera a resposta imunolégica em camundongos C57BL/6 frente a infeccdo por
Leishmania major. Camundongos C57BL/6 foram divididos nos grupos AIN 93G
(dieta normal) e HSF (dieta hipercalorica). Apés 4 semanas de dieta os grupos foram
infectados com L. major e eutanasiados 2, 4 e 8 semanas ap0s a infeccdo. Avaliou-
se o ganho de peso, glicemia, lipideos séricos, tamanho da lesdo, parasitismo, perfil
de citocinas e imunoglobulinas e producéo de éxido nitrico. Os dados apresentados
no presente estudo sugerem que a obesidade e suas complicagbes metabdlicas
parecem alterar a resposta imunoldgica durante a infeccao por L. major. A alteracao
do perfil de citocinas (reducdo de IFN-y e aumento de IL-10 ambos na segunda
semana de infec¢do) possivelmente podem explicar os mecanismos envolvidos
pelos quais os animais obesos apresentam maior tamanho de lesdo e maior

permissividade ao parasito.

Palavras-chaves: Obesidade, infec¢cao, Leishmania major, resposta imune.
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ABSTRACT

Obesity is a multifactor chronic disease and is associated with increased
mortality, as it predisposes to a variety of diseases. This is a public health problem
that has grown in Brazil and worldwide in all segments of society. Many effects of
obesity on the development of metabolic and cardiovascular disorders are known,
however little is known about the impact of obesity on the immune system and
infectious diseases. Recent studies have shown that obese subjects have an
impaired immune response predisposing to increased susceptibility to infection by
various pathogens. Therefore, the aim of this study was to evaluate whether obesity
induced by high calorie diet alters the immune response in C57BL / 6 mice to
infection by Leishmania major. C57BL / 6 mice were divided into groups AIN 93G
(normal diet) and HSF (hypercaloric diet). After 4 weeks of diet groups were infected
with L. major and euthanized 2, 4 and 8 weeks after infection. We evaluated weight
gain, blood glucose, serum lipids, lesion size, parasitism, cytokine profile and
immunoglobulins and nitric oxide production. The data presented in this study
suggest that obesity and its metabolic complications appear to alter the immune
response during infection with L. major. Changes in the cytokine profile (reduction of
IFN-y and increase of IL-10 in the second week of infection) may possibly explain the
mechanisms by which obese animals present higher lesion size and more

permissiveness to the parasite.

Key-words: obesity, infeccion, Leishmania major, immune response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade: Conceito, epidemiologia, alteracbes metabdlicas e

imunoldgicas

A obesidade é caracterizada como acumulo anormal ou excessivo de gordura
que pode causar danos a saude. O indice de Massa Corporal (IMC), definido como o
peso do individuo em quilos dividido pelo quadrado da sua altura em metros (kg/m?),
€ comumente utilizado para classificar a obesidade. Individuos com valores de IMC
de 25 a 29,9kg/m? s&do considerados com sobrepeso, enquanto individuos com IMC
igual ou maior que 30kg/m? sdo considerados obesos (Organization, 2014). Para
manter o equilibrio de energia, um adulto deve consumir e gastar calorias em
quantidades iguais ao longo do tempo. Desequilibrio de energia ocorre quando ha o
balanco energético positivo, ou seja, quando a ingestao alimentar € superior ao
gasto energético necessario para a manutencdo das funcdes metabdlicas do
organismo. Este aporte caldrico positivo, ou desequilibrio energético, é a principal
causa da obesidade, j4 que este acumulo excessivo de energia sera armazenado
sob a forma de lipideos no tecido adiposo. Além do excesso de calorias, fatores
genéticos, sedentarismo, estilo de vida e fatores constitucionais do individuo podem
contribuir para as causas da obesidade (Clinical Guidelines on the Identification,
Evaluation, and Treatment of Overweight and Obesity in Adults--The Evidence
Report. National Institutes of Health., 1998; Blackburn et al., 2010).

A obesidade € considerada uma doenca cronica multifatorial e esta
relacionada ao aumento da taxa de mortalidade, pois predispde o organismo a uma
variedade de doencas como resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2,
hipertenséo, sindrome metabdlica, doencas respiratdrias como a asma e apneia do
sono, trombose, esteatose hepatica, sindrome do ovario policistico, infertilidade,
dislipidemias, neoplasias, acidente vascular cerebral, osteoartrite, dentre outras
(Obesity: preventing and managing the global epidemic. Report of a WHO
consultation., 2000). Desde a década de 1980 a obesidade tem se tornado uma
epidemia que afeta grande parte dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
dentre eles o Brasil, e representa hoje um grave problema de saude publica. Em
2008 foi estimado que mais de 10% da populacdo mundial era obesa (Flegal et al.,

2012; Organization, 2014). No Brasil, desde 1974, a obesidade cresceu mais de
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quatro vezes entre os homens, de 2,8% para 12,4%, e mais de duas vezes entre as
mulheres, de 8% para 16,9% e, segundo a Pesquisa de Orcamento Familiar (POF)
de 2008-2009, este aumento esteve relacionado a modificacbes dos habitos
alimentares, com aumento do consumo de carboidratos simples e gorduras
saturadas e a diminuicdo dos alimentos in natura (Ibge, 2010).

Trata-se de uma doenca metabdlica com etiologia complexa e alteragdes em
diversos mecanismos, inclusive imunolégicos (Blackburn et al., 2010; Kanneganti
and Dixit, 2012; Fisher-Hoch et al., 2013). Muitos dos efeitos da obesidade sobre o
desenvolvimento de distlrbios metabdlicos e cardiovasculares ja sdo conhecidos, no
entanto, pouco se sabe sobre 0 impacto da obesidade sobre o sistema imunoldgico
e as doencas infecciosas. Estudos em animais e humanos tém demonstrado que a
obesidade est4d associada a alteracdo da producdo de células do sistema
imunolégico e citocinas, prejuizo da funcdo das células dendriticas e
comprometimento das células natural killer (NK) (O'shea et al., 2013). Em relacéo as
células dendriticas (CDs) observou-se um numero menor dessas células em
individuos obesos quando comparado aos individuos saudaveis. Além disso,
individuos obesos apresentaram menor expressao de moléculas co-estimuladoras
de linfdcitos T, menor ativacao via toll like receptors (TLR) e maior producao de IL-10
(O'shea et al., 2013). A soma desses fatores favorece a proliferacdo e sobrevivéncia
de agentes infecciosos (O'shea et al., 2013).

E crescente o nimero de pacientes obesos que sdo mais vulneraveis a
adquirirem infeccdo hospitalar, que necessitam de terapia intensiva e que sao mais
susceptiveis ao 6bito. A obesidade em si apresenta um componente inflamatorio que
leva ao desenvolvimento de doenca metabdlica e outras alteragbes de saude
associadas. Estima-se que o risco de pneumonias, infecgbes do trato urinario e
aumento de feridas infeccionadas em obesos tenha até o dobro da incidéncia de
individuos eutroficos (De Heredia et al.,, 2012; Milner and Beck, 2012; Yuan and
Chen, 2013). Além do mais, sabe-se que a resposta aos antibiéticos comumente
utilizados ndo € a mesma diante do excesso de tecido adiposo, embora 0s
mecanismos que desencadeiem esses fendmenos ainda ndo sejam bem
compreendidos (De Heredia et al., 2012; Milner and Beck, 2012; Yuan and Chen,
2013).

Estudos recentes tém demonstrado que a resposta imunoldgica diminuida no

individuo obeso leva ao aumento da susceptibilidade a infeccdo por diferentes
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agentes patogénicos, tais como virus influenza (H1N1), Mycobacterium tuberculosis,
virus coxsackie, Helicobacter pylori e virus da encefalomiocardite (Vaillant et al.,
2009; Karlsson and Beck, 2010; Nave et al., 2011; Sheridan et al., 2012). Embora os
mecanismos especificos definidos para a resposta imune diminuida as doencas
infecciosas no hospedeiro obeso ainda sejam desconhecidos, varias alteracdes
associadas a obesidade, tais como a inflamagéo excessiva, alteracdo na sinalizagéo
de adipocinas, alteracbes metabodlicas e mesmo regulacdo epigenética poderiam
afetar a resposta imunologica (Karlsson and Beck, 2010). Trabalhos evidenciam que
uma maior incidéncia de doenca crbnica associada a inflamacdo e maior
suscetibilidade a infeccdo em pessoas obesas representa uma ameaga crescente a
saude (Kanneganti and Dixit, 2012). Segundo Fisher-Hoch e colaboradores (2013),
pneumonias sdo mais frequentes e muitas vezes mais dificeis de tratar em pessoas
obesas, sendo que os principais patdgenos incluem o virus influenza, pneumococos,
estafilococos, tuberculose, bem como fungos e outros agentes patogénicos
oportunistas. Este aumento de susceptibilidade €, em grande parte, devido a
caracteristica do estado inflamatério crénico, o que resulta em comprometimento de
uma ampla gama de respostas imunes (Fisher-Hoch et al., 2013). A obesidade tem
sido relacionada a episédios graves de influenza (Vaillant et al., 2009) e a presenca
de pneumonia por bactérias pneumococos em gripe fatal ((Cdc), 2009). Individuos
obesos podem ter susceptibilidade aumentada a infeccdo do trato respiratério
inferior devido a um maior risco de aspiracao, volume pulmonar reduzido, alteracéo
no padrdo de ventilacéo e ao prejuizo das respostas mediadas por células B e T do
sistema imunologico (Falagas and Kompoti, 2006). Além disso, a obesidade também
esta relacionada as doencas cronicas que podem aumentar o risco de pneumonias,
incluindo a diabetes, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, asma, refluxo
gastro-esofagico, alguns tipos de canceres e doenca hepatica (Falagas and
Kompoti, 2006; Kornum et al., 2010). Estudo de coorte realizado por Kornum e
colaboradores (2010) avaliou a associacdo entre obesidade e o risco de
hospitalizagdo por pneumonia, concluiu que a obesidade nesses pacientes esti
associada a um risco significativamente maior de hospitalizacdo entre os homens,
mas ndo entre as mulheres. Esse maior risco aparentemente foi explicado pela
presenca de co-morbidades em individuos obesos (Kornum et al., 2010). Assim, a
melhor compreensao dos processos imunoldgicos que regulam a obesidade podem

