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RESUMO
SAMPAIO, Bruno. Efeitos da Obesidade Sobre Parametros Imunoldgicos e
Hematologicos de Ratas Submetidas a Endotoxemia. 2012. 68 f. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Tropical) - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 2012.

Atualmente, a obesidade é considerada um importante problema de saude publica
mundial. Notavelmente, o aumento da prevaléncia desta sindrome esta sendo
associado ao surgimento de inimeras doencas secundarias (co-morbidades) que
prejudicam a qualidade de vida e agravam o prognéstico de individuos e pacientes,
tornando-os mais predisponentes a doencas inflamatérias e infeccbes. Trata-se de
uma condicdo metabdlica complexa, que influencia diversos sistemas fisioldgicos,
inclusive o sistema imune. O tecido adiposo, que antes era conhecido por fungdes
de armazenamento de energia, vem sendo descrito ultimamente como importante
orgao enddcrino, capaz de secretar uma gama de moléculas pro e anti-inflamatorias
(inclusive citocinas), as quais exercem atividade direta sobre os componentes do
sistema imune. Com base nesse contexto, a presente pesquisa se prop6s a avaliar o
efeito e as consequéncias da obesidade sobre parametros do sangue e do sistema
imune, como a funcionalidade de macréfagos alveolares, em ratas adultas
submetidas a endotoxemia. Neste estudo, ratas Wistar (n=32) foram divididas em
dois grupos, segundo regime dietético empregado: Grupo Dieta Padrdo (DP),
formado por animais que receberam dieta padrédo do biotério, Labina (Purina do
Brasil S/A), durante 18 semanas e Grupo Dieta Hiperlipidica (DH), composto por
animais que receberam dieta palatavel hiperlipidica por um periodo de 18 semanas
(148 dias). No 147° dia, os grupos iniciais foram subdividos em endotoxémicos (DPE
e DHE) e ndo endotoxémicos (DH e DP). A obtencdo dos grupos endotoxémicos foi
feita com aplicacdo intraperitoneal de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) na dose
1mg/Kg de peso corporal. Apdés 24h, foram realizadas a obtencdo de sangue
periférico para contagem de leucéocitos e hemécias, a retirada do lavado
broncoalveolar (LBA) e a retirada da gordura abdominal para posterior pesagem.
Aliquotas do LBA foram extraidas para a andlise da contagem total e diferencial de
leucécitos. Apds, o LBA foi centrifugado para obtencdo dos macréfagos alveolares
(MA). Foi efetuado o estudo da atividade microbicida dos MA, através da taxa de
fagocitose e da producdo de oOxido nitrico (ON), através da medida indireta da
dosagem dos nitritos e nitratos nos cultivos celulares. Foram realizados também
testes de viabilidade celular. A andlise estatistica foi efetuada com os testes
MANOVA e ANOVA. Os resultados revelam que o consumo de dieta hiperlipidica
ndo gerou aumento no ganho ponderal, todavia promoveu incremento da quantidade
de gordura visceral. A obesidade, gerada pela inducdo da dieta hiperlipidica,
acarretou um aumentou na quantidade de hemécias e neutréfilos do sangue
periferico e na quantidade de neutrdfilos e linfocitos no local da infeccéo.
Surpreendetemente, as atividades microbicidas dos MA de ratas obesas
permaneceram semelhantes e intactas, mesmo na presenca da endotoxemia.

Palavras-chave: Obesidade, imunidade, macréfagos alveolares, endotoxemia



ABSTRACT
SAMPAIO, Bruno. Effects of obesity on immunological and hematological

parameters of rats subjected to endotoxemia. 2012. 68 f. Dissertation (Master in
Tropical Medicine) — Health Sciences Center, Federal University of Pernambuco,

Recife, Pernambuco, 2011.

Obesity is considered a important public health problem worldwide. Remarkably, the
increased prevalence of this syndrome is associated with the emergence of
numerous secondary illnesses (comorbidities) that affect the population quality of life
and worsen the prognosis of patients, becoming them more predisposing
inflammatory diseases and infections. This is a complex metabolic condition that
influences many physiological systems, including the immune system. Adipose
tissue, which was previously known as functions of energy storage, has been
described recently as an important endocrine organ capable of secreting a range of
molecules pro and anti-inflammatory (including cytokines), which exert direct activity
on the components of immune system. Based on this background, the present study
aimed to evaluate the effect and consequences of obesity on blood parameters and
immune system, as the functionality of alveolar macrophages in adult rats subjected
to endotoxemia. In this study, female Wistar rats (n = 32) were divided into two
groups according to dietary employee: Standard Diet Group (SD), formed by animals
fed the standard diet Labina (Purina of Brazil S/A) of our bioterium for 18 weeks and
Hyperlipidic Diet Group (HD), composed of animals fed high-fat palatable diet for a
period of 18 weeks (148 days). At 147 days, the initial groups were subdivided into
endotoxemic (ESD and EHD) and not endotoxemic (SD and HD). To obtain
endotoxemic groups was made with intraperitoneal application of bacterial
lipopolysaccharide (LPS) at a dose 1mg/kg body weight. After 24 hours, were
conducted to obtain peripheral blood leukocyte count and red blood cells, the
removal of bronchoalveolar lavage (BAL) and the removal of abdominal fat for later
weighing. BAL aliquots were taken for analysis of total and differential count of
leukocytes. After the BAL was centrifuged to obtain alveolar macrophages (AM). Was
performed to study the microbicidal activity of MA through rate of phagocytosis and
the production of nitric oxide (NO) by indirect measurement of the dosage of nitrites
and nitrates in cell cultures. Tests were also performed cell viability. Statistical
analysis was performed with ANOVA and MANOVA tests. The results show that
consumption of high-fat diet did not cause increased weight gain, however promoted
increased visceral fat. Obesity, generated by inducing high fat diet, caused an
increase in the number of erythrocytes and neutrophils from peripheral blood and the
number of neutrophils and lymphocytes at the site of infection. Surprisingly, the
activities of microbicides MA of obese rats remained intact and the like, even in the
presence of endotoxemia.

Keywords:.Obesity, immunity, alveolar macrophage, endotoxemia
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca multifatorial cronica, sendo definida como um
acumulo de gordura pelo organismo num nivel que compromete a saude dos
individuos, consequente aos desequilibrios da homeostase energética do organismo
(WHO, 2005; SHILLS et al, 2008). Atualmente é considerada um dos maiores
problemas de saude publica, repercutindo negativamente na saude dos individuos
por conta das suas co-morbidades (MATARESE et al, 2010).

Notavelmente, o aumento da prevaléncia desta sindrome estd sendo
associado ao surgimento de inimeras doencas secundarias (co-morbidades) que
prejudicam a qualidade de vida e agravam o prognéstico de individuos e pacientes,
tornando-os mais predisponentes a doencas inflamatérias e infec¢des. Trata-se de
uma condicdo metabdlica complexa, que influencia diversos sistemas fisiolégicos,
inclusive o sistema imune, sistema bastante sensivel as alteracdes na homeostase
(SAMARTIN; CHANDRA, 2001; FALAGAS; MATARESE et al, 2010).

Neste contexto, o tecido adiposo, responsavel pelo armazenamento de
energia, tem sido reconhecido como um importante Orgado endécrino com
participacdo ativa tanto no processo inflamatério como na resposta imune,
principalmente através da producédo e liberacdo de uma variedade de fatores pré e
anti-inflamatérios, denominados de adipocitocinas que incluem: a leptina, a
adiponectina e diversas citocinas (FANTUZZI, 2005; COSTA; DUARTE, 2006). A
secrecdo dessas moléculas e os mecanismos de comunicagdo do tecido adiposo
com as células do sistema imune estdo relacionados com a massa de tecido
adiposo. Portanto, as alteragBes nutricionais e o desequilibrio na homeostase do
tecido adiposo podem modificar o padrdo de sintese desses mensageiros e
consequentemente interferir na funcdo de células imunolégicas (FANTUZZI, 2005;
FAGGIONI; FEINGOLD; GRUNFELD, 2001).