contribuir para o desenvolvimento de tratamentos para doencas associadas a ela



20

(Kanneganti and Dixit, 2012). A obesidade esté associada positivamente com o risco
de desenvolver asma e doencgas alérgicas, embora 0s mecanismos que expliguem
esta observagao ainda néo sejam totalmente compreendidos (Wang et al., 2003).
Um relatorio recente em um ambulatorio de asma na Nigéria documentou taxas de
54% de obesidade em pacientes atendidos e mostrou que obesos asméticos tém a
funcdo pulmonar mais baixa do que os nao obesos (Wang et al., 2003). Pesquisas
sugerem que a inflamacéo sistémica, medida usando niveis de proteina C reativa
(PCR), pode ser importante na relacdo entre obesidade e asma. A PCR é um
marcador para a inflamacédo sistémica e seus niveis sdo frequentemente elevados
em individuos com excesso de peso (Butland et al., 2008). Embora muitas pessoas
desenvolvam asma na infancia, o niumero de casos com inicio na fase adulta tende
também a aumentar. Cerca de 30% dos casos de asma com inicio na fase adulta
sdo desencadeadas por alergias, uma estatistica que pode estar vinculada
concomitantemente com o aumento da obesidade (Diaz and Farzan, 2014; Raj et al.,
2014). Dados recolhidos do National Health and Nutrition Examination Survey 2005-
2006 (NHANES), indicam uma associacdo entre alergias e obesidade. Nesta
investigagdo em que mais de 4000 criangas e adolescentes de 2-19 anos foram
avaliados, os niveis da Imunoglobulina E (IgE) foram 26% mais altos em individuos
obesos quando comparados aos de peso normal, sugerindo que a obesidade pode
mediar a expressao do fenétipo alérgico (Visness et al., 2009). Os linfécitos T CD4+
produzem a citocinas responsaveis pelos processos imunoldgicos. Essas citocinas
podem ser classificadas, quanto ao padrédo de producdo, podendo ser do tipo T
helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2). Ainda que haja controvérsias sobre o equilibrio
entre a producao das citocinas de padrdo Thl e Th2 na obesidade, uma das
hipoteses para sua associagdo com a asma e doencgas alérgicas é que a obesidade
resulta em alteracdes imunoldgicas, causando diminuicdo da tolerancia a antigenos
e inclinacdo do sistema imunologico para um perfil de citocinas mediadas por Th2,
aumentando o risco de alergia e outras doencas imuno-mediadas. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para explorar os efeitos imunoldgicos da obesidade e seus
possiveis efeitos sobre as doencas (Raj et al.,, 2014). Estudos também tém
associado as complicacdes da infec¢do crbénica pelo virus da hepatite B a sindrome
metabdlica (Chung et al., 2014; JarCuska et al., 2014; Jinjuvadia and Liangpunsakul,
2014).
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A sindrome metabdlica esta intimamente associada a obesidade, diabetes
mellitus e com a doenca hepéatica gordurosa nao alcodlica (o tipo mais comum de
esteatose hepatica) e pode acelerar a progressdo da doenca hepatica e induzir
cirrose ou mesmo o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. Adicionalmente, a
obesidade e diabetes podem aumentar mais de 100 vezes o risco de carcinoma
hepatocelular, sugerindo um efeito sinérgico dos fatores metabodlicos (Wang et al.,
2015).

Existem dois tipos de tecido adiposo. O tecido adiposo branco e o marrom. O
tecido adiposo, especialmente o branco, possui intensa atividade metabdlica e tem
grande contribuicdo para o controle da homeostase do organismo. Além da funcdo
de armazenar lipideos, ele é um importante 6rgdo secretor, pois produz e libera
varios fatores peptidicos e nao-peptidicos denominadas adipocinas. Grande parte
dessas adipocinas atua como citocinas ou quimiocinas e desempenham funcgdes
autocrinas, paracrinas ou enddécrinas, fazendo com que os adipdcitos apresentem
propriedades que se assemelhem as do sistema imunoldgico, ja que produzem
mediadores pré e anti-inflamatorios e outros que atuam na ativacdo do sistema
complemento (Santos and Torrent, 2010). As adipocinas interferem no metabolismo
de lipidios e de glicose e contribuem para o desenvolvimento de processos
inflamatérios e de doencas relacionadas a obesidade, como doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica (Prado et al., 2009;
Santos and Torrent, 2010; Ohashi et al.,, 2014). Dentre as principais adipocinas
estudadas, estdo a leptina, adiponectina, TNF, IL-6 e resistina.

A Leptina € um hormonio polipeptideo produzido pelo tecido adiposo branco e
secretado na circulagdo. Suas concentragfes plasméaticas nos seres humanos estao
altamente correlacionadas com a massa de tecido adiposo, sendo que a maioria dos
pacientes obesos tém concentracdes elevadas de leptina. Estudos indicam que as
concentracdes de leptina sdo elevadas em animais e humanos obesos, indicando
gue a obesidade esta associada a resisténcia a leptina (Friedman, 2009). Essa
adipocina atua como fator de sinalizacao entre o tecido adiposo e o sistema nervoso
central (hipotdlamo), controlando a massa corporal pela regulacdo da ingestao
alimentar e do gasto energético (Prado et al., 2009). Varios estudos sobre a
obesidade em animais utilizam os camundongos ob/ob (obesos-hiperglicémicos),
gue sao deficientes em leptina. Esses animais se tornam super obesos devido ao

consumo alimentar excessivo e se tornam hiperglicémicos, hiperlipidémicos e
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hiperinsulinémicos, além de terem distdrbio na termorregulagcdo e menor atividade
fisica, causando baixo gasto energético (Lindstrom, 2007). Dentre varios problemas
apresentados por esses animais observa-se a imunossupressao (Falagas and
Kompoti, 2006). Esses animais sdo altamente susceptiveis a Listeria
monocytogenes e a infeccdo por parasitas intracelulares (lkejima et al., 2005). Isto
porque a leptina também é capaz de ativar mondcitos, modular células dendriticas e
NK e influenciar no aumento da producdo de citocinas proé-inflamatérias pelas
células T (Fonseca-Alaniz et al., 2006). A leptina tem efeito potencial sobre a
resposta dos linfécitos T quanto a regulacéo da proliferacdo de células naive e T de
memoéria, estimulando ou suprimindo a producdo das citocinas, Thl e Th2,
respectivamente. Sendo assim, a leptina € um forte fator mediador do estado
nutricional sobre a funcédo imunologica e pode ser um importante alvo da interacéao
imunolégica em diversas fisiopatologias. Além disso, é importante salientar que
algumas citocinas como TNF-q, IL-1 e IL-6 aumentam a expressdo de RNAm para
sintese de leptina (Friedman, 2009; Prado et al., 2009).

A adiponectina é produzida exclusivamente pelo tecido adiposo e esta
envolvida na regulacao do balanco energético devido ao seu papel anorexigeno. Na
resposta inflamatéria tem uma funcdo anti-inflamatéria e atenua a progressao da
aterosclerose através da diminuicdo da expressao de moléculas de adeséo,
reduzindo a adesdo de mondcitos as células endoteliais e a captacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Também aumenta a sensibilidade a insulina
e a oxidacdo muscular dos &cidos graxos, e reduz a concentracdo de glicose
plasmatica através do AMPK (adenina monofosfato cinase) (Silveira et al., 2009;
Wajchenberg et al.,, 2009). A expressao de adiponectina diminui a medida que o
tecido adiposo aumenta e sua concentracdo € menor em individuos obesos,
especialmente com resisténcia a insulina (Gottschall et al., 2004). Niveis de
adiponectina reduzem com o aumento de alguns mediadores inflamatorios como IL-
6, TNF-a e PCR (Fonseca-Alaniz et al., 2006; Silveira et al., 2009). Em contraste
com os resultados encontrados em relacéo as disfungBes metabdlicas, a maioria dos
recentes estudos relatam niveis elevados de adiponectina em pacientes com
patologias imuno-mediadas tais como doencas autoimunes e pulmonares,
insuficiéncia cardiaca e renal, hepatite viral, dentre outras. Logo, 0s mecanismos
gue conduzem a este aumento e o papel especifico da adiponectina na fisiopatologia

destas condi¢cbes ainda devem ser melhor elucidados (Fantuzzi, 2013).
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O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pré-inflamatéria produzida
pelo tecido adiposo e também por macrofagos, inclusive os infiltrados neste tecido, e
linfocitos. Esta associada a processos inflamatorios, aumento na secrecao de oxido
nitrico, citotoxidade, apoptose e inibicdo da lipogénese e ativacdo da lipolise,
resisténcia a insulina, além da producédo de outras citocinas como IL-1 e IL-6 (Santos
and Torrent, 2010). Estd bem caracterizado por sua capacidade de induzir a necrose
em células tumorais (Prado et al.,, 2009). A adiponectina e o TNF se inibem
mutuamente, sendo que a expressao e secrecdo TNF esta aumentada na obesidade
(Fonseca-Alaniz et al., 2007). A adiponectina parece ter importante capacidade de
depuracdo bacteriana, devido a sua participagdo nos processos inflamatorios, mas
na obesidade seus niveis estdo reduzidos. Isto se deve, provavelmente, ao fato de
gue o aumento de &cidos graxos livres pode modular a atividade de enzimas e de
proteinas que participam na exocitose da insulina e inibir a fosforilagdo de Akt
(proteina quinase B) e de INOS (6xido nitrico sintase induzivel). Como
consequéncia, ha diminuicdo da resposta inflamatoria (Zhou et al., 2011) e também
cicatrizacdo cutanea tardia (Paulino Do Nascimento and Monte-Alto-Costa, 2011).

A IL-6, além de ser produzida por mondcitos, macréfagos, fibroblastos e
células endoteliais, esta citocina também é sintetizada pelo tecido adiposo. Tem
grande potencial proé-inflamatério, ativa células do sistema imunologico e tem
correlacdo com complicacBes cardiovasculares, obesidade e resisténcia a insulina.
Assim como TNF-q, induz a producédo de proteina C reativa no figado (Fonseca-
Alaniz et al., 2007; Prado et al.,, 2009; Santos and Torrent, 2010) e pode ser
detectada precocemente em caso de invasdo bacteriana na corrente sanguinea. E
sinalizadora para a ativagdo e diferenciacdo de células T citotoxicas, promove a
secrecdo de anticorpos pelas células B e estimula a liberagdo de outras citocinas,
como TNF-ae IL-1B (Procianoy and Silveira, 2004). IL-6 é uma citocina com
propriedades pro e anti-inflamatorias. Em diversos modelos murinos foi demonstrado
que a IL-6 media a ativacdo de vias anti-inflamatérias em células alvo (Scheller et
al., 2011).

A resistina, secretada por mondcitos e adipdcitos, apresenta propriedades
pré-inflamatérias e tem potencial regulador da adipogénese e efeito promotor da
resisténcia a insulina por meio do aumento da gliconeogénese hepatica (Fonseca-
Alaniz et al., 2006; Silveira et al., 2009). Possui acdo aterogénica pelo aumento da

atividade do fator NF-kB e pelo aumento da expressao de moléculas de adeséao.
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Agentes pro-inflamatérios como TNF-a, IL-6, glicocorticOides e lipopolissacarideos
(LPS) podem regular a expressao do gene da resistina, mas sabe-se que seus
niveis estdo aumentados na obesidade (Silveira et al., 2009).

A obesidade pode provocar um desequilibrio na producdo e liberacdo das
citocinas pré e anti-inflamatorias, estimular a infiltragdo progressiva de macréfagos e
induzir respostas inflamatorias ou de hipersensibilidade (alergias) (Prado et al.,
2009). Evidéncias indicam que obesos possuem maiores concentracdes de resistina
e leptina e que esses individuos tém maior susceptibilidade as doencas inflamatorias
e infecciosas. Em contrapartida, possuem menores concentragdes de adiponectina,
mas por esta adipocina apresentar uma correlagcdo negativa com o tecido adiposo,
individuos obesos podem néo usufruir dos beneficios protetores relacionados aos
aspectos imunolégicos (Prado et al., 2009; Silveira et al., 2009). Embora crénico, o
processo inflamatério da obesidade é considerado de baixa intensidade, mas ha
evidéncias que ainda assim este poderia ser um fator desencadeante na origem de
doencas como resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e de doencas
cardiovasculares como a hipertensdo. Alimentacdo em excesso, sobretudo rica em
gorduras saturadas, e também outros fatores como estresse, podem contribuir para
a obesidade e para aumento da secrecdo, principalmente pelo tecido adiposo
visceral, de citocinas como PAI-1, PCR, IL-6 e TNF-a, que levariam a
hiperinsulinemia e a doenca cardiovascular. Ainda, o aumento na secrecdo de
adipocinas proé-inflamatérias aumentam a secrecdo de leptina e diminuem as
concentracbes de adiponectina, fator que contribui ainda mais para o
desenvolvimento dessas comorbidades (Rader, 2007). Individuos obesos
apresentam quantidade significativa de infiltrado de macréfagos quando comparados
a individuos eutréficos. Provavelmente esses macrofagos sdo atraidos para este
tecido devido hipoxia tecidual de adipdcitos hipertrofiados e pela secrecdo de
citocinas pro-inflamatoérias (Ros Pérez and Medina-Gomez, 2011). O ambiente pro-
inflamatorio leva a ativacdo de macrofagos que se apresentam em “estruturas
semelhantes a coroas” (ESC), envolvendo completamente adipécitos necroticos e
fagocitando os lipidios remanescentes (Cinti et al., 2005). Esses macrofagos
presentes no tecido adiposo séo sensiveis a acidos graxos livres e a ligacdo dessas
moléculas em receptores especificos levam a troca de fendtipo celular de
macrofagos de M2 (anti-inflamatoérios) para M1 (pro-inflamatorios) (Harford et al.,

2011; De Heredia et al.,, 2012). Elevadas quantidades de espécies reativas de
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oxigénio sdo produzidas durante a obesidade devido ao estado de estresse oxidativo
provocado pelo ambiente tipicamente inflamatorio. Isso se deve a ativacao do fator
de transcricdo NF-kB (Ros Pérez and Medina-Gémez, 2011). O acumulo de
macrofagos no tecido adiposo também pode ser responsavel pela resisténcia a
insulina observada em animais submetidos a dietas ricas em gorduras. Outras
citocinas inflamatérias como a IL-1, IL-8 e IL-18 também estdo aumentadas na
obesidade e estéo relacionadas a sindrome metabdlica e resisténcia a insulina (Volp
et al., 2008; Wajchenberg et al., 2009).