A administracao de dieta hipercalérica e hiperlipidica para induzir obesidade é
um modelo simples e possivelmente, um dos que mais se assemelha a realidade da
obesidade nos seres humanos. As evidéncias sugerindo que a obesidade seja uma
doenca inflamatoéria tornam-se motivo de preocupacdo em pacientes (ALVES, 2006;
FALAGAS; KOMPOTI, 2006).
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Paralelamente, o estudo das manifestacbes nas alteracbes fisioloégicas
durante um processo infeccioso por bactérias pode ser realizado através da
utilizacdo de modelos animais. A administracdo parenteral de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) tem sido amplamente utiizada como modelo de infec¢do por
mimetizar a reacdo generalizada de defesa do organismo frente a sepse,
reproduzindo os sintomas clinicos observados em pacientes com septicemia por
bactérias Gram-negativas. Todo o0 processo inicia-se, nesse modelo de
administracdo do LPS, a partir do foco infeccioso ou da disseminacdo da endotoxina
administrada na cavidade peritoneal (BENJAMIM, 2001; MELO et al., 2010).

Os macroéfagos sdo fundamentais para o desenvolvimento, a amplificacdo e a
resolucdo da reacdo inflamatoria, por suas funcbes fagocitica, microbicida e
capacidade de sintetizar e secretar uma grande variedade de mediadores
inflamatérios como citocinas e quimiocinas (RUBINS, 2003). Particularmente, o
macrofago € bastante sensivel aos efeitos da endotoxina, tanto que a
superestimulacdo das vias de sinalizacdo monociticas por LPS pode levar a uma

inflamacéo sistémica, resultando em sepse ou choque (ROBERT; SPITZER, 1997).

Com base nesse contexto, a realizagdo de trabalhos, como o0 nosso,
associando a obesidade com a resposta imune frente a processos infecciosos
podem dar esclarecimentos a cerca de alguns aspectos que envolvam a resposta
imune com alteracdes metabodlicas. Além de fornecer resultados proveitosos que
enriquecerdo a literatura cientifica e poderdo dar suporte as bases para a definicdo

de medidas de tratamento e controle das doencas infecciosas em individuos obesos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE
2.1.1 Definicao e epidemiologia

A obesidade é considerada uma doenca integrante do grupo de Doengas
Crbnicas Nao-Transmissiveis (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004) e estd se
tornando motivo crescente de preocupacdo no mundo ocidental (JAMES, 2008).

O conceito de obesidade é baseado no indice de Massa Corporal (IMC;
kg/m?). A Organizacdo Mundial de Saltde (OMS) define obesidade como um IMC
maior ou igual a 30 Kg/m2 e sobrepeso como um IMC maior ou igual a 25 Kg/m?
(WHO, 2000). Atualmente, sabe-se que a localizacdo abdominal da gordura
(obesidade central ou visceral) esta mais correlacionada a distlrbios metabdlicos e
risco cardiovascular. Medidas da circunferéncia da cintura ou da razdo entre as
circunferéncias da cintura e do quadril sdo capazes de fornecer estimativas da
gordura abdominal, que, por sua vez, estad correlacionada a quantidade de tecido
adiposo visceral (FORMIGUERA; CANTO’N, 2004).

A prevaléncia e a incidéncia da doenca estdo crescendo rapidamente.
Pesquisas revelam que aproximadamente 1,6 bilhdes de pessoas estdo com
sobrepeso, das quais cerca de 400 milhGes desses individuos estdo obesos. Estima-
se que em 2015, cerca de 2,3 bilhdes de adultos terdo sobrepeso e 700 milhdes
serdo obesos (WHO, 2006).

Sabidamente, a obesidade tornou-se um problema de saude publica tanto nos
paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento (SEIDELL, 2006). Nos
Estados Unidos calcula-se que a prevaléncia de obesidade seja de 32,2% para
homens adultos e 35,5% para mulheres adultas, percentuais esses que se elevam
para 72,3% e 64,1%, respectivamente, quando se trata de sobrepeso e obesidade,
resultando em aproximadamente 300.000 mortes por ano (FLEGAL et al, 2010).
Este ndmero é superior as mortes decorrentes de acidentes no transito e de
HIV/AIDS, com 42.643 e 15.798 Obitos, respectivamente (LASH; ARMSTRONG,
2009).
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No Brasil, a obesidade esta presente em 16,9% das mulheres e 12,4% dos
homens. Quando inclusos os casos de sobrepeso, estes valores elevam-se para
48% das mulheres e 50,1% dos homens (IBGE, 2010). Estimativas revelam que, em
2025, o Brasil serd o quinto pais no mundo a ter problemas de obesidade em sua
populacdo (ROMERO; ZANESCO, 2006).

2.1.2 Etiologia da obesidade

Mlltiplos fatores tém sido apontados como promotores do desenvolvimento
da obesidade, condicdo que normalmente deriva da interacdo de fatores genéticos
com a abundante quantidade de calorias ingeridas e o reduzido gasto de calorias
destinadas a geracdo de energia. Trata-se, portanto, de um desequilibrio na
homeostase energética, gerando um acumulo excessivo de gordura pelo organismo.
Além disso, disturbios metabdlicos, fatores neuroenddcrinos bem como influéncias
psicolégicas e comportamentais, como o habito de consumir alimentos
excessivamente energéticos, mas pobres em micronutrientes associado a reducéo
da pratica de atividade fisica sédo as causas comumente apontadas como geradores
dessa patologia (SAMARTIN; CHANDRA, 2001; MATARESE, 2005; JEBB, 2004;
SHILLS etal., 2008).

2.1.3 Co-morbidades associadas a obesidade

A obesidade tem sido associada ao surgimento de inimeras co-morbidades
que prejudicam a qualidade de vida dos individuos e agravam o prognostico de
pacientes. Dentre elas, destacam-se o Diabetes N&o-Insulino-Dependente (Tipo 2),
hipertensdo, dislipidemias, diversos tipos de cancer e doencas cardiovasculares,
além de alteracBes no sistema imune (AHEMED et al., 1999; LASH; ARMSTRONG,
2009). Todas essas condi¢des patolégicas parecem ser consequéncia de um estado
crbnico de baixo grau de inflamacdo, mediado por mecanismos metabdlicos e
inflamatérios (MATARESE; LA CAVA, 2005; TILG; MOSCHEN, 2006). A obesidade

estd também associada a problemas psicossociais, como depressdo e estresse
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relacionados a questdo da discriminacdo a individuos sob esta condicdo patoldgica
(BENSON et al., 2009).

2.2 MODELOS DE INDUCAO DA OBESIDADE EM ANIMAIS E DIETA
HIPERLIPIDICA

A obesidade em humanos é primariamente o resultado de uma desigualdade
entre a entrada e o consumo de calorias. Em animais, os modelos mais utilizados
para inducdo de obesidade sdo: a lesdo do nicleo hipotalamico ventromedial
através da administracdo de glutamato monossédico ou lesdo elétrica direta,
ooforectomia, alimentagdo com dietas hipercaloricas e manipulagdo genética para
obesidade (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

A grande similaridade e homologia genética dos roedores e dos humanos
permitem que os modelos animais sejam uma importante alternativa para estudos de
diversas condicdes que afetam os seres humanos. A obesidade, assim, pode ser
induzida, simulada e seus efeitos estudados em ratos. Segundo esses mesmos
autores, alteracbes neuroendodcrinas, genéticas e dietéticas podem produzir essa
condicdo em animais, sendo o modelo dietético o mais simples e o mais analogo da
realidade da doenca no homem (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).
Diversos tipos de dietas tém sido utilizados com sucesso para a reproducdo de
modelos experimentais da obesidade (ESTADELLA et al, 2004; DUARTE et al,,
2006; SILVA, 2010).

2.3 TECIDO ADIPOSO E ADIPOCINAS

2.3.1 Tecido adiposo

O tecido adiposo é um tipo especializado de tecido conjuntivo frouxo, onde ha
predominancia de células armazenadoras de gorduras neutras (ou triglicérides),
denominadas adipdcitos. Essas células podem ser encontradas no tecido conjuntivo
frouxo, no entanto a maior parte estd agrupada no tecido adiposo distribuido pelo
corpo (HAM; COMACK, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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Como os mamiferos consomem energia de modo continuo, mas se alimentam
intermitentemente, torna-se importante a presenca de um reservatorio de energia,
representado pelo tecido adiposo. Além dessa funcdo classica, ha outras também
tradicionais, como a de isolante térmico e preenchimento de espacos entre tecidos,
servindo para protecdo e sustentacdo dos orgaos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
Na classe Mammalia, estdo presentes duas variedades de tecido adiposo: o branco
(TAB) e o marrom (TAM). O TAB esta presente perifericamente nas regides
subcutdnea e visceral e é responsavel pela regulacdo do balanco energético
mediante processos de lipogénese e lipdlise. Histologicamente, é composto por
adipécitos, células imunoldgicas, tecido conjuntivo, nervoso e vascular. O TAM esta
localizado no sistema nervoso central e apresenta funcdo termogénica, € mais
vascularizado, possui maior nimero de mitocondrias e diminui com a idade (LEITE;
ROCHA; BRANDAO-NETO, 2009).