A obesidade também estd associada a lipogénese ectopica, ou seja, a
gordura que deveria ser armazenada sob a pele (gordura subcutanea) é acumulada
em Orgaos como o figado, musculo, e outros como os érgdos linfoides primarios
(Kanneganti and Dixit, 2012). Este acumulo ectépico de gordura pode estar
relacionado ao processo de envelhecimento timico, que é caracterizado por
alteracdes substanciais no compartimento de células T, reducdo da producdo de
células T naive, com consequente envelhecimento do sistema imunolégico (Yang et
al., 2009; Nave et al., 2011; Milner and Beck, 2012; Sheridan et al., 2012). A
obesidade pode comprometer os mecanismos regulatérios da geracao de células T,
induzindo involugdo prematura do timo devido ao maior acumulo de gordura no
orgdo. Consequentemente, a involucdo do timo contribui para redugcéo do repertorio
de linfécitos, aumento da susceptibilidade a infeccbes e cancer e para maior risco de
falhas nas vacinas, que poderéo apresentar protecéo parcial com baixa producao de
anticorpos apos administracdo (Yang et al., 2009; Nave et al., 2011; Milner and
Beck, 2012; Sheridan et al., 2012). Ainda, a reducédo do repertorio de linfocitos leva a
oligoclonalidade, isto €, grupos de linfocitos indevidamente expandidos em relacdo
ao sistema imunoldgico, o que contribui para o desenvolvimento de alergias,
aterosclerose, esclerose sistémica, susceptibilidade a infeccdo e autoimunidade
(Vaz and Pordeus, 2005; Vallejo, 2006). Em um estudo realizado por Louie et al.
(2011), entre adultos hospitalizados com infecgcdo por H1N1, observou-se que,
embora pacientes obesos possam ter multiplas co-morbidades que contribuam para
o risco de agravamento da influenza, pessoas com obesidade grau lll (IMC > 45
kg/m?) parecem ter maior risco de morte por infeccdo por HIN1, independente de
outros fatores de risco. (Louie et al., 2011). Para determinar a resposta dos

anticorpos a vacina contra influenza, estudo conduzido por Sheridan e

colaboradores (2012) mostrou que, apdés 12 meses de vacinacao, os individuos com
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sobrepeso e obesos apresentaram maior declinio nos niveis de anticorpos da gripe,
diminuicdo da ativacao linfocitos T CD8" e da expressao de proteinas funcionais
comparados aos individuos de peso saudavel. Estes resultados sugerem que a
obesidade pode prejudicar a capacidade do organismo em montar uma resposta

imunoldgica protetora para o virus (Sheridan et al., 2012).

1.2 Leishmaniose: conceito, epidemiologia e relagdo com o sistema

imunoldgico

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios unicelulares
pertencentes ao reino Protista, a ordem Kinetoplastida, a familia Tripanosomatidae e
ao género Leishmania (Carvalho et al., 1985; Mougneau et al., 2011). O género
Leishmania é dividido em dois subgéneros. As espécies que se desenvolvem no
intestino médio do vetor pertencem ao subgénero Leishmania e as que se
desenvolvem no intestino anterior e no posterior do vetor pertencem ao subgénero
Viannia (Lainson and Shaw, 1987; Silveira et al., 2004). Pelo menos 20 espécies de
leishmanias sdo patogénicas para o homem (WHO, 2007b). Todas as espécies do
género sao parasitos intracelulares obrigatérios no hospedeiro vertebrado (Carvalho
et al., 1985). Sao transmitidas aos seres humanos pela picada de flebotomineos
infectados. Apenas as fémeas sdo capazes de infectar os vertebrados, completando
o ciclo do parasito. Ha cerca de 500 espécieis de flebétomos, mas somente cerca de
30 sado capazes de transmitir as leishmanioses. Existem duas formas principais da
doenca: a tegumentar a e visceral. A forma tegumentar pode apresentar-se nas
formas cutanea simples, difusa e mucocutanea (Desjeux, 1996). Na leishmaniose
cutanea simples a leséo € restrita a area da picada, na forma difusa ocorrem lesbes
em outras partes do corpo e na mucocutanea ocorre acometimento das mucosas. A
leishmaniose cutéanea € a forma mais comum da doenca, € caracterizada por causar
Ulceras nas partes expostas do corpo, levando a desfiguracdo e/ou cicatrizes
permanente. A leishmaniose visceral € a forma mais grave da doenga, e pode ser
fatal se n&o tratada. E caracterizada por episodios de febre irregular, perda de peso,
aumento do baco e do figado, e anemia. Embora a leishmaniose visceral seja a
forma mais grave da doenca ja que leva ao Obito, a forma cutédnea € a que mais
acomente individuos no mundo, As espécies do género Leishmania estdo

relacionadas a forma clinica da doenca. As espécies relacionadas a manifestacédo
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classificada como cutanea simples séo: L. major, L. tropica e L. aethiopica no Velho
Mundo (Dowlati, 1996); e L. amazonensis, L. panamensis, L. peruviensis, L.
brasiliensis, L. guyanensis, L. laisoni, L. mexicana e L. pifanoi no Novo Mundo
(Weigle and Saravia, 1996). De acordo com dados atualizados pela OMS em 2012,
acredita-se que a doenca € endémica em 82 paises e que existem 10 milhdes de
pessoas infectadas, sendo que 10 desses paises abrigam mais de 95% dos casos,
dentre eles o Brasil. Estima-se que 0.7 a 1.3 milhGes de novos casos ocorrem em
todo o mundo anualmente. Cerca de dois tercos dos novos casos de leishmaniose
cutdnea ocorrerem principalmente no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, a
Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Republica Arabe da
Siria. Cerca de 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia,
Brasil e Peru. O Brasil apresenta posicdo de destaque nos casos de leishmaniose,
pois apresenta altos indices de novos casos tanto para a leishmaniose cutanea
como visceral. A desnutricdo € um fator de risco, uma vez que individuos com déficit
calorico e proteico e com teores reduzidos de vitamina A e zinco tem uma resposta
imunologica dificultada, permitindo melhor replicacdo do parasito no hospedeiro.
Moradia inadequada e com grande numero de pessoas vivendo em um espaco
reduzido favorece a disseminacdo da doenca entre os membros das familias. Além
disso, a invasdo de &reas silvestres seja por urbanizacdo ou agropecuaria
favorecem a insercdo do homem no ciclo do parasito, aumentando o risco de
infecccao (Boelaert et al., 2009).

Os parasitos do género Leishmania sdo heteroxenos, sendo fundamental um
hospedeiro invertebrado e o outro vertebrado para que o ciclo seja completo. Um
dos hospedeiros da Leishmania é o inseto do género Phlebotomus ou Lutzomyia,
cuja fémea é hematofaga, portanto responsavel pela disseminagdo do protozodrio e
propagacdo da doenca. O género Phlebotomus é predominante na Europa, Asia e
Africa, ja nas Américas prevalece o género Lutzomyia. Apds o repasto sanguineo os
vetores ingerem, juntamente com o sangue, macréfagos infectados com as formas
amastigotas, que sdo formas arredondadas e sem flagelo aparente (Courret et al.,
2002; Mougneau et al., 2011). No intestino dos vetores as Leishmanias diferenciam-
se na forma promastigota, alongada e flagelada. No aparelho digestivo do inseto as
promastigotas se diferenciam em promastigotas metaciclicas, essas sdo as formas
infectantes (Sacks, 1989). As promastigotas metaciclicas por sua vez sao

transmitidas aos mamiferos no momento do repasto sanguineo do inseto vetor. No
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hospedeiro vertebrado as amastigotas se multiplicam por divisdo binéria e quando a
célula é rompida essas formas sé@o capazes de infectar outras células (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania major

Parasitas sdo transmitidos pela picada de fleb6tomos fémeas infectadas, a qual injeta promastigotas
metaciclicas na pele. Essas formas sdo opsonizadas eficientemente pelos componentes do soro e
captados pelos macrofagos. Nestas células o parasita reside em fagolisossomas e se diferenciam em
amastigotas replicativas. Macrofagos sao ingeridos pelo vetor durante o repasto sangiiineo, estas
células séo lisadas no intestino do inseto, liberando parasitas que se dividem rapidamente. As formas
promastigotas néo infectivas passam por um processo na parede do intestino do flebétomo na qual se
diferenciam para forma metaciclica e migram para a parte anterior do tubo digestivo do vetor. O ciclo
se completa quando o inseto realiza novo repasto sangilineo, transmitindo promastigotas
metaciclicas. Fonte:(Sacks and Noben-Trauth, 2002).

Em contato com o hospedeiro as Leishmanias iniciam sua interagdo com o
sistema imunologico. As primeiras células a migrarem para o sitio da infec¢ao séao as
polimorfonucleares (PMN), porém nesse tecido ja existem macréfagos residentes
(Chang, 1981; Pearson and Steigbigel, 1981; Mougneau et al.,, 2011). Os
macréfagos séo células importantes na infeccdo por leishmanias. Antes de sofrerem
apoptose o0s neutréfilos secretam citocinas que influenciam diretamente a

diferenciacdo e ativacdo de células T. A infeccdo dos macrofagos pode acontecer
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pela entrada ativa do parasito, pela fagocitose do parasito opsonizado ou pela
fagocitose de neutréfilos apoptéticos infectados. A interacdo dos parasitos com as
células do hospedeiro ocorre devido a receptores presentes na superficie de
macréfagos, células dendriticas e outras polimorfonucleares (Kima et al., 2000;
Becker et al., 2003). Células dendriticas plasmocitoides, subtipos de células
dendriticas residentes da pele, participam da resposta imunoldgica inicial & infeccao
por L. major. Essas células ndo respondem a infeccdo depois da fagocitose ou
endocitose dos parasitas, porém podem ser ativadas pelo reconhecimento do DNA
gendmico dos parasitas e podem produzir IFN-a/ e IL-12 de maneira dependente
de TLR-9 (Bajénoff et al., 2006; Soong, 2008). As leishmanias podem ser
opsonizadas por anticorpos o que acabam facilitando a fagocitose pelos macréfagos.
Quando os anticorpos envolvem 0s parasitos ocorre uma interacdo entre a porcao
Fc do anticorpo com os receptores de Fc na superficie dos fagdcitos, o que facilita a
entrada dos parasitos nas células (Miles et al.,, 2005). Quando as Leishmanias
penetram ativa nas células fagocitarias, sejam os macréfagos ou as células
dendriticas ocorre formacao de fagossomo, cada subgénero de Leishmania induz a
formacdo de determinado tipo de fagossomo. Ao serem fagocitados, 0os parasitos
sdo processados e ocorre liberacdo de antigenos e apresentacdo dos mesmos para
as células T. A apresentacdo pode ocorrer tanto via MHC de classe | como via MHC
de classe Il. Em infec¢cbes por Leishmania major, alguns estudos mostram que o
MHC de classe Il parece exercer um papel mais importante no desencadeamento da
resposta do tipo Th1(Mougneau et al., 2011).

A infeccdo por L. major € o modelo experimental mais explorado e exemplifica
0 paradigma de desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl ou Th2, no
qual a consequéncia da doenca € determinada pela natureza e magnitude da
resposta das células T CD4" e producdo de citocinas no inicio da infeccdo
(Mosmann and Coffman, 1989; Sacks and Noben-Trauth, 2002) (Figura 2).
Entretanto, atualmente, outros estudos mostram que a indu¢do do fenémeno de
resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por L. major envolvem outros fatores como
a cepa de L. major utilizada na infeccdo, ativacdo de populacdes de células T
reguladoras, producdo de IL-10, uso da via da arginase em detrimento da iINOS e
participacdo de IL-17 (Belkaid et al., 2001; Lopez Kostka et al., 2009). Os
camundongos da linhagem C57BL/6 sdo resistentes a L. major pelo

desenvolvimento de uma resposta Thl com producdo de altas concentracbes de
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IFN-y (Aseffa et al., 2002; Sacks and Noben-Trauth, 2002; Lopes et al., 2014). A
resposta imune do tipo 1 (Thl), é caracterizada pela presenca de IL-12 produzida
por células apresentadoras de antigenos, que induz as células NK. As células NK
sao importantes na resposta imune inata contra Leishmania, pois sado produtoras de
IFN-y, principal estimulo para a produgao de IL-12. A producéo de IL-12 é capaz de
induzir a ativacéo do fator de transcricdo nuclear, o NF-kB, que entdo leva a ativagao
de genes responsaveis pela sintese de IFN-y e também TNF-a. Além disso, a
ligacdo de IL-12 ao seu receptor estimula a fosforilacdo de STAT-4 que induz as
células T CD4" e T CD8" para o perfil Th1(Reiner et al., 1994; Aseffa et al., 2002). A
principal caracteristica deste tipo de resposta € a inducdo da producdo de
intermediarios de oxigénio e nitrogénio que sdo capazes de promover a eliminacéo
das Leishmanias (Reiner et al., 1994; Etges and Muller, 1998; Rogers et al., 2002).
Animais deficientes de IFN-y ou do receptor de IFN-y ndo sdo capazes de controlar
a infeccdo (Wang et al., 1993; Swihart et al., 1995; Tacchini-Cottier et al., 2012).
Essa citocina, assim como TNF-a, sdo importantes ativadores da enzima iNOS que
promove a producdo de Oxido nitrico a partir de L-arginina (Green et al., 1982;
Mosser and Edwards, 2008; O'shea and Murray, 2008; Tacchini-Cottier et al., 2012).
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Figura 2 — Modelo do desenvolvimento da resposta Th1/Th2.

A diferenciacdo das respostas imunes para o perfil Thl e Th2 é dependente da apresentacdo de
antigenos as células T CD4+ naive pelas células dendriticas. A interacdo de moléculas co-
estimulatérias com seus respectivos ligantes (CD40-CD40L OX10-OX40L e/ou CD80 CTLA4/ CD28)
associado com o ambiente de citocinas local, promovem a diferenciacdo de células T naive em
células Thl que secreta IFN-y ou células Th2 que | ibera IL-4. Fonte: (Sacks and Noben-Trauth,
2002).
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A producéo de oxido nitrico € fundamental para o controle da proliferacdo dos
parasitos (Horta et al., 2012). No caso da infeccdo de camundongos C3H com a L.
major ocorre resisténcia ao parasito, como no caso do C57BL/6, com inducdo da
secrecéo de IL-12 e consequente ativacdo da producao de IFN- y e TNF-a (Vieira et
al., 1994; Oliveira et al., 2012; Tacchini-Cottier et al., 2012; Lopes et al., 2014). Ja os
camundongos BALB/c sdo susceptiveis a infeccdo por Leishmania major e néo
conseguem controlar o parasito (Scott, 1991; Chatelain et al., 1992). Isso ocorre em
virtude de um cenario com altos niveis de IL-4. A IL-4 ao ativar macrofagos promove
um aumento da expressdo da enzima arginase | e diminui a expressao de
receptores de IL-12, ou seja, a IL-4 promove a proliferacdo de células em um
fendtipo Th2 em detrimento do fendtipo Thl ao inibir a amplificacdo do sinal de IL-
12, extremamente importante para a polarizacdo Thl (Chatelain et al.,, 1992;
Tacchini-Cottier et al., 2012; Hurdayal and Brombacher, 2014). A hidrdlise da L-
arginina pela arginase | tem como produtos a ureia e a ornitina. A ornitina é utilizada
para a sintese de poliaminas, que podem ser utilizadas como substrato para o
crescimento do parasito (Roberts et al., 2004). A ativacdo de arginase correlaciona-
se com a susceptibilidade a infeccdo, pois dificulta o desenvolvimento de
mecanismos efetores para a eliminacdo do parasito. Altos niveis de IL-4 estdo
associados a baixos niveis de IFN-y (Loke et al., 2007). Esse cenario caracterizado
pelo aumento de IL-4 e aumento da expressdo de arginase | corresponde a um
fendtipo de susceptibilidade a leishmaniose, caracterizado por uma resposta T
helper do tipo Th2 (Scott et al.,, 1988; Sacks and Noben-Trauth, 2002; Tacchini-
Cottier et al., 2012). As citocinas presentes no sitio de infec¢do poderdo definir o
fendtipo do macréfago durante o processo de estabelecimento da doenca. Um
macréfago na presenca de altos niveis de IFN-y apresenta caracteristicas que
favorecem a inflamacédo, no caso da infeccdo por L. major, isso leva a morte do
parasito. Ja em um cenario com altos niveis de IL-4 e baixos niveis de IFN-y gera
macrofagos mais permissivos a permanéncia do parasito na lesao (Frohlich et al.,
2007; Tumitan et al., 2007; Tacchini-Cottier et al., 2012).

Outra citocina importante descrita na infec¢cdo experimental por L. major € a
IL-17. A IL-17 promove a migracdo de células polimorfonucleares, como o0s
neutrodfilos, com funcao de eliminagdo de parasitas extracelulares (Gaffen, 2011). Os
neutrofilos sdo células importantes na fase inicial da infeccdo por L. major. Essas

células fagocitam os parasitas e os eliminam. Entretanto, alguns autores acreditam
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gue a permanéncia de L. major no interior de neutréfilos e, como consequéncia, a
fagocitose desses neutréfilos apoptéticos por macréfagos seja uma forma de entrada
“silenciosa” de parasitas na célula hospedeira (Laufs et al., 2002). De outra forma, foi
mostrado que camundongos BALB/c knock out para IL-17 apresentam menor
namero de neutrofilos nas lesdes (Lopez Kostka et al., 2009). Estudos recentes
mostram um papel importante do neutréfilo durante a infeccdo por L. amazonenses.
Essas células contribuem ndo sé para o controle do numero de parasitos e
desenvolvimento da lesdo como também na manutencdo de altas porcentagens de
células T reguladoras (Sousa et al., 2014). Trabalhos mostram que a acao de células
Thl7+ sdo controladas pela sinalizagcdo de IL-10 proveniente de células T
reguladoras FoxP3+ (Huber et al., 2011).

As células T reguladoras sdo células responsaveis por manter a homeostase
limitando a inflamac&o em excesso. Sdo derivadas do timo e expressam FoxP3*
CD4'CD25" (Alexander and Brombacher, 2012; Tacchini-Cottier et al., 2012). Na
infeccdo por Leishmania seu papel é variavel de acordo com o modelo utilizado e a
espécie do parasito. No camundongo C57BL/6 infectado por L. major as células T
reguladoras tem sido relacionadas ao aumento de IL-10 na lesdo e no linfonodo
drenante e estdo relacionadas a persisténcia do parasito na lesdo (Belkaid et al.,
2001; Tacchini-Cottier et al., 2012). A IL-10 derivada de células T reguladoras tem
uma relagdo direta com a persisténcia das Leishmanias em lesbes curadas no
modelo de resisténcia (C57BL/6). Um provavel mecanismo que poderia explicar
essa situacao seria um o papel inibidor da IL-10 sobre a ativacdo de macréfagos,
pois a IL-10 secretada pelas células T reguladoras pode se sobrepor, na fase
cronica da doenca, ao mecanismo efetor de producéo de INF-y (Belkaid et al., 2001;
Tacchini-Cottier et al., 2012). Além disso, a IL-10 é capaz de reduzir as respostas ao
IFN-y e consequentemente inibir os mecanismos efetores na eliminagcéo do parasito
mediados por macréfagos(Moore et al., 2001; Tacchini-Cottier et al., 2012). Em seu
estudo Sousa e colaboradores (2014) mostram que na auséncia de neutréfilos
ocorre aumento da IL-10 o que favorece a proliferagao do parasito.

A fagocitose de parasitos opsonizados por IgG induz a producéo de IL-10 nos
macréfagos (Snapper and Paul, 1987; Kane and Mosser, 2001; Yang et al., 2007). O
IFN-y é importante para a manutencao da resposta imune humoral, uma vez que ao
estimular a producéo de IL-12, inibe a proliferacdo de linfocitos Th2, e coordena a

mudanca de isotipo para IgG2a por linfocitos B (Snapper and Paul, 1987; Gajewski
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and Fitch, 1988; Gajewski et al., 1988). A fagocitose de parasitos opsonizados por
imunoglobulinas prejudica a resposta durante a infeccdo por L. amazonensis e
parece exercer um papel negativo no controle da infeccao por induzir a producéo de
IL-10 nos macrofagos (Kane and Mosser, 2001; Lopes et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante dos fatores descritos anteriormente, pode-se perceber que certas
doencas parecem apresentar maiores dificuldades de serem controladas em
individuos com excesso de peso, corroborando para a afirmativa de que a obesidade
leva a alteragbes do sistema imunoldgico, reduzindo as respostas aos agentes
infecciosos. Portanto, torna-se cada vez mais relevante a investigacdo dos
mecanismos associados a obesidade e das consequéncias provocadas por agentes
infecciosos em individuos com excesso de tecido adiposo. Pesquisas que busquem
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na atividade de células do sistema
imunologico de individuos obesos e com disturbios metabdlicos diante de infeccbes
sdo necessarias. Nesse contexto, qual seria o0 comportamento do sistema

imunoldgico frente a uma infec¢éo por L. major em camundongos obesos?
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Verificar se a obesidade induzida por dieta hipercaldrica pode alterar a
resposta imunoldgica em camundongos C57BL/6 frente a infeccdo por Leishmania

major.

2.2 Objetivos especificos

Gerar camundongos obesos com obesidade induzida por dieta.

Analisar o desenvolvimento da leséo e carga parasitaria nos camundongos C57BL/6
infectados com Leishmania major e alimentados com a dieta hipercalérica ou dieta

padréo.

Avaliar a resposta imune através do perfil de citocinas inflamatérias e anti-

inflamatorias no baco e linfonodos dos animais (IL-4, IFN-y e TNF-q, IL-17, 1L10).