O TAB, antes considerado como 6rgdo passivo de energia, € considerado
atualmente um importante 6érgdo endécrino metabolicamente ativo (COSTA,;
DUARTE, 2006). Isto porque em 1994, foi descoberta uma proteina com funcdes
enddcrinas que € produzida no tecido adiposo, a Leptina (Lp). Seu gene (ob) foi
clonado por Friedman e colaboradores e desde entdo, revolucionou os conceitos
sobre a biologia do tecido adiposo (MATARESE; LA CAVA, 2005).

Com base em estudos das Ultimas duas décadas, considera-se atualmente o
tecido adiposo como um oOrgdao multifuncional que produz peptideos e moléculas
bioativas, reconhecidas com adipocinas (GUIMARAES et al., 2007). Estas tém ac¢des
diversas, podendo-se agrupa-las de acordo com a sua principal funcdo em
adipocinas com funcdo imunolégica, cardiovascular, metabdlica e enddcrina
(MAFRA; FARAGE, 2006).

Como o6rgao secretor, o tecido adiposo apresenta diversas peculiaridades.
Encontra-se disperso pelo organismo, em depdésitos isolados e sem ligacao fisica
entre si, sendo suas atividades de secrecdo de moléculas regulada por mecanismos
hormonais e humorais, ainda sem total esclarecimento (COSTA; DUARTE, 2006).
Em tais depositos individuais, estdo presentes macréfagos, fibroblastos, pré-
adipdcitos e adipocitos secretores de adipocinas. Esses fatores ndo sédo produzidos
exclusivamente no tecido adiposo, sendo secretado por outros tecidos e por isso é
dificil determinar exatamente a sua contribuicdo para os niveis de adipocinas
circulantes (FANTUZZI, 2005; BERG; SCHERER, 2005).
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Algumas dessas moléculas secretadas estdo ativamente implicadas na
regulacdo da funcdo imune, um exemplo j& conhecido € o da Lp (AHIMA e FLIER,
2000). As evidéncias apontam que a Lp pode estar envolvida na deficiéncia da
resposta imune humoral e celular, mas isso ndo esti totalmente esclarecido. O
peptideo Adiponectina € também secretado pelo adipdcito e participa na resposta
imune atuando como protetor da inflamacdo (RUDIN e BARZILAIL, 2005). As
Interleucinas, como a Interleucina-6 (IL-6) e a Interleucina-8 (IL-8), e o Fator de
necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e os fatores do complemento B, C3 e D sédo os
componentes de participacdo direta no sistema imune que sdo também secretados
pelo tecido adiposo (OTERO et al., 2005; BERG; SCHERER, 2005).

Por estas razbes, a obesidade tem sido caracterizada como um estado de
baixo grau de inflamacao cronica, capaz de aumentar a suscetibilidade de adquirir
infeccBes, a incapacidade em combaté-las, elevar a disposicdo para desenvolver
doencas auto-imunes e doencas inflamatérias de carater cronico (MATARESE; LA
CAVA, 2005; ALVES, 2006).

2.3.2 Adipocinas

2.3.2.1 Leptina (Lp)

A Lp é um hormdnio polipeptidico codificado pelo gene obesidade (ob) que é
expresso principalmente nos adipécitos, tanto de seres humanos quanto de roedores
(ZHANG et al. 1994; CAMPFIELD et al. 1995).

O “horménio da saciedade”, como € conhecida a Lp, age como um sinal
aferente para o sistema nervoso central (SNC) através de um feedback negativo que
inibe a expressdo de seus genes, e posteriormente controla a ingestao alimentar,
regula o tecido adiposo, peso corporal e apetite (BENATTI; LANCHA JR, 2007).

A producdo de Lp € regulada pelas alteracdes induzidas pela insulina no
adipocito e 0s seus niveis correlacionam-se com a massa de tecido adiposo
(HAVEL, 2004). A sua ligacdo a receptores hipotalamicos, transmitem informagéo

relativa & massa de tecido adiposo e depdésitos energéticos existentes (SILVEIRA et



22

al, 2009). Adipdcitos secretam Lp em proporcao direta a massa de tecido adiposo,
bem como o estado nutricional. Assim, quanto maior a quantidade de tecido adiposo,
maior a concentracdo de leptina produzida e liberada (FONSECA-ALANIZ et al,
2006).

Evidéncias tém sugerido que a leptina também possui um papel modulador da
resposta imune, atuando em processos inflamatérios e patologias imuno-mediadas.
Segundo Fantuzzi (2005), a leptina aumenta, em mondcitos e macréfagos, a sintese
de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-12, além de estimular a
ativacao de neutréfilos e a proliferacdo de mondcitos in vitro circulantes.

Além disso, a hiperleptinemia presente na obesidade estd associada a uma
resisténcia a leptina, gerando prejuizos na resposta imune (ALVES, 2006). A
obesidade é caracterizada por um estado central de resisténcia a Lp (JUGE-AUBRY;
MEIER, 2002). As células T reconhecem esse quadro de deficiéncia, o que gera

uma disfungdo do imunolégico similar & da desnutricdo (SILVEIRA et al. 2009).

2.3.2.2 Adiponectina (acpr30)

A acpr30 é uma proteina sintetizada exclusivamente pelos adipocitos e seus
niveis estdo inversamente relacionados a obesidade e Insulino-Resisténcia (PRINS,
2002; BERG; SCHERER, 2005).

De acordo com Fantuzzi (2005), a adiponectina apresenta fun¢cdo imunolégica
anti-inflamatdria, que é resultado da supressdo da sintese TNF-a, IL-6, e
consequente inducdo da sintese de IL-10, agindo como protecdo para distarbios
cardiovasculares e aumentando a sensibilidade a insulina (FANTUZZI, 2005;
COSTA; DUARTE, 2005). Além disso, inibe a ativacdo do fator kB (NF-kB) em
células endoteliais e interfere na funcdo de macréfagos (OUCHI et al, 1999).

A Acrp30 também inibe a proliferacdo de precursores de mielo-mondcitos,
suprime a funcdo de macrofagos maduros, a fagocitose e a producédo de citocinas
(YOKOTA et al., 2000). Em contrapartida, a producdo local pelos adipdcitos de
algumas citocinas, como IL-6 e TNF-a inibe a secrecdo e expressdao de
adiponectina, sendo o0s niveis dessas moléculas no plasma inversamente
correlacionados (ALVES, 2006).
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2.3.2.3 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria produzida pelos tecidos muscular,
adiposo e linféide, com papel central na defesa do organismo, assim como no
metabolismo lipidico, através da diminuicdo da diferenciacdo dos pré-adipocitos e
indugdo da apoptose (in vitro) e da lipdlise (in vitro e in vivo), regulando a massa de
tecido adiposo. O TNF- a esta associado a Insulino-Resisténcia, observando-se
valores elevados na obesidade que diminuem com a perda de peso (XU et al., 2003;
GERKHE; PEREIRA, 2007).

2.3.2.4 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina imuno-moduladora com acao pro-inflamatéria e
enddécrina. O tecido adiposo € a principal fonte de IL-6 circulante nos estados ndo
inflamatérios (PRINS, 2005; FANTUZZI, 2005). Também ocorre secrec¢ao de IL-6 a
nivel de hipotdlamo onde se pensa que desempenha um papel na regulacdo do
apetite e no gasto energético. Atribui-se a ela um papel no metabolismo dos lipidios
e da glucose. Inibe a lipoproteina lipase, induz a lipdlise e aumenta a captacéo de
glucose. Os seus niveis estdo aumentados na obesidade (tanto os séricos como 0s
do tecido adiposo) e diminuem com a perda de peso. E também marcador de
Insulino-Resisténcia (PRINS, 2005; BERG; SCHERER, 2005).