Avaliar a producdo de NO nos animais infectados com Leishmania major

alimentados com dieta hipercalérica ou dieta padrao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fornecidos pelo Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Imunologia e Bioquimica, em gaiolas de
plastico, contendo no maximo 5 animais/gaiola. Quando chegaram ao biotério, foram
vermifugados com invermectina 2%. Os animais receberam dieta controle (AIN93G)
ou dieta indutora de obesidade (HSF) ad libidum. O projeto foi submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo de submiss&o
namero 338/ 2012 (Anexo 1).

4.2 Dieta indutora de obesidade
A composicéo da dieta encontra-se abaixo. Os animais foram alimentados ad

libitun com a dieta indutora de obesidade (HSF) ou com a dieta controle (AIN 93G)
(Tabela 1) (Tabela 2).
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Tabela 1 — Ingredientes das dietas controle e hipercaldrica
Controle (AIN 93G) HSF (hipercalédrica)

Amido de milho (g) 397,5 208,6
Caseina (g9) 200 200
Amido dextrinizado (g) 132 0
Acucar (g) 100 232
Oleo de soja (g) 70 70
Celulose (g) 50 50
Mix mineral (g) 35 35
Mix de vitaminas (Q) 10 10
Cistina (metionina) (g) 3 3
Bitartarato de colina (Q9) 2,5 2,5
BHT (g) 0,014 0,014
Manteiga (Q) 0 188,9
TOTAL (g9) 1000 1000

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

Tabela 2 — Composic¢ao nutricional (macronutrientes) das dietas controle e
hipercaldrica
Controle (AIN 93G) HSF(Hipercaldrica)

Carboidrato (kcal) 1990 2518
Proteina (kcal) 812 812
Lipidio (kcal) 630 630
Calorias (por gramas) 3,43 3,96
Calorias (kcal) 3432 3960
Carboidrato (%) 58 64
Proteina (%) 24 21
Lipidio (%) 18 16

Kcal: quilocalorias; AIN: dieta padrao para roedores; HSF: dieta indutora de obesidade.
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4.3 Parasito

Os parasitos utilizados foram a espécie Leishmania (Viannia) major, cepa
WHOMHOM/IL/80/Friedlin cultivados em meio de Grace (GIBCOBRL - Life
Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA) pH 6.2 suplementado com 20% de soro

fetal bovino (GIBCO), 20ug/mL de sulfato de gentamicina (Schering-Plough — Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e 2mM de L-glutamina (GIBCOBRL - Life Technologies, Grand
Island, NY, MO, EUA), mantidos em estufa a 25°C. Os repiques foram feitos a cada
dois ou trés dias de cultivo. Em condi¢Bes estéreis, os inéculos foram preparados
com culturas de cinco dias, fase estacionaria do crescimento in vitro, época em que
a cultura esta rica em formas promastigotas metaciclicas. O meio de cultura com
Leishmania em fase estacionaria foi centrifugado a 1500 x g a 4° C por 15 minutos.
O sobrenadante foi, entdo, desprezado e o pellet foi recuperado em 2mL de salina
tamponada com 0,01 M de fosfato de sddio pH 7,2 (PBS). Em seguida as formas
promastigotas metaciclicas foram separadas por gradiente de Ficoll (Ficoll® 400,
Sigma- Aldrich, INC., St Louis, MO, EUA). Em um tubo cbnico de 15mL, foram
colocados 2mL de Ficoll 20%, em seguida 2mL de Ficoll 10%, escorrendo pela
parede do tubo, sem homogeneizar as duas solugdes, formando duas fases distintas
(gradiente de Ficoll). Finalmente, a suspensdo de Leishmania, foi acrescentada
escoando com cuidado pela parede do tubo formando a terceira fase. Essa mistura
trifasica foi centrifugada a 800 x g por 10 min a 4° C. Formou-se um anel branco e
todo o sobrenadante acima dele, correspondendo as fases Ficoll 10% e Leishmania
em PBS, foi coletado com o auxilio de uma pipeta. Em outro tubo, adicionou-se 10
mL de PBS ao sobrenadante coletado e esta suspensao foi centrifugada a 1500 x g
por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante formado foi desprezado e o sedimento foi
recuperado em 2mL de PBS. Foi retirada uma aliquota diluida 1:100 em PBS
contendo formalina a 4° C e o numero de parasitos foi contado em camera de

Neubauer.
4.4 Obtencao do antigeno
Para preparacdo do antigeno particulado total de L. major os parasitos foram

cultivados em garrafas de 75cm? de poliestireno por 2 a 3 dias, ou seja, fase

logaritmica de crescimento. As células foram centrifugadas e lavadas com salina
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tamponada com fosfato (PBS) por duas vezes. Ap6és a obtencdo de
aproximadamente 10° parasitos os mesmos foram rompidos por choque térmico,
sendo congelados em nitrogénio liquido e descongelados em banho-maria a 37°C,
por sete vezes. Foi retirada uma aliquota para dosagem de proteinas pelo método
de Lowry (Lowry et al.,, 1951). A concentracdo foi ajustada para 1mg/mL e o

antigeno foi armazenado a —20°C até o momento do uso.

4.5 Desenho experimental

Camundongos fémeas C57BL/6 com idade entre 6 e 8 semanas foram
separados em dois grupos: animais controles alimentados com dieta AIN 93G e
animais experimentais alimentados com dieta indutora de obesidade (HSF). Iniciou-
se o tratamento com as dietas AIN 93G e HSF e ap0s 4 semanas de dieta os
animais foram infectados com 1x10° promastigotas metaciclicas de Leishmania
major e acompanhados até a oitava semanas de infec¢do, sendo que a dieta foi
mantida durante todo o periodo. Semanalmente, 0s animais tiveram o peso corporal,
glicemia de jejum e a ingestdo alimentar avaliados. Os sacrificios foram realizados

com 4 semanas de dieta, 2, 4 e 8 semanas de infeccdo (Figura 3).

Semana 0 4 2 4 8
| | l | |
| Dieta | 1 | Dieta + infeccao |

Infeccao

1 x 108 promastigotas metaciclicas L. major

L )
T

Tempos de eutanasia

Figura 3: Desenho experimental. Na quarta semana de dieta (4) os animais obesos e controles foram

submetidos & infecgdo por 1x10° L. major e analisados durante 8 semanas.
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4.6 Infeccao por Leishmania major

Para infeccéo, foram utilizados 1x10° promastigotas metaciclicas obtidas ap6s
5 dias de cultivo, fase estacionaria de crescimento. Os parasitos foram inoculados
por via subcutéanea na orelha esquerda de cada animal (10 pL). O curso de infeccao
foi acompanhado semanalmente por meio do célculo da diferenga entre o diametro e
a espessura da orelha infectada e da orelha néo infectada. O diametro da leséo foi

obtido com paquimetro (Starret).

4.7 Quantificagdes de parasitas na orelha

AplOs a eutanasia, coletou-se a orelha infectada. A orelha infectada foi
picotada em eppendorf® estéril. Em seguida foi macerado o tecido infectado com
PBS. Esse ensaio foi realizado conforme descrito por (Vieira et al., 1996). Em tubos
falcon® de 15 mL foi completado o volume para 4 mL com PBS estéril e logo em
seguida o material foi centrifugado a 150 x g por 1,5 min a 4°C para retirada de
fragmentos de tecido remanescentes. O sobrenadante foi centrifugado a 1540 x ¢
por 10 min a 4°C. O sedimento foi, entdo, recuperado em 450 uL de meio Grace
acrescido de 20% de soro fetal bovino, L-glutamina a 2 mM e 20 ug/mL de sulfato de
gentamicina. O material foi distribuido, em duplicatas, em placa estéril de 96 pocos.
Fez-se diluicdo seriada 1:10 por 12 poc¢os subsequentes. A placa foi incubada em
estufa a 25°C por 10 dias, quando foi feita a leitura do crescimento de parasitas, em
microscopio invertido (Zeiss). O resultado obtido foi expresso como o logaritmo do

inverso da maior diluicdo que apresentou crescimento positivo de parasitos.

4.8 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram retiradas apos jejum de 6 a 8 horas. Ao término
do experimento, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma
solucéo de ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (11,5 mg/kg) (preconizado pelo CEUA Da
UFMG) e foram eutanasiados por exanguinacdo pela artéria femural.

Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 6.000 rpm durante 5 minutos em
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centrifuga de mesa eppendorf para separacédo do soro. As amostras de soro foram
armazenadas a —20CP° para posteriores andlises.

4.9 Cultura de células

Os orgaos coletados para cultura foram linfonodo cervical drenante e o baco.
Os orgaos foram processados em homogeneizador de vidro (Afonso and Scott 1993)
e as células ajustadas na concentracdo 5x10° células/mL em meio de cultura RPMI
(HYCLONE - Logan, Utah, EUA) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab —
Campinas, SP, BR), 2mM de L-glutamina (GIBCOBRL - Life Technologies, Grand
Island, NY, MO, EUA), 25mM de HEPES (SIGMA - St. Louis, MO, EUA), 50uM de 2-
mercaptoetanol (Pharmacia Biotech — Uppsala, Suiga) e 20 upg/mL de sulfato de
gentamicina (Schering-Plough — Rio de Janeiro). As células foram plaqueadas (100
pL/poco) em placas de cultura de poliestireno de 96 pogos (Falcon, Lincon Park) e
incubadas por 72 horas em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO, . Para avaliagéo
da producao de citocinas as células foram estimuladas com 50ug/mL de antigeno de
Leishmania major. O sobrenadante foi coletado 72 horas e congelado a — 20° C para

analises posteriores.

4.10 Medida do titulo de anticorpos especificos

O nivel de anticorpos foi determinado por ELISA de captura utilizando-se
20ug/mL de antigeno particulado de L. major para sensibilizar as placas de ELISA
(Max-sorp, NUNC). A diluicdo dos soros foi 1:10 em PBS contendo 0,5% de caseina.
Os niveis de IgG1l e IgG2a no soro foram detectados com anticorpos de cabra
especificos para imunoglobulinas de camundongos 1gG1l ou IgG2a (Southern
Biotechnology Associates, Inc. Birminghan, EUA). O ensaio foi revelado pela reagéo
pela enzima peroxidase e como substrato peroxido de hidrogénio (H,O, 30V) e o
efeito colorimétrico foi atribuido pela orto-fenileneamina (OPD) (Sigma Chemical Co.)
diluido em tampao citrato pH 4,5. A reacdao foi interrompida com acido sulfurico. Os
resultados foram expressos em valores de absorbancia em leitura

espectrofotométrica a 492nm.
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4.11 Dosagens bioquimicas

As fracBes de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos foram quantificados
por Kit enzimatico colorimétrico (Bioclin). Foi utilizado como amostra soro obtido
livre de hemdlise. De acordo com as informag¢fes do fabricante a amostra foi
colocada em contato com 0s reagentes incubadas por 5 minutos a 37°C. Para
dosagem do HDL, o VLDL, LDL e quilomicron foram precipitados com a mistura de
acido fosfotingstico e cloreto de magnésio. Apds centrifugacdo, o HDL foi
determinado no sobrenadante. Os resultados foram expressos em valores de
absorbancia em leitura espectrofotométrica a 500nm.

4.12 AvaliacOes da glicemia

Para realizagdo das avaliagbes glicémicas os animais foram mantidos em
jejum durante 8 horas. Para realizacdo da glicemia de jejum foram coletados sangue
da veia caudal. A glicemia foi medida em mg/dL com glicosimetro e tiras (Accu -
Chek Performa®). Para realizacdo do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) a
glicose foi dada por gavagem a uma concentracdo de 2 g / kg de peso corporal. A
glicemia foi medida em mg/dL com glicosimetro e tiras (Accu - Chek Performa®)

antes da gavagem de glicose e nos tempos 15, 30, 60 e 90 minutos depois.