2.3.2.5 Moléculas do complemento

As moléculas de complemento foram as primeiras proteinas produzidas pelos
adipocitos a serem identificadas. No tecido adiposo, ha producéo de fator B, fator C3
e fator D. A presenca dos fatores B e D é necesséria a sintese de fator C3a, a partir
de C3. (XU et al, 2003; PRINS, 2005). Esta proteina intervém na sintese e
armazenamento de triglicerideos (TG). Em ratos, sua deficiéncia esta associada a
diminuicdo da gordura corporal e aumento da sensibilidade a insulina (HAVEL,
2004).
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2.4 SISTEMA IMUNE

2.4.1 Visao geral

O sistema imunoldgico é altamente complexo sendo composto por uma rede
integrada de células, orgados linfoides, fatores humorais e citocinas, que
desempenham um papel crucial na defesa contra agentes infecciosos (ABBAS;
LICHTMAN, 2008).

Tradicionalmente é dividido em dois principais ramos: o sistema imune inato
(ou inespecifico) e o sistema imune adaptativo (ou especifico). Ambos agem de
forma integrada e utiizam mecanismos que atuam no controle da expansao da
infeccdo e da erradicacdo de organismos (CHANDRA, 1997; PEAKMAN e
VERGANI, 1999).

Os mecanismos do sistema imune adaptativo incluem a imunidade humoral,
mediada pelos linfocitos B, que produzem anticorpos, e os linfécitos T, os quais
atuam na imunidade celular. Juntos, estes dois tipos celulares atuam com uma
capacidade de reconhecer, virtualmente, qualquer antigeno que penetre no
organismo, porém apenas sao estimuladas pela exposicdo a agentes infecciosos
cuja magnitude e capacidade defensiva aumentam com exposi¢cdes posteriores a um
micro-organismo em particular (TURVEY; BROIDE, 2010).

Em contraste, o sistema imune inato se baseia no trabalho realizado por
diversos componentes, tais como as barreiras anatomo-fisiolégicas (pele intacta,
lizozimas, muco, epitélio ciliar), sistema complemento; células fagociticas
(macrofagos e neutrofilos); célula Natural Killer (NK) e citocinas derivadas de
macrofagos (TNF-a, interferon-alfa, interferon-beta) que sendo naturalmente
presentes ndo necessitam de contato prévio com micro-organismos ou outros
determinantes antigénicos (CHANDRA, 1997). Esta linha de defesa baseia-se em
um repertorio limitado de receptores para detectar patdégenos invasores, porém
responde rapidamente: dentro de poucos minutos de exposicdo ao patdégeno, o
sistema imune inato comeca a gerar uma resposta protetora (TURVEY; BROIDE,
2010).

A imunidade natural fornece a linha de defesa inicial contra os micro-
organismos e, em muitos casos, consegue elimind-los. Esta imunidade estimula as

respostas imunes adaptativas e pode influenciar a natureza das respostas
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adaptativas para torna-las otimamente eficazes contra diferentes tipos de micro-
organismos (ABBAS; LICHTMAN, 2008).

2.4.2 Reacdo Inflamatoria

A reacdo inflamatéria faz parte da resposta imune inespecifica e é uma
tentativa organica de restauracdo e manutencdo da homeostase, cujo objetivo
consiste na eliminacdo da causa inicial de lesdo tecidual (bactérias, toxinas, trauma
etc.) (CONTRAN; KUMAR; ROBINS, 2000). Seu processo, imprescindivel no reparo
as agressoes teciduais sofridas caracteriza-se pela ocorréncia de uma série de
fendbmenos que irdo resultar em vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular
e migracdo de células fagocitarias para o espago extravascular. Esses eventos se
traduzem clinicamente nos sinais classicos da inflamacdo aguda, descritos como
tumor, rubor, calor e dor (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000). Durante a reacao
inflamatéria ocorre recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos,
eosindfilos e basofilos) e mononucleares (mondcitos e linfocitos) para o foco da
lesdo, com predominio numérico de neutréfilos e macréfagos na resposta aguda
(SOUTO, 2009). Fatores quimiotaticos atraem células sanglineas que, por
diapedese, atravessam a barreira endotelial (MARTON; KISS, 2000).

Neutréfilos e macréfagos sdo fagécitos e tém a capacidade de internalizar
particulas inertes, células alteradas do individuo, micro-organismos e parasitas. A
ingestdo de micro-organismos e particulas pelos fagécitos constitui um dos
principais fendmenos que ocorrem no processo inflamatorio. Os macrofagos
pertencem ao sistema fagocitco mononuclear e constituem a segunda maior
populacdo celular do sistema imune (FOGG et al, 2006; TACKEA; RANDOLPH,
2006).

2.4.3 Macrofagos

Macréfagos sdo células imunes diferenciadas, descentes dos mondécitos

circulantes (ABBAS; LICHTMAN, 2008). Os mondcitos sao originados na medula-

Ossea a partir da célula precursora de macréfago e neutréfilo, a CFU-GM (unidade
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formadora de colbnia de granuldcito e macréfago) (FOGG et al, 2006). Uma vez na
circulacdo, o mondcito migra para diferentes tecidos e cavidades do organismo,
diferenciando-se em macréfago, de acordo com o tecido e sua funcdo (TACKEA,;
RANDOLPH, 2006).

Os macréfagos sao fundamentais para o desenvolvimento, a amplificacdo e a
resolucdo da reacdo inflamatéria, por suas fungBes fagocitica, microbicida e
capacidade de sintetizar e secretar uma grande variedade de mediadores
inflamatdrios como citocinas e quimiocinas (RUBINS, 2003; TAPPER, 1996). Podem
ser ativados por endotoxinas, por linfocinas, por produtos ativados do complemento
ou por interferon-gama (IF-y). Neste processo, estas células podem apresentar
alteracdes, tais como: aumento de tamanho, da aderéncia, da velocidade de
deslocamento e da atividade fagocitica. Ocorrem ainda, alteracdes metabdlicas
aumentando o consumo celular de ATP e de oxigénio com conseqiente aumento da

producdo de radicais livres de oxigénio (O'KEEFE et al., 1997).

2.4.3.1 Fagocitose

A fagocitose € um processo ativo de englobamento de particulas grandes
(>0,5um de diametro) dependente de energia (ABBAS; LICHTMANN, 2008). A
fagocitose realizada pelo macréfago representa uma habilidade primordial da
resposta imune inata para o combate as doencas infecciosas, um processo
organizador da resposta imune adaptativa, sendo constituida de varias etapas:
quimiotaxia (migracdo de células fagociticas em direcdo ao sitio infectado), a
fagocitose (reconhecimento, fixacdo e ingestdo do microorganismo e particulas
inertes) e a morte ou degradacao intracelular dos micro-organismos ingeridos
(GAGNON et al, 2002 ; ABBAS; LICHTMANN, 2008).

Ainda conforme Abbas e Lichtman (2008), a fagocitose ocorre apdés o
reconhecimento do microbio, opsozinado ou ndo, por meio de receptores de alta
afinidade presente nos fagocitos. Uma vez um micrébio ligado, o fagocito redistribui
a membrana plasmatica na regido dos receptores e estende uma projecado ao redor

do micro-organismo e o internaliza, formando uma vesicula intracelular.
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2.4.3.2 Oxido nitrico

Oxido nitrico (ON) é um radical livre gasoso que participa de uma ampla
variedade de processos bioldgicos, que nos macréfagos, funciona como agente
antimicrobiano em potencial para destruir organismos fagocitados (ABBAS;
LICHTMAN, 2008; GUTIERREZ et al., 2009).

Em condicbes homeostaticas, o ON é produzido em baixas concentracdes por
uma enzima chamada O6xido nitrico sintetase (NOS) constitutiva, presente em
vertebrados e invertebrados, atuando como um mensageiro celular e como fator
antioxidante. As NOS produzem ON através da catalise enzimatica do aminoacido
essencial L-arginina a L-citrulina e ON, na presenca de O, e NADPH. Trés isoformas
dessa enzima séo reconhecidas: as isoformas constitutivas (neuronal e endotelial)
de O6xido nitrico sintetase (c-NOS), dependentes de ions calcio (Ca2+)
intracelular/calmodulina e a isoforma induzida (i-NOS) indepente de Ca®*, expressa
por macréfagos e outros tecidos em condicbes de estimulo por citocinas ou
endotoxinas (MIRANDA; CORTEGUERA, 1999; BOGDAN, 2001; GUTIERREZ et al.,
2009).

Dentro dos fagolisossomos, o O0xido nitrico pode reagir com o superoxido ou
peréxido de hidrogénio, gerando radicais altamente reativos na eliminacdo de

patdégenos invasores, denominados de peroxinitritos (ABBAS; LICHTMAN, 2008).

2.5 LIPOPOLISSACARIDEO E ENDOTOXEMIA

O lipopolissacarideo bacteriano (LPS ou endotoxina), um constituinte das
paredes celulares externas de bactérias Gram-negativas e responsavel por sua
organizacdo e estabilidade, € um potente estimulante da resposta imunoldgica.
Embora esteja firmemente ligada a membrana celular bacteriana, a endotoxina é
liberada durante a lise ou reproducdo da célula bacteriana (PETSCH; ANSPACH,
2000; ABBAS; LICHTMAN, 2008).

O LPS é um ativador das células do sistema imune inato e como
consequéncia ha intensa producdo de diversas citocinas inflamatérias, incluindo IL-
1, IL-6, IL-8, TNF-a e ON. Particularmente, o macrofago é bastante sensivel aos

efeitos da endotoxina, tanto que a superestimulacdo das vias de sinalizacéo
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monociticas por LPS pode levar a uma inflamacg&o sistémica, resultando em sepse
ou choque (ROBERT; SPITZER, 1997; WAI, KUO. 2004; ABBAS; LICHTMAN,
2008).

Segundo Cotran et al. (2000), a sepse € uma anarquia metabdlica gerada
pela ativacdo exacerbada de células inflamatorias e liberacdo de mediadores
inflamatdrios na qual o proprio organismo se vé incapaz de organizar e normalizar o
estado por ele mesmo criado. As manifestacdes clinicas da doenca incluem febre,
hipercoagulacdo, hipotensdo sistémica, hipoxia tecidual e les6es e faléncia multipla
de orgaos (BENJAMIM, 2001). De acordo com Welbourn e Young (1992), o pulméo
€ o0 primeiro 6rgdo atingido na endotoxemia seguido do figado, intestino e rim.
Consequentemente, devido ao aumento do estresse oxidativo, as complicacdes
pulmonares, incluindo edema pulmonar e faléncia, sdo as maiores causas de morbi-
mortalidade em pacientes sépticos (CHENG et al, 1994; CRESPO et al, 1999).

A administracdo intraperitoneal do LPS mimetiza varios desses efeitos
observados na clinica, em pacientes com quadro de sepse, atuando como um
modelo para o estudo da endotoxemia por bactérias Gram-negativas, pois 0
processo se inicia a partir do foco infeccioso ou da disseminacdo da endotoxina
administrada na cavidade peritoneal, (BENJAMIM, 2001; MELO et al., 2010).

2.6 OBESIDADE E DOENCAS INFECCIOSAS

Diversas evidéncias na literatura cientifica tem sugerido que a obesidade
esteja associada com um estado de inflamacéo crénica de baixo grau (MATARESE;
LA CAVA, 2005; ALVES, 2006; TILG; MOSCHEN, 2006).

No entanto, consideravelmente pouco foi desvendado acerca de como esta
condicdo pode influenciar as principais tarefas do sistema imunol6gico no combate
as infeccdes. Os achados clinicos indicam que a obesidade esta associada com
aumento da susceptibilidade as infeccbes. Estudos clinicos e epidemiolégicos
mostram que a incidéncia e a gravidade de doencas infecciosas sdo maiores em
individuos obesos quando comparado com pessoas magras (MOULTON et al,
1994; STALLONE, 1994; MATARESE et al., 2010). ATUALIZAR

A obesidade tem sido identificada como fator de risco de infecgdo e de maior
tempo de cicatrizacdo apés cirurgias (FASOL et al.,, 1992; MOULTON et al., 1994).
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Os vérios tipos de infecgbes incluem a hospitalar, a cirargica, odontogénica, a
respiratoria etc (FALAGAS; KOMPOTI, 2006; DOSSET et al, 2009). No entanto, esta
associacao pode ser devido a varios fatores, como por exemplo, o maior tempo de
cirurgia internacdo dos pacientes obesos, com aumento do risco de infecgcbes
nosocomiais, tais como pneumonia, infeccdo de feridas, bacteremia e infeccdes
intestinais (FALAGAS; KOMPOTI, 2006). Alternativamente, a obesidade poderia
suprimir a resposta do sistema imunolégico, como ja foi discutido anteriormente.

Apesar das evidéncias em humanos, ainda ha poucos estudos relacionando a
resposta imune de obesos e eutroficos, e 0s que existem mostram apenas uma
pequena gama de andlises imunolégicas (NIEMAN et al, 1999; MELO et al., 2010).
Dessa forma, estudos sistematicos em animais experimentais sdo importantes para
0 esclarecimento destas questdes (FALAGAS; KOMPOTI, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar parametros hematolégicos e imunoldgicos entre ratas adultas

obesas e ndo obesas submetidas a endotoxemia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar o peso ponderal e o peso da gordura abdominal de ratas obesas e
ndo obesas;

e Verificar as possiveis repercussfes nas contagens total e diferencial de
leucécitos e na concentracdo de hemoglobina no sangue periférico dos
animais;

e Auvaliar o recrutamento de células inflamatérias para o pulméo;

e Comparar a liberacdo de 6xido nitrico e a taxa de capacidade fagocitica dos
macrofagos alveolares de ratas obesas e ndo obesas submetidas a

endotoxemia.
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4. ANIMAIS, MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
do Centro de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de Pernambuco, sob
processo numero 23076.055317/2010-85 e seguiu as normas sugeridas pelo Comité
Brasileiro de Experimentagdo Animal, com o tituo “EFEITOS DA OBESIDADE
SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS E HEMATOLOGICOS DE RATAS
SUBMETIDAS A ENDOTOXEMIA” (documento em anexo).

4.2 DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo experimental, prospectivo, pareado e aleatério. A
escolha desse desenho de estudo garante uma grande comparabilidade entre
grupos em termos de variaveis de confundimento e facilidade de formacao do grupo
controle. Dessa forma, a comparabilidade foi garantida pela homogeneidade que o0s

grupos apresentam quanto a idade, sexo, raga, tipo de dieta dentre outros fatores.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 32 ratas fémeas, albinas, Wistar, provenientes da colbnia de
criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em biotério em gaiolas de propileno, com tampa de arame
zincado, com maximo de trés animais por gaiola, sob uma temperatura de 23+2°C,
em ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo e agua ad libitum, segundo
recomendacao ética do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal).

Os animais foram gerados por acasalamento de machos e fémeas adultos, na
proporcdo de um macho para trés fémeas, por um periodo de 16 dias (HARKNESS,
1993). O diagnéstico de prenhez foi realizado por um veterinario através da

observacdo do crescimento do ventre. Ap6s um dia, realizou-se a sexagem,
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selecionando-se apenas as fémeas. Entdo, a ninhada foi padronizada em seis
filhotes fémeas por mae, nimero que segundo Fishbeck e Rasmussen (1987)

confere um maior potencial lactrotoéfico.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apoés 21 dias de amamentacdo, os animais foram separados de suas maes.
Neste mesmo dia (22° dia de vida), foi feita a divisdo das ratas em dois grupos

segundo o regime dietético a ser empregado:

» Grupo Dieta Padrao (DP): formado por 16 animais que consumiram a dieta

padrao do Biotério (Labina-Purina do Brasil S/A).

» Grupo Dieta Hiperlipidica (DH): constituido por 16 animais alimentados com
dieta palatavel hiperlipidica.

Apos 147 dias de idade, apés terem recebido as respectivas dietas por 18
semanas, os grupos foram divididos em endotoxémicos e ndo endotoxémicos.

O grupo DP foi subdividido em Grupo dieta padrdo ndo endotoxémicos (DP,
n=8) e Grupo dieta padrdo endotoxémico (DPE, n=8). Da mesma maneira, 0 grupo
DH foi subdivido em Grupo dieta hiperlipidica ndo endotoxémico (DH, n=8) e dieta
hiperlipidica endotoxémico (DHE, n=8).

Para obtencdo dos grupos com endotoxemia (DPE e DHE), os animais
receberam injecéo intraperitonial de LPS (sorotipo Escherichia coli; 055: B5, Sigma)
na dose de 1mg/Kg de peso corporal, preparado com NaCl a 0,9%. Os animais sem
endotoxemia (DP e DH) receberam, pela mesma via, apenas NaCl a 0,9% na
equivalente proporcdo, como uma maneira de igualar o estresse sofrido pela injecao.

No dia seguinte (24 horas apds administracdo das substancias), foram
coletadas amostras de sangue periférico e do lavado broncoalveolar (LBA) de cada
animal para os estudos (DE CASTRO et al., 1997).
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Figura 1. Organograma de distribuicdo dos grupos.