4.13 Ensaio imunoenzimatico para medida da concentracdo de citocinas em

sobrenadante de cultura

As placas foram sensibilizadas com 50 pL/po¢o de anticorpos monoclonais
(Propetech) reativos contra INF-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-17, 1ug/mL (Propetech),
diluidos em PBS e mantidas overnigth a temperatura ambiente. No dia seguinte, as
placas foram lavadas com soluc¢éo salina com 0.05% de tween 20 e blogueadas com
200 pL/poco de PBS-BSA 1%, por, no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados os sobrenadantes e as placas foram incubadas por 2
horas em estufa de 37°C. Logo apos, as placas foram novamente lavadas e foram
incubados por mais 2 horas a temperatura ambiente com 50uL/po¢o de anticorpos
monoclonais de camundongo especificos para INF-y, IL-17, IL-10, IL-4 (Propetech) e
TGF-B (R&D SYSTEMS) marcados com biotina na concentragao de 0,5 uyg/mL. Uma
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solucéo adicional de deteccéo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (50
pL/poco) (Southern Biotecnology Associate Inc.) em uma diluicdo de 1:2000 foi
adicionada e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica
foi entdo revelada incubando-se as placas, no escuro, com uma solucdo contendo
0,2 puL/mL de H,O, e 0,5mg/mL ABTS em tampdo citrato pH 5,0 até o
desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro. ApGs essa etapa, as reagdes
foram interrompidas pela adicdo de 20 pL/poco de uma solucédo de SDS a 1%. A
absorbancia (A = 492 nm) de cada poco foi obtida pelo leitor de ELISA automatico
(Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

4.14 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

O sobrenadante das culturas de células do baco e do linfonodo cervical de
camundongos infectados foram incubadas em placas de 96 poc¢os, na concentragao
de 5 x 10° células/ml. A producdo de 6xido nitrico foi medida como nitrito no

sobrenadante de cultura usando a reacao de Griess (Green et al., 1982).

4.15 Anélise estatistica dos dados

Os dados foram inicialmente analisados usando o teste Kolmogorov-Smirnov
para verificar sua simetria. Como todos os dados apresentaram distribuicdo normal,
foi utilizado teste T de Student e Anova One-Way, para comparar grupos. Foi

adotado o nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacdo do modelo de obesidade: ganho de peso e ingestéo

alimentar

Sabendo que o aporte cal6rico positivo, em virtude do consumo alimentar
superior ao gasto energético, é a principal causa da obesidade (Clinical Guidelines
on the Identification, Evaluation, and Treatment of Overweight and Obesity in Adults-
-The Evidence Report. National Institutes of Health., 1998; Blackburn et al., 2010)
utilizamos no modelo experimental em questdo uma dieta hipercaldrica para induzir
0 ganho de peso. Os camundongos foram alimentados com dieta padrdo AIN 93G
(controle) ou com dieta hipercalérica rica em gordura e acucar (HSF) e apds quatro
semanas consumindo essas dietas, 0s mesmos ja apresentavam diferencas
significativas de peso (Figura 4A). O consumo alimentar foi monitorado
semanalmente. Observa-se que o grupo que consome a dieta HSF tem um consumo
de calorias superior ao grupo que consome a dieta AIN 93G (Figura 4B), porém
consomem a mesma quantidade de dietas em gramas (Figura 4C). O aporte
aumentado de calorias ocorre em virtude de a dieta HSF ser rica em gordura e
carboidrato simples.
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Figura 4 - Estabelecimento da obesidade em camundongos C57BL/6: ganho de peso e ingestéo
alimentar. Os camundongos foram alimentados com dieta controle (AIN 93G) e hipercalérica (HSF) ad
libitun durante 4 semanas. Na quarta semana os camundongos foram infectados com L. major na
orelha. O peso e a ingestdo alimentar foram aferidos semanalmente. (A) representa as medidas de
peso dos camundongos C57BL/6 alimentados com dieta controle (AIN 93G) e dieta hipercalérica
durante doze semanas (4 semanas de dieta + 8 semanas dieta com infec¢&o). (B) representa a média
dos dados de ingestdo alimentar quantificados em grama por dia (média dos dias de experimento).
(C) representa a média dos dados de ingestdo alimentar quantificados em quilocalorias consumidas
por dia (os valores representam a média de calorias consumidas por cada dia do experimento).
Analise estatistica feita pelo teste t student (* = p<0,05 ; ** = p<0,005 e *** = p<0,0005). Os resultados
sdo representativos de quatro experimentos desenvolvidos independentemente.

5.2 Avaliacdo das alteragdes de glicemia em camundongos que consumiram

dieta hipercalorica antes e ap0s a infeccéo por Leishmania major

Em nosso modelo, apos inducdo da obesidade verificou-se as alteracdes
glicémicas nos camundongos para assegurar que 0s animais estavam intolerantes a
glicose antes da infecgédo. Apds quatro semanas consumindo a dieta hipercalérica os

camundongos apresentaram intolerancia a glicose verificada pelo teste de tolerancia
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oral a glicose (TTOG). A glicemia basal dos camundongos que consomem a dieta
hipercaldrica foi mais alta que a dos camundongos que consomem dieta padrao
(Figura 5A). Apos quatro semanas de dieta os camundongos foram infectados e a
glicemia de jejum foi aferida semanalmente. Os camundongos alimentados com a
dieta HSF apresentam maiores valores de glicemia de jejum que seu controle
(Figura 5B).
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Figura 5 - Avaliacdo das alteracbes de glicemia em camundongos que consumiram dieta
hipercaldrica antes e apds a infecgdo por Leishmania major. Foi realizado o teste de toleréncia oral a
glicose nos camundongos alimentados durante 4 semanas com as dietas controle (AIN 93G) e
hipercaldrica (HSF). Apos a quarta semana foi realizado semanalmente o teste de glicemia de jejum.
(A) representa os dados do teste de toleréncia oral a glicose em animais ndo infectados na quarta
semana de dieta. Os camundongos ficaram em jejum durante 8 horas, posteriormente receberam
solucdo de glicose (30%) e tiveram sua glicemia aferida nos tempo 0, 15, 30, 60 e 90 minutos. (B)
representa os dados de glicemia de jejum em animais infectados. A glicemia foi aferida apds 8 horas
de jejum. Andlise estatistica feita pelo teste t student (* = p<0,05 ; ** = p<0,005 e *** = p<0,0005). Os
resultados sdo representativos de quatro experimentos desenvolvidos independentemente.
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5.3 Alteracfes de lipideos séricos em camundongos que consumiram dieta

hipercaldrica infectados com Leishmania major

Para avaliar o impacto da dieta hipercaldérica em associacdo com a infeccao
por L. major sobre a fracdo de lipideos séricos foram medidos colesterol total,
triglicerideos, LDL e HDL nos tempos 2, 4 e 8 semanas ap0s a infeccéo, ou seja, 6,
8 e 12 semanas de consumo de dieta, respectivamente. Nao observamos diferencas
significativas para colesterol total, triglicerideos e HDL (Figura 6A, 6B e 6D). A
fracdo de LDL mostrou diferenca significativa na oitava semana de infeccao (Figura
6C), ou seja, apoés receber dieta durante 12 semanas.
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Figura 6 - Alteracdes de lipideos séricos nos camundongos infectados com Leishmania major. Foram
realizadas MEDIDAS de colesterol total, triglicerideos, LDL e HDL nos camundongos alimentados
com as dietas controle (AIN 93G) e hipercalorica (HSF). As dosagens foram realizadas nos tempos: 2,
4 e 8 semanas de infeccdo. (A) representa os dados da dosagem de colesterol total. (B) representa
os dados de triglicerideos. (C) representa os dados de LDL. (D) representa os dados de HDL. O soro
dos camundongos foi coletado apés 8 horas de jejum. Analise estatistica feita pelo teste t student (* =
p<0,05 ; ** = p<0,005 e *** = p<0,005). Os resultados s&o representativos de quatro experimentos
desenvolvidos independentemente.
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5.4 Avaliagcdo da medida de lesdo e carga parasitdria nos camundongos
C57BL/6 infectados com Leishmania major

O calculo da espessura da lesdo mostra que houve aumento na lesdo no
grupo que consumiu dieta hipercaldrica (HSF) na quinta semana de infeccdo quando
comparado ao grupo controle que consumiu dieta padréo (AIN 93G). Nos demais
tempos os camundongos apresentaram o mesmo perfil em relacdo ao tamanho da
lesdo (Figura 7A). Em relacdo ao diametro da lesdo ndo houve diferenca entre os
grupos (Figura 7B). Com relacdo a quantificacdo dos parasitos, observamos na
oitava semana, maior parasitismo nos camundongos obesos quando comparado aos

camundongos controle (Figura 7C).
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Figura 7 - Avaliagdo da medida de lesdo e carga parasitaria nos camundongos C57BL/6 infectados
com Leishmania major. Os camundongos foram infectados na orelha com 1x10° formas
promastigotas metacilicas de L. major e as lesdes foram medidas semanalmente. (A) representa as
medidas das orelhas dos camundongos alimentados com as dietas controle (AIN 93G) e hipercaldrica
(HSF) até a oitava semana de infeccdo. A média dos valores das orelhas de camundongos nao
infectados foi subtraida de cada orelha infectada para estimativa das lesdes provocadas. (B)
representa o didmetro das lesGes nas orelhas de camundongos durante 8 semanas de infeccdo. (C)
representa a carga de parasitos nas orelhas de camundongos. Os valores de carga parasitaria foram
aferidos nos tempos 2, 4 e 8 semanas de infec¢do. Analise estatistica feita pelo teste t student (* =
p<0,05). Os resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.
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5.5 Avaliacéo do perfil das citocinas IL-4, INF-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 produzidas
por células de baco de camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania

major

Com o objetivo de avaliar o efeito da dieta hipercal6rica associada a infec¢ao
de L. major no perfil da resposta inflamatéria, avaliamos a producédo de citocinas IL-
4, IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 no sobrenadante de cultura de células de baco de
camundongos tratados com dieta hipercaldrica e camundongos tratados com a dieta
AIN 93G. Com relacdo aos niveis de IL-4 ndo observamos diferencas significativas
entre os grupos durante todos os tempos analisados (Figura 8A). Ao avaliarmos a
producdo de IFN-y, observamos que, na segunda semana os camundongos
alimentados com a dieta HSF apresentaram menores niveis dessa citocina quando
comparados ao grupo alimentado com a dieta AIN 93G. Interessantemente somente
partir da quarta semana ap0s a infeccdo observamos aumento de IFN-y no grupo
HSF, enquanto no grupo AIN 93G esse aumento foi observado a partir da segunda
semana de infeccdo (Figura 8B). Embora ndo tenha sido observado diferenca nos
niveis de TNF- a entre os grupos AIN 93G e HSF observamos aumento do nivel
dessa citocina a partir da segunda semana de infeccao (Figura 8C). Observamos
que a producédo de IL-17 no bac¢o n&do apresentou diferenca significativa em nenhum
dos tempos avaliados (Figura 8D). Quando avaliamos a producédo de IL-10 no baco
observamos que essa citocina ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos

em nenhum dos tempos avaliados (Figura 8E).
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Figura 8. Avaliacdo do perfil de citocinas produzidas por células de baco de camundongos C57BL/6
infectados com Leishmania major. Foram realizadas medidas de IL-4, TNF- A — a, IFN- vy, IL-17 e IL-
10 por ELISA nos sobrenadantes de cultura de células de baco de camundongos alimentados com as
dietas controle (AIN 93G) e hipercaldrica (HSF). As células foram coletadas e ajustadas para a
concentracdo de 5x10%ml de cultura e estimuladas com antigeno particulado de L. major na
concentracdo de 50ug/ml. Para as células de animais néo infectados (tempo zero) foi utilizado ConA
(10pg/ml) como estimulo. As medidas. (A) representa os dados de IL-4. (B) representa os dados de
TNF- a. (C) representa os dados de IFN y. (D) representa os dados de IL-17. (E) representa os
dados de IL-10. Andlise estatistica feita pelo teste t student (* = p<0,05 ; ** = p<0,005 e *** =
p<0,005). Os resultados sao representativos de dois experimentos desenvolvidos
independentemente.
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5.6 Avaliacao do perfil das citocinas IL-4, IFN-y, TNF- a, IL-17 e IL-10 no
sobrenadante de células do linfonodo cervical de camundongos C57BL/6