4.5 DIETA HIPERLIPIDICA PALATAVEL

A dieta hiperlipidica utilizada consiste em uma mistura normoprotéica e

hiperlipidica descrita e utilizada previamente por Estadella et al. (2004) e Duarte et

al. (2006). E composta por racéo comercial Labina (Purina do Brasil S/A), amendoim

torrado, chocolate ao leite e biscoito maisena, na proporgao 3:2:2:1. Destes

constituintes, a racdo, 0 amendoim e o biscoito sdo moidos em trituradores elétricos,

jA o chocolate é derretido em banho Maria (Figura 2A). Apds esta primeira fase,

todos os ingredientes sdo misturados até formarem uma massa, que ¢é

posteriormente aquecida em estufa (sob uma temperatura de 60°C) e oferecida na

forma de péletes (Figura 2B). Em média, eram preparados quatro quilos de dieta

hiperlipidica por semana.



Figura 2: A. Mistura dos ingredientes para a confec¢éo de dieta hiperlipidica; B. Massa

formada, pronta para ser aquecida em estufa.

Fonte: Silva (2010).
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Tabela 1. Composicdo da dieta padréo do biotério Labina (Labina-Purina do Brasil)

Enriquecimento (Kg de racao)

Niveis de Garantia (g%)

Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina E
Vitamina K
Vitamina B12
Vitamina B2
Pantetonato de calcio
Niacina
Tiamina
Acido Félico
Piridoxina
Biotina
Colina
Manganés
lodo

Ferro

Zinco

Cobre

Antioxidante

2000Ul
6000UlI
30Ul
6mg
10mg
8mg
24mg
95mg
4mg
0,5mg
6mg
0,1mg
2000mg
50mg
2mg
65mg
35mg
26mg
100mg

Umidade

Proteinas
Carboidratos
Lipideos

Cinzas

Fibras

Kcal

Extrato Etéreo
Matéria Fibrosa (max)
Matéria Mineral (max)
Calcio (méax)

Fosforo (min)

13
23,0
63,0
4,0

5,0
275,0
2,5
9,0
8,0
1,8
0,0

Fonte: Agribrands do Brasil Ltda.
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Tabela 2 - Composicéo da dieta hiperlipidica.

NUTRIENTES (9/1009)
Proteinas 17,93
Lipideos 24,50
Carboidratos 47,50
Cinzas 3,62
Fibras 6,77
Conteudo caldérico (Kcal/100g) 480,94

Fonte: Silva (2010).

Tabela 3 - Ingredientes necessarios para confeccao de 1,0 kg de dieta hiperlipidica.

INGREDIENTES QUANTIDADE
Labina (Purina do Brasil 3759
S/IA)

Amendoim torrado 2509
Chocolate ao leite 250g
Biscoito maisena 125¢g

Fonte: Silva (2010).

4.6 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

Do nascimento ao final do periodo de amamentacdo (21° dia), foram
realizadas afericbes dos pesos corporais dos animais diariamente, com o objetivo de
se identificar possiveis anormalidades de peso antes da imposicdo das dietas.
Foram incluidos somente animais com pesos equivalentes para formarem 0s grupos.

Do 22° até o Ultimo dia de dieta, o peso corporal foi aferido duas vezes por
semana. Uma balanca eletrdnica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g

(Marte, modelo S-4000) foi utilizada para a pesagem das ratas.
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47 COLETA DE SANGUE PERIFERICO E ANALISES DOS PARAMTEROS
HEMATOLOGICOS

O sangue periférico foi obtido apds a realizacdo de um pequeno corte com
bisturi na extremidade da cauda das ratas previamente anestesiadas.
Aproximadamente 200uL de sangue, foram depositados em eppendorfs,
previamente acrescidos de 20uL de anticoagulante (EDTA - acido etileno
diaminotetraacético a 3%). As amostras coletadas foram entdo enviadas ao
Laboratério do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(ULAB- HC- UFPE) onde foram processadas em equipamentos e os resultados da
série branca, da série vermelha e da contagem de plaguetas foram obtidos
automaticamente. Em paralelo, laminas com sangue das amostras foram

confeccionadas para analise microscoépica.

4.8 ANALISE DAS CELULAS DO LAVADO BRONCOALVEOLAR

4.8.1 Obtencéao do Lavado Broncoalveolar (LBA)

O LBA foi obtido de acordo com a técnica usada por De Castro et al., 1997.
Sob efeito do anestésico (cloralose-uretana, em concentragdes respectivas de 0,5 e
12,5%, via intraperitonial, na propor¢cdo de 1mL/100g de peso corporal), o animal foi
submetido a uma traqueostomia para coleta do LBA. Inicialmente, foi realizada a
assepsia do local com alcool etilico a 70%, em seguida, cortados os pélos e a pele
na por¢cdo média do pescoco, abrindo-se e afastando-se as camadas musculares até
acessar a traqueia. Com uma pequena pinca, isolou-se a tragueia e, com uma
tesoura, criou-se um pequeno orificio entre dois anéis traqueais na porgéo ventral da
mesma.

Foi inserida, entdo, uma canula plastica acoplada a uma seringa. Varias
aliquotas de cerca de 3mL solucéo fisiolégica foram entdo injetadas e imediatamente
aspiradas. O material recolhido (LBA) foi depositado em tubo estéril. Ao final,

obteve-se um volume de 30mL de LBA por cada rata.
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D E

Figura 3: A Aplicacdo do anestésico por via intraperitoneal; B. Procedimento cirdrgico
(traqueostomia); C. Retirada do lavado broncoalveolar; D. Amostra de lavadobroncoalveolar
recém-obtida; E. Recipiente com gelo para armazenamento temporario das amostras.

Fonte: Silva (2010).

4.8.2 Contagem total de leucdcitos do LBA

Os leucacitos totais do LBA foram contados ao microscopio de luz (utilizando-

se a objetiva de 40x) a partir de uma amostra diluida na propor¢do de 1:10 em
corante Azul Tripan a 0,05% (Figura 4). Foi utilizada, para isto, uma camara de

volume conhecido, a Camara de Neubauer.

Figura 4. Amostra de lavado broncoalveolar diluida em Corante Azul de Tripan

Fonte: Silva (2010).
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4.8.3 Contagem diferencial de leucécitos do LBA

Foram confeccionadas laminas a partir de preparacdes citocentrifugadas do
LBA de cada animal (CytoproTM-Cytocentrifuge Wescor) diretamente em laminas
histolégicas a 800 rpm/10min, em alta velocidade. Inicialmente, sera realizada uma
diluicdo de 1:10 do LBA em solugdo fisiolégica. As preparagbes foram, entdo,
fixadas e coradas com o Kit Panético Rapido (Laborclin Ltda). As laminas foram lidas
ao microscopio de luz com a objetiva de imersdo (100x). Os diferentes tipos de
leucocitos foram quantificados em um contador eletrdnico da marca Kacil, com teclas

correspondentes a cada tipo de glébulo branco.

Figura 5. Citocentrifuga (CytoproTM-Cytocentrifuge Wescor)
Fonte: Silva (2010).

4.8.4 Cultura de macréfagos alveolares

Para a obtencdo dos MA, as amostras de LBA foram centrifugadas a 1500
rpm durante 15 minutos (Figura 6A). Em seguida, o precipitado correspondente as
células (Figura 6B) foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco-
Invitrogen Corporation), suplementado com 3% de soro fetal bovino inativado
(Gibcon-Invitrogen Corporation), e antibioticos (penicilina (100U/ml), estreptomicina
(100 mg/ml) e anfotericina B (0.25 mg/ml) (Sigma-Aldrich, SP Brasil). A contagem
das células foi realizada em Céamara de Neubauer, apdés a diluicdo de 10uL da
suspensdao de células com 90 pL corante Azul Tripan (corante vital que tem a
propriedade de corar as células mortas, excluindo-as das células vivas) a 0.05%
(proporcao de 1:10).

Os macréfagos alveolares foram cultivados como descrito em De Castro et al,
(2000). Apds a padronizagdo no nimero de células, as mesmas foram transferidas

para placas de cultura tipo Falcon, com 6 pocos de 35 mm de diametro cada, em
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uma proporcdo de 10° células/mL de meio RPMI 1640 em cada poco. Apés 1 hora
na incubadora a 37°C e 5% de CO,, foi desprezado o sobrenadante com as células
ndo aderentes e adicionado RPMI, deixando as placas por mais 1 hora na

incubadora em meio de cultura RPMI 1640 com antibidticos e soro fetal bovino, para

estabilizar as células.