infectados com Leishmania major

Foi avaliada a producédo das citocinas IL-4 e IFN-y, TNF- a, IL-10 e IL-17 em
sobrenadante de cultura de células do linfonodo drenante (cervical) dos
camundongos. Observamos, na segunda e na quarta semana de infeccdo, niveis
significativamente diminuidos de IL-4 em camundongos alimentados com a dieta
hipercalérica (HSF) quando comparado ao grupo AIN 93G (Figura 9A). Ao
observarmos os niveis de INF-y e TNF-a no linfonodo cervical podemos verificar
aumento do nivel dessas citocina a partir da segunda semana de infeccdo em todos
os grupos (Figura 9B-C). Observamos que a producdo de IL-17 no linfonodo
cervical ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos tempos avaliados
qgquando comparamos o0s grupos (Figura 9D). Notamos que, no grupo HSF, a
producado de IL-10 aumenta na segunda semana de infeccdo, no entanto, a partir da
guarta semana 0s niveis dessa citocina se igualam aos niveis do controle (Figura
9E).
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Figura 9. Avaliagdo do perfil de citocinas produzidas por células de linfonodo cervicalde
camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania major. Foram realizadas medidas de IL-4, TNF-
a, IFN- vy, IL-17 e IL-10 por ELISA nos camundongos alimentados com as dietas controle (AIN 93G) e
hipercaldrica (HSF). As dosagens foram realizadas nos tempos: 0, 2, 4 e 8 semanas de infec¢do. As
células foram coletadas e ajustadas para a concentracdo de 5x10%/ml de cultura e estimuladas com
antigeno particulado de L. major na concentracdo de 50ug/ml. Para as células de animais nao
infectados (tempo zero) foi utilizado ConA (10ug/ml) como estimulo. (A) representa os dados de IL-4.
(B) representa os dados de TNF-a. (C) representa os dados de IFN-y. (D) representa os dados de IL-
17. (E) representa os dados de IL-10. Analise estatistica feita pelo teste t student (* = p<0,05 ; ** =
p<0,005 e *** = p<0,0005). Os resultados séo representativos de dois experimentos desenvolvidos
independentemente.
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5.7 Avaliacdo da producédo de 6xido nitrico por células de bacgo e do linfonodo
cervical de camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania major

A producéo de nitrito foi avaliada com o objetivo de inferir a quantidade de
oxido nitrico produzido por células de baco e do linfonodo drenante (cervical) dos
camundongos. Foram observadas diferencas significativas entre os grupos no baco

(Figura 10A) e no linfonodo (Figura 10B), ambos na quarta semana de infeccéo.
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Figura 10. Avaliacdo da concentragdo de 6xido nitrico no sobrenadante de cultura de células de
baco e do linfonodo drenante de camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania major. Foi
realizada a medida da concentragdo de 6xido nitrito para inferir a produ¢do de 6xido nitrico no
sobrenadante de cultura de células de bago e do linfonodo drenante de camundongos alimentados
com as dietas controle (AIN 93G) e hipercal6rica (HSF). As dosagens foram realizadas nos tempos: 0,
2, 4 e 8 semanas de infecgdo. As células foram coletadas e ajustadas para a concentracdo de
5x10%ml de cultura e estimuladas com antigeno particulado de L. major na concentracéo de 50ug/ml.
Para as células de animais néo infectados (tempo zero) foi utilizado ConA (10ug/ml) como estimulo.
(A) representa os dados de nitrito no sobrenadante de células de baco. (B) representa os dados de
nitrito no sobrenadante de células de linfonodo. Andlise estatistica feita pelo teste t student (* =
p<0,05 e *** = p<0,005). Os resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos
independentemente.
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5.8 Avaliagcédo do perfil de imunoglobulinas presentes no soro de camundongos
C57BL/6 infectados com Leishmania major.

As imunoglobulinas IgG total, 1IgG1, IgG2a e IgM foram avaliadas em soro de
camundongos alimentados com dieta padrao (AIN 93G) e dieta hipercal6rica (HSF) e
infectados com L. major. Verificou-se que na oitava semana 0s camundongos
alimentados com a dieta hipercaldrica (HSF) apresentam maior titulo de anticorpos
totais (IgG) circulantes quando comparado ao grupo que recebeu a dieta AIN 93G
frente ao antigeno particulado de L. major (Figura 11A). Em relacdo a IgG 1, os
camundongos obesos apresentam maior producdo de IgGl, na oitava semana,
qgquando comparado aos camundongos controles (Figura 11B). Com relacdo a
producdo de IgG2a o grupo alimentado com a dieta hipercalérica (HSF) apresenta
maior producdo desse anticorpo quando comparado ao grupo alimentado com a
dieta padrao (AIN 93G) na oitava semana (Figura 11C). Ja a producao de IgM
apresentou niveis aumentados no camundongo experimental quando comparado ao

seu controle na quarta semana (Figura 11D).
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Figura 11. Avaliagdo do perfil de imunoglobulinas no soro de camundongos C57BL/6 infectados com
IgG1, IgG 2a e IgM em soro de
camundongos alimentados com as dietas controle (AIN 93G) e hipercaldrica (HSF). As dosagens
foram realizadas nos tempos: 2, 4 e 8 semanas de infeccdo. Para sensibilizagdo da placa foi utilizado
antigeno particulado de L. major na concentracao de 20ug/ml. (A) representa os dados de IgG total.
(B) representa os dados de IgG 1. (C) representa os dados de I1gG 2a. (D) representa os dados de
IgM. Analise estatistica feita pelo teste t student (* = p<0,05 e *** = p<0,005). Os resultados séo
representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.

Leishmania major. Foram realizadas dosagens de IgG total,
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6 DISCUSSAO

A obesidade resulta em alteracbes imunologicas que podem levar ao
desequilibrio na producdo e liberagdo das citocinas pré e anti-inflamatérias,
estimular o infiltrado progressivo de macrofagos no tecido adiposo e induzir
respostas inflamatérias ou de hipersensibilidade (Prado et al.,, 2009). No entanto,
ainda ndo estdo claros quais sdo os efeitos imunolégicos da obesidade sobre os
mecanismos das doencas (Raj et al., 2014). Portanto, sabendo que fatores dietéticos
sdo importantes no desenvolvimento da obesidade e disfuncdes metabdlicas e que o
aporte calorico positivo € a principal causa da obesidade (Ng et al., 2010; Sampey et
al., 2011), foi utilizado neste estudo um modelo experimental de dieta hipercalérica
para induzir o ganho de peso dos animais. Os camundongos dos grupos AIN 93G
(dieta padréo) e HSF (dieta hipercaldrica) consomem a mesma quantidade de dieta,
porém o grupo que consome dieta hipercal6rica apresenta maior consumo em
calorias. O consumo aumentado de calorias permitiu o ganho de peso. Dessa forma,
sabendo do impacto que o ganho de peso gera sobre o metabolismo e a importancia
do tecido adiposo sobre sistema imunologico (Prado et al.,, 2009; Santos and
Torrent, 2010; Ohashi et al., 2014), este estudo teve como objetivo avaliar qual seria
o curso da infeccdo por Leishmania major em camundongos C57BL/6 obesos, ja que
este animal representa um modelo classico de resisténcia a esse parasito. Trabalhos
gue relacionam a obesidade a doencas infecto-parasitarias ainda sao escassos na
literatura. Alguns estudos descrevem a interacdo de protozoarios com o acumulo de
gordura decorrente da obesidade. Um estudo desenvolvido por Vieira e
colaboradores (1994), mostrou que o Trypanosoma cruzi € capaz de se desenvolver
no adipocito e isso faz com que ocorra uma infecgdo cronica que pode gerar agravo
na doenca. Em estudos experimentais, o T. cruzi também se desenvolve no tecido
adiposo e leva ao aumento da expressao do receptor TLR4 e maior proliferacdo de
macréfagos (Nagajyothi et al.,, 2012). J& em experimentos com camundongos
transgénicos que desenvolvem obesidade (db/db), houve aumento da mortalidade
dos animais infectados com T. cruzi e maior parasitismo do miocérdio (Machado et
al., 2012), confirmando a susceptibilidade aumentada a protozoarios em animais
obesos. Neste estudo, o mesmo foi observado, visto que animais obesos
apresentaram com 8 semanas de infeccdo uma carga parasitaria maior que animais

nao obesos.
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Considerando dados que correlacionam obesidade e sistema imunoldgico
(Prado et al., 2009; Santos and Torrent, 2010; Ohashi et al., 2014), na infec¢éo por
L. major em camundongos C57BL/6, era de se esperar que nesses animais a
resposta imunoldgica seria exacerbada com consequente eliminacdo do parasito .
Possivelmente, esta resposta imunoldgica do organismo é devido ao fato de que o
tecido adiposo € um importante secretor de TNF-a e essa citocina € importante
ativadora da producédo de INF-y e também promotora da ativagdo de macrofago.
Porém, neste trabalho, observou-se que 0s animais obesos e com alteracdes
metabdlicas, ao contrario dos animais com peso normal, apresentaram lesao
aumentada e manutencdo da carga parasitaria até a oitava semana. Dessa forma, é
imprescindivel que se conheca qual a influéncia da obesidade, induzida por dieta
hipercalorica, e de suas consequentes alteracbes metabdlicas sobre o
orquestramento da resposta imunoldégica frente a L. major.

A obesidade € uma doenca complexa, multifatorial e que esta relacionada ao
aumento da mortalidade, uma vez que o excesso de tecido adiposo no organismo
pode levar a danos a saude (WHO, 2000). Esta intimamente relacionada a
resisténcia a insulina e ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2. Neste
modelo experimental, os camundongos obesos apresentaram alteragdes glicémicas.
Apéds quatro semanas consumindo a dieta hipercalérica os camundongos do grupo
HSF apresentaram intolerancia a glicose, verificada pelo teste de tolerancia oral a
glicose (TTOG), e taxas de glicemia de jejum mais elevadas que as dos animais do
grupo AIN 93G, confirmando que estes animais apresentaram aumento de peso com
alteracdes metabdlicas, resultado este de extrema relevancia para a conducéo das
demais avaliagcdes. Estudos de Elased e colaboradores (1996) mostram que
parasitos celulares podem induzir a hipoglicemia diretamente por estimular a
producdo de insulina, ou indiretamente pela alta producdo de TNF-a. O TNF-a
estimula moléculas semelhantes a insulina e induz a reduz a glicemia dos animais. A
associacdo desses dois mecanismos gera hipoglicemia, que esta intimamente
relacionada ao curso da doenca e pior prognostico. Os resultados observados por
Elased e colaboradores (1996) contradizem os nossos dados, pois mesmo o TNF-a
sendo um importante fator para reduzir a glicemia em casos de doencas com
parasitos celulares, os animais deste estudo apresentaram hiperglicemia, sugerindo
gue possivelmente os mecanismos da obesidade que favorecem a hiperglicemia

sobrepbe a habilidade do TNF-a em gerar quadros de hipoglicemia. Estudos com
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malaria em roedores relacionam um pior prognostico da doenca em casos de
hipoglicemia (Elased et al., 1996).