Figura 6: A. Centrifugacdo do lavado broncoalveolar; B. Precipitado de células apoés
centrifugacéo.
Fonte: Silva (2010).

4.9 OBTENCAO DA GORDURA VISCERAL

A coleta da gordura visceral foi realizada ap6s o procedimento cirlrgico de
tragueostomia e a coleta do LBA. Com o animal ainda anestesiado, realizou-se uma
incisdo na regido abdominal, onde todos os 6rgdos locais foram retirados e as
gorduras aderidas a estes separadas e somadas a gordura da regido abdominal.

Assim, a gordura total obtida foi pesada posteriormente.

5.10 ANALISE DA PRODUCAO DE ON

Seguindo o método descrito por Feder e Laskin, em 1994, a produgédo de ON,
dos macréfagos ndo estimulados e dos macrofagos estimulados in vitro com 10

um/mL de LPS, foi mensurada vinte e quatro horas apds essa estimulacdo. As
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células foram distribuidas em uma concentracdo de 1x10° células/mL por poco da
placa tipo Falcon, seguindo para a estufa com tensédo de 5% de CO, a 37°C, onde
permaneceram por 24 horas.

Para a quantificacdo de nitrato e nitrito, foram retirados 2100uL do
sobrenadante das culturas e acrescentado 50mL do reagente de Griess (1,5% de
sulfanilamida em 5% de acido fosférico — HzPO,4, 0,1% de naftiletileno diamino
diiclirito em H,0). Apds um repouso de 15 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, foi feita a leitura em leitor de ELISA (Ensaio Imunoenzimético) com
filtro de 550 nm. A concentracdo de nitrito foi calculada através de valores médios de
uma curva padréo de nitrito de sédio (NaNO,) e os dados foram expressos em mM

de nitrito/mL.

4.10.1 Construcao da curva padréao

Foi construida uma curva padréo, utilizando-se a Solucdo padrdo de 1mM de
nitrato de sddio (NaNO;), meio RPMI 1640 e reagente de Griess ou Solucédo
reveladora. Por meio da curva padrdo, a dosagem de ON foi efetuada,

quantificando-se os niveis de nitrito e nitrato das amostras.

4.10.2 Processo de revelagcdo da curva padréo e das amostras

A determinacdo dos niveis de nitrato e nitrito da curva padrdo, assim como
daqueles liberados nas amostras foram registradas em absorbancia. A partir da
determinacdo dos valores da curva padrao foi possivel converter os valores de todas
as amostras e assim determinar a quantidade de nitrito e nitrato (medida indireta)

liberados pelas células dos animais dos diferentes grupos.

4.11 DETERMINACAO DA TAXA DE CAPACIDADE FAGOCITICA

Para este estudo, foram utilizados fungos (Saccharomyces cerevisae). Os
fungos foram lavados duas vezes com Solucdo tampao de fosfato (PBS) a 0,01M;
contados 10’ células em 200uL de PBS e em seguida foram adicionados a

suspensdo de macréfagos (800puL de RPMI 1640, com 1x10° células) recuperados
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do LBA. O contetudo dos tubos (macrofagos e fungos) foi distribuido em laminas
para microscopia optica e incubados a 37°C, em atmosfera Umida por um periodo de
1 hora. Apés este periodo, as laminas foram lavadas com solugédo salina tamponada
e secadas a temperatura ambiente.

Para a coloracéo, foi utilizado o kit Pandtico Rapido. Depois de coradas e
secas a temperatura ambiente, as laminas foram levadas para leitura ao microscopio
optico, lidos com objetiva de 100 sob imersado. A taxa de fagocitose foi obtida como
percentual de macréfagos que englobaram fungo em uma contagem total de 100

células.

4.12 VIABILIDADE CELULAR (ENSAIO MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo mitocondrial do 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometo de difenil tetrazdlico (MTT) a cristais de formazam
como descrito por Akao et al, 1995. Os macréfagos alveolares foram incubados com
MTT (0,5 mg/mL) em meio completo (200ul/poco) durante 60 minutos a 37°C em 5%
de CO,. Apds este periodo o meio foi removido e os cristais formados séao diluidos
apo6s adicdo do DMSO (Dimetilsulféxido) mais etanol (em proporcdo de 1:1),
produzindo uma reacdo colorimétrica, quantificada em leitor de ELISA com filtro de
550 nm. O percentual de viabilidade celular foi calculado pela seguinte férmula:
Viabilidade celular = (Absorbancia das células tratadas/ Absorbancia das células

controles x 100%).

4.13 ANALISE ESTATISTICA

As medidas utilizadas na representacdo das estatisticas apresentadas foram
as médias com seus respectivos erros padrées. Na analise do acompanhamento do
peso médio, os grupos foram comparados utilizando um MANOVA para medidas
repetidas. Na analise das comparacfes entre grupos foi aplicada uma ANOVA com
dois fatores, considerando a dieta como um fator e a condicdo de endotoxemia como

um segundo fator. As hipbteses foram testadas e analisadas considerando uma
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significancia estatistica de 5% (p < 0,05). O software utilizado foi o STATA versao
9.0.
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RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar o efeito da obesidade sobre o recrutamento de
células imune para o pulmado e a funcdo dos macréfagos alveolares na presenca da
endotoxemia. Foram utilizadas 32 ratas albinas Wistar. A partir do desmame, 0s
animais foram divididos em dois grupos segundo o regime dietético, sendo cada
grupo composto por 16 animais. O grupo dieta padrdo (DH) foi mantido com dieta
padrdo do biotério Labina (Purina do Brasil S/A) e o grupo dieta hiperlipidica (DH) foi
alimentado com uma dieta hiperlipidica consistida em uma mistura hipercal6rica
(normoprotéica e hiperlipidica) contendo racdo comercial Labina (Purina do Brasil
S/A), amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito maisena. Apés 18 semanas de
consumo das dietas, metade dos animais de cada grupo foi submetido a endotoxemia,
constituindo entdo quatro grupos: dieta padrédo endotoxémico (DPE) e dieta padré&o
ndo endotoxémico (DP), dieta hiperlipidica endotoxémico (DHE) e dieta hiperlipidica
ndo endotoxémico (DH). Para obtencdo da endotoxemia, os animais receberam
injecdo intraperitonial de lipopolissacarideo (sorotipo Escherichia coli; 055: B5,
Sigma). Apés 24h, foram realizadas a obtencdo de sangue periférico para contagem
de leucdcitos e heméacias, a retirada do lavado broncoalveolar (LBA) e a retirada da
gordura abdominal para posterior pesagem. Aliquotas do LBA foram extraidas para a
analise da contagem total e diferencial de leucdcitos. Apés, o LBA foi centrifugado
para obtencdo dos macréfagos alveolares (MA). Foi efetuado o estudo da atividade
microbicida dos MA, através da taxa de fagocitose e da producdo de 6xido nitrico
(ON), através da medida indireta da dosagem dos nitritos e nitratos nos cultivos
celulares. Foram realizados também testes de viabilidade celular. A andlise estatistica
foi efetuada com os testes MANOVA e ANOVA. Os resultados revelam que o consumo
de dieta hiperlipidica ndo gerou aumento no ganho ponderal, todavia promoveu
incremento da quantidade de gordura visceral. A obesidade, gerada pela inducédo da
dieta hiperlipidica, acarretou um aumentou na quantidade de hemécias e neutrofilos
do sangue periférico e na quantidade de neutrofilos e linfocitos no local da infecgéo.
Surpreendetemente, as atividades microbicidas dos MA de ratas obesas

permaneceram semelhantes e intactas, mesmo na presenca da endotoxemia.

Palavras-chave: Obesidade, Macréfagos alveolares, Oxido nitrico e Fagocitose.
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Obesidade é um problema de saude crescente em todo o mundo. Pesquisas da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) revelaram que em 2005 1,6 bilhdes de pessoas (com
idade superior a 15 anos) apresentavam sobrepeso e por volta de 400 milhdes de individuos
eram obesos. A OMS calculou que, até 2015, aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos terdo
sobrepeso e mais de 700 milhdes serédo obesos (1).