O desencadeamento de disturbios metabdlicos e cardiovasculares em
organismos com excesso de tecido adiposo ja € bem estabelecido na literatura. Seu
impacto sobre o sistema cardiovascular se da especialmente pelo acumulo de tecido
adiposo e consequente alteracéo sobre a fracdo de lipideos séricos (Ng et al., 2010;
Sampey et al., 2011). Neste trabalho os animais alimentados com dieta hipercalérica
apresentaram na oitava semana de infeccdo aumento na fracdo de LDL. Esse dado
corrobora outros achados da literatura de que a utilizacdo da dieta HSF leva ao
ganho de peso e alteracdes metabdlicas sistémicas, inclusive sobre a fracdo de
lipideos séricos (dados néo publicados). Estudos evidenciam aumento do colesterol
e LDL em roedores e coelhos infectados (Esteve et al., 2005). Em seu trabalho,
Nieto et al., (1992) observam um aumento de colesterol total e LDL ao estudarem
cées infectados com L. infantum. Os autores sugerem que a alteracdo nessa fracao
de lipideos séricos deriva da alteracdo hepatica causada pela doenca. Como a
obesidade altera o tecido hepatico, 0 aumento de LDL observado pode também ser
em virtude dessa alteracdo. Em seu estudo, Fernandes e colaboradores (2013)
mostrou que o aumento da fragdo de colesterol total e LDL aumentados em
camundongos infectados com L. major. A analise dos dados publicados evidenciam
gue tanto a dieta quanto a infeccdo podem gerar alteracdo sobre a fracao de lipideos
séricos, sendo coniventes aos resultados observados neste trabalho.

Neste estudos observou-se alteracées no curso da infeccdo por L. major em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hipercalorica, identificados por
aumento da lesdo na quinta semana se infeccdo e persisténcia de parasitos na lesdo
até a oitava a semana de infeccdo. Estudos recentes tém evidenciado que a
resposta imunologica alterada em individuos obesos pode influenciar no curso das
infecgbes (Vaillant et al., 2009; Karlsson and Beck, 2010). O impacto do tecido
adiposo excessivo em pacientes criticos € perceptivel. Pacientes obesos sdo mais
suscetiveis a adquirem infeccdo hospitalar, tem maior de risco de desenvolverem
doencas do trato urinario, pneumonias e asma. Além disso, se comportam de
maneira de diferente a antibidtico terapia, embora 0s mecanismos para esse
processo ainda nao estejam evidenciados(De Heredia et al., 2012; Milner and Beck,
2012; Yuan and Chen, 2013; Diaz and Farzan, 2014; Raj et al., 2014). Outros

trabalhos mostram diminuicdo da resposta imune em obesos com infeccdes
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adquiridas por fungos, virus ou bactérias (Vaillant et al., 2009; Karlsson and Beck,
2010; Nave et al., 2011; Sheridan et al.,, 2012). Em seu estudo, Karlsson e Beck
(2010), sugerem alguns mecanismos pelos quais a obesidade poderia influenciar a
resposta imune em hospedeiros, como inflamacdo exacerbada, alteracdo na
sinalizacdo de adipocinas, alteragcbes metabdlicas e até regulagdo epigenética,
embora ainda estas ainda sejam desconhecidas.

Buscando identificar explicacfes para os dados relativos ao tamanho da leséo
e carga parasitaria, investigamos o perfil de citocinas. Conforme esperado, animais
da linhagem C57BL/6 apresentam naturalmente baixos niveis de IL-4(Sacks and
Noben-Trauth, 2002). Observou-se que animais obesos produzem quantidades
reduzidas de IL-4 quando comparado ao grupo controle. Esses dados contrapde aos
dados observados no trabalho de Raj, Kabra e Lodha (2014) que, embora haja
controvérsias em relacdo ao equilibrio da producéo de citocinas induzindo respostas
Thl e Th2 na obesidade, sua associacdo com algumas doencas esta relacionada a
inclinacdo da resposta para o perfil Th2. Conforme ja € descrito na literatura, os
niveis de TNF-a aumentam logo apés a infecgao (Sacks and Noben-Trauth, 2002).
Neste estudo observou-se, ao comparar animais néo infectados com os infectados,
um aumento nessa citocina, porém, nos demais tempos analisados avaliando
animais obesos com animais de peso normal, ndo observamos variacdo entre 0s
grupos. O IFN-y é a principal citocina que atua na eliminagao do parasito (Sacks and
Noben-Trauth, 2002), uma vez que ativa mecanismos efetores presentes nos
macréfagos. Normalmente aumenta logo apds o inicio da infeccdo e seus niveis
comecam a decair ao final da infeccdo. Esse mecanismo € importante na eliminagéo
do parasito, uma vez que esta relacionado a ativacdo de iNOS. Neste estudo, nos
animais obesos, os niveis de IFN-y se mantiveram significativamente mais baixos na
segunda semana e sO0 comecaram a aumentar por volta da quarta semana de
infeccdo. Essa baixa nos niveis de IFN-y em uma fase importante para a eliminagao
do parasito pode estar diretamente relacionada a maior permissividade do parasito
no hospedeiro com persisténcia do mesmo na lesédo até a oitava semana. Estudos
com L. amazonensis mostram que baixos niveis de IFN-y podem favorecer a
replicacéo do parasito (Qi et al., 2004).

Neste trabalho observou-se que animais obesos apresentam uma resposta
diferente dos animais com peso normal em relacdo a producgdo de IL-10, com niveis

aumentados no linfonodo na segunda semana de infeccdo. Os dados observados
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para IL-10 no linfonodo contradiz aos dados observados por Esposito e
colaboradores (2003), que observaram redugcdao na producdo de IL-10 no tecido
adiposo de animais obesos (Esposito et al., 2003; Gotoh et al., 2012). Porém, outro
grupo de estudo correlacionou obesidade a disfuncdo das células dendriticas,
levando ao aumento da producédo de IL-10 sistémica. O’shea e colaboradores em
seu trabalho relatam que obesos apresentam disfuncdo das células dendriticas, o
que pode levar a desregulacdo da producado de citocinas, especialmente IL-4 e IL-
10, gerando maior risco de infec¢des virais. A IL-10 reprime a ac¢do do IFN-y e
promove a inativacdo de macrofagos para eliminacdo do parasito via mecanismos
dependentes de IFN-y (Moore et al., 2001). A IL-10 também est4 associada ao
aumento da atividade de arginase | nos macréfagos e consequente proliferacdo do
parasito (Boutard et al., 1995; Corraliza et al., 1995). As células T reguladoras e
seus produtos tém sido relacionados a susceptibilidade aumentada a infeccao por L.
major em linhagens de camundongos resistentes (Anderson et al., 2005) e pela
persisténcia dos parasitos na lesao (Belkaid et al., 2001).

Observou-se neste trabalho uma producdo de NO aumentada no grupo
obeso, porém esses animais possuem maior carga parasitaria e maior lesdo. O
mecanismo pelo qual isso ocorre ainda precisa ser elucidado. A producao de éxido
nitrico € um importante mecanismo de eliminacdo do parasito (Vieira et al., 1994),
porém em associacdo com outros fatores, nao foi efetivo na eliminacdo do parasito.
Provavelmente os baixos niveis de IFN-y associados aos niveis aumentados de IL-
10, ambos na segunda semana, podem ter facilitado a replicagdo do parasito
contribuindo para o aumento da carga parasitaria e dificultando sua eliminacao por
mecanismos classicamente efetores na eliminagcéo do parasito como a producao de
oxido nitrico. Em seu estudo em 2013, O’shea e colaboradores mostraram que
animais obesos apresentaram menor expressdo de moléculas co-estimuladoras de
linfécitos T, menor ativagdo da via toll like receptors (TLR) e maior producgéo da IL-
10, o que poderia estar relacionado a maior chance de proliferagcdo de agentes
infecciosos.

Embora a resposta imune celular seja um dos principais mecanismos de
eliminacdo do parasito na infecgcdo por L. major, as imunoglobulinas auxiliam em
diversos mecanismos relativos a infeccdo, sinalizando e interferindo nos
mecanismos efetores de eliminacdo do patégeno. Neste estudo houve aumento de

IgG total e suas fracdes IgG1l e lIg2a na oitava semana de infeccdo no grupo obeso
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qgquando comparado ao seu controle. A IL-10 tem sua producdo induzida nos
macréfagos e nos neutréfilos quando elas fagocitam formas opsonizadas do parasito
com IgG do hospedeiro(Kane and Mosser, 2001; Lopes et al., 2014), portanto o
aumento de IL-10 pode ter sido induzido pelo aumento de IgG, consequentemente,
mais parasitos foram opsonizados por essa imunoglobulina. Além disso, a fagocitose
de formas amastigotas opsonizadas por IgG induz a ativacao de vias de sinalizacao
que levam a producao de IL-10 por macréfagos (Yang et al., 2007).

O IFN-y, além de ser o principal fator produzido por células Th1, € também
fundamental para a manutencdo dessa resposta imune, uma vez que estimula a
producéo de IL-12, inibe a proliferacdo de linfécitos Th2, e coordena a mudanca de
isétipo para lgG2a por linfécitos B (Snapper and Paul, 1987; Gajewski and Fitch,
1988; Gajewski et al., 1988).

No entanto, mais estudos de investigagcédo, sobre os mecanismos pelos quais
0os camundongos Os dados apresentados no presente estudo sugerem que a
obesidade e suas complicacdes metabdlicas parecem alterar a resposta imunolégica
durante a infeccao por L. major. A alteracédo do perfil de citocinas (reducao de IFN-y
e aumento de IL-10 ambos na segunda semana de infec¢cdo) possivelmente podem
explicar os mecanismos envolvidos pelos quais 0os animais obesos apresentam
maior lesdo e maior permissividade ao parasito.

C57BL/6 obesos tém maior lesdo e maior carga parasitaria no decorrer da

infeccdo, sdo necessarios.
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7 CONCLUSAO

Os resultados observados neste trabalho deixam evidente que a obesidade
altera o orquestramento da resposta imunoldgica frente a infeccdo por L. major em
camundongos C57BL/6, modelo classico de resisténcia a esse parasito. Os achados
mais relevantes demostram que:

- A infeccdo néo foi capaz de influenciar as alteracfes metabolicas esperadas
na obesidade.

- A obesidade tornou o hospedeiro mais permissivo ao parasito com
consequente alteracdo no tamanho da leséo.

- A alteracdo de citocinas, reducao de IFN-y e aumento de IL-10, ambos na
segunda semana, podem justificar a persisténcia do parasito na lesdo até a oitava
semana e aumento da lesdo na quinta semana.

- A obesidade provocou aumento de o6xido nitrico na quarta semana de
infeccdo no baco e no linfonodo, e embora esse mecanismo seja a principal via de
eliminacao do parasito, ndo foi efetivo para sua eliminacéao.

- Observou-se, nos animais obesos, aumento das imunoglobulinas 1gG total e
0s subtipos 1gG1 e IgG2a o que pode ter favorecido o aumento na producao de IL-
10.

Uma vez que a obesidade é uma epidemia mundial, torna-se altamente
relevante melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos e melhor compreensdo do
curso das doencas infeciosas e parasitarias em individuos obesos, especialmente
em populacdes que vivem em areas endémicas para doengas como as
Leishmanioses. Tais resultados evidenciam o papel imunomodulador da obesidade
no modelo de infeccdo utilizado, reforcando a importancia da continuidade nas

pesquisas que relacionam obesidade e doencas infecto-parasitarias.
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8 PERSPECTIVAS

v Concluir os experimentos em andamento.

<

Concluir as analises histoldgicas da lesao e do tecido adiposo,

v Avaliar o perfil de células inflamatérias e reguladoras no linfonodo,
baco e no tecido adiposo.

v' Testar outras vias de envolvidas na resposta imunol6gica frente a

Leishmania, como arginase e nivel de mMRNA de oxido nitrico sintase.

v' Submissao do artigo.
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