A obesidade tem etiologia multifatorial. Distirbios metabdlicos, fatores
neuroenddcrinos e tracos genéticos, bem como influéncias psicolégicas e comportamentais,
como o héabito de consumir alimentos excessivamente energéticos, mas pobres em
micronutrientes associado a reducdo da atividade fisica, sdo as causas comumente
apontadas como geradores dessa patologia (2, 3). Os custos da obesidade estdo
diretamente relacionados com aumento risco de morbidade e mortalidade pela doenca (4). A
morbidade associada a doenca inclui Diabetes Nao-Insulino-Dependente (Tipo 2),
hipertenséo, dislipidemias, diversos tipos de cancer e doencas cardiovasculares, além de
alteragdes na imunocompeténcia (5, 6, 7).

A obesidade pode ser induzida em animais por alteracbes neuroendocrinas,
dietéticas ou genéticas, sendo que a administracao de dieta hipercal6rica € o modelo mais
simples para inducdo da obesidade e 0 mais analogo da obesidade humana (8). Diversos
tipos de dietas tem sido utilizados com sucesso para a reproducdo de modelos
experimentais da obesidade (9, 10, 11).

O tecido adiposo (TA) ja ndo possui a visdo tradicional de orgdo de armazenamento
de energia (12). Esta bem estabelecido que o TA expressa uma variedade de fatores,
denominados adipocinas. Devido as diversas ac¢fes conhecidas que estas moléculas
possuem, permite-se agrupa-las de acordo com a sua funcdo principal, como: fungao
imunoldgica, cardiovascular, metabdlica e enddcrina (12, 13).

Segundo as evidéncias, um elo entre tecido adiposo e células imunoldgicas tem sido
cada vez mais reconhecido (7). O TA é conhecido por participar ativamente na regulacéo de
processos fisiolégicos e patolégicos, como a inflamacédo e a fungcdo imunoldgica, devido a
obesidade criar um baixo grau de inflamac&o crbénica, indicada pelo aumento de
marcadores inflamatérios (15, 16).

O lipopolissacarideo bacteriano (LPS ou endotoxina), um constituinte das paredes
celulares externas de bactérias Gram-negativas € um potente estimulante da resposta
imunolégica. Particularmente, o macréfago € bastante sensivel aos efeitos da endotoxina.
tanto que a superestimulacdo das vias de sinalizagdo monociticas por LPS pode levar a uma
inflamacéo sistémica, resultando em sepse ou choque (17, 18, 19). A administracdo
intraperitoneal do LPS mimetiza varios efeitos observados na clinica, em pacientes com

guadro de sepse atuando como um modelo para o estudo da endotoxemia por bactérias
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Gram-negativas, pois 0 processo se inicia a partir do foco infeccioso ou da disseminacao da
endotoxina administrada na cavidade peritoneal, (20, 21).

Diante do exposto, este estudo pretendeu verificar se a obesidade produz alteragdes
nos parametros do sangue periférico, no recrutamento de células imunes para o pulmao e

possivel dano na funcdo de macrofagos alveolares de ratas adultas endotoxémicas.

METODOS

Consideracfes éticas

O protocolo deste estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica em Experimentac&o
Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-
UFPE) (Processo numero 23076.055317/2010-85).

Animais

Foram utilizadas 32 ratas albinas Wistar (21 dias) provenientes da col6nia de criagc&o
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos no biotério em temperatura controlada de 23 + 2°C, sob ciclo claro/escuro de 12
horas, com acesso livre a 4gua e racao, segundo recomendacéo ética do COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do

Centro de ciéncias Biologicas da universidade Federal de Pernambuco.

Manipulacéo nutricional

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos segundo o regime dietético a
ser estabelecido. O grupo Dieta Padréo (DP) foi constituido de 16 animais alimentados com
a dieta padréo do biotério Labina (Purina do Brasil S/A). O grupo Dieta Hiperlipidica (DH) foi
formado por 16 animais que receberam dieta hiperlipidica e hipercalérica.

Dieta Hipercaldrica e Hiperlipidica

A dieta hiperlipidica empregada para induzir obesidade consistiu em uma mistura
hipercaldrica, contendo racdo comercial Labina (Purina do Brasil S/A), amendoim torrado,
chocolate ao leite e biscoito maisena, na propor¢ao 3:2:2:1. Todos os ingredientes foram
misturados até formarem uma massa, posteriormente aquecida e oferecida na forma de
péletes. A densidade caldrica para a dieta hipercal6rica palatavel foi de 4,8 kcal/g (24,5% de
lipideos), enquanto que a dieta padréo apresentou 2,7 kcal/g (4% de lipideos).
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Avaliacdo do peso corporal

O peso dos animais foram aferidos utilizando-se uma balanga eletrénica com
capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000).

Inducdo da endotoxemia

Os grupos iniciais, DP e DH, foram subdividos em quatro: DPE e DHE (submetidos
ao processo de endotoxemia) e DP e DH (ndo endotoxémicos). O estimulo da endotoxemia
foi realizado com aplicagéo de injecéo intraperitonial de LPS (sorotipo Escherichia coli; 055:
B5, Sigma) na dose de 1mg/Kg de peso corporal, preparado com NaCl a 0,9%. Os animais
sem endotoxemia receberam apenas apenas NaCl a 0,9% por via equivalente.

Analise das células do sangue periférico

Vinte e quatro horas apds a inducdo da endotoxemia (21), foram coletadas amostras
de sangue de cada animal para a avaliacdo hematolégica. Os animais foram anestesiados
com cloralose-uretana (0,5 e 12,5% respectivamente) na propor¢do de 8 mL/kg i.p.
Aliguotas de 200uL de sangue foram coletadas da veia caudal dos animais depositados em
eppendorfs, previamente acrescidos de 20uL de anticoagulante (EDTA - &cido etileno
diaminotetraacético a 3%) para a contagem de células. Os dados foram automatizados pelo
laboratério do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (ULAB- HC-
UFPE).

Lavado broncoalveolar (LBA)

O lavado broncoalveolar (LBA) foi obtido de acordo com técnica de De Castro e cols.
(22). O LBA foi coletado com a injecdo de salina a 0,9% através de uma céanula plastica
inserida na traquéia. Vérias aliquotas de 3 mL foram injetadas e coletadas em tubos conicos
estéreis de polipropileno de 50mL (Falcon, Sigma). Recuperou-se aproximadamente 30mL
de LBA para cada animal.

Recrutamento de células imunes para o foco infeccioso

A contagem total das células foi realizada a partir de uma amostra do LBA, diluido de
1:10, em corante azul de trypan. A contagem diferencial foi realizada a partir de laminas
citocentrifugadas a 800rpm/10min (CytoproTM-Cytocentrifuge Wescor), coradas com o kit
Pandtico Rapido e lidas ao microscépio éptico com objetiva de 100x sob imersao. A partir
dos dados obtidos foram calculados os valores absolutos e relativos para cada tipo de

célula.
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Cultura de macroéfagos alveolares

Os macrofagos alveolares foram cultivados seguindo uma técnica previamente
descrita (23).0 LBA recolhido foi centrifugado a 1500 rpm durante 15 min. O pellet de
células precipitado foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen
Corporation) contendo 3% de soro fetal bovino (Gibco-Invitrogen Corporation) e antibiéticos
(penicilina 100U/mL e estreptomicina 100ug/mL). As células foram transferidas para placas
de cultura de 35mm de didmetro (6 pocos, Falcon), onde foram dispensados 1 mL da
suspens&o em uma proporcao de 10° células/mL de RPMI 1640 em cada poco. Ap6s 1h na
incubadora a 37°C e 5% CO,, desprezou-se sobrenadante com as células ndo-aderentes e
adicionou-se 1 mL de meio RPM], deixando-se as placas por mais 1h em incubadora para
estabilizacdo das células.

Taxa de fagocitose

Foram utilizados fungos (Saccharomyces cerevisae) para avaliar a taxa de
fagocitose, de acordo com a técnica de Malaguefio e cols. (24). Os fungos foram lavados
duas vezes com Soluc&o tamp&o de fosfato (PBS) a 0,01M; contados 10’ células em 200pL
de PBS e em seguida foram adicionados a suspensdo de macrofagos (800uL de RPMI
1640, com 1x10° células). Os fungos e os macroéfagos juntos fizeram um volume final de
ImL. As células (macrofagos e fungos) foram distribuidas em laminas para microscopia
Optica e incubados a 37°C, em atmosfera Umida por um periodo de 1 hora. ApGs este
periodo as laminas foram lavadas com solucao salina tamponada e secadas a temperatura
ambiente. Para a coloragao, foi utilizado o kit Pandtico Rapido. As laminas foram lidas ao
microscopio optico, com objetiva de 100 sob imersé&o. A taxa foi obtida como percentual de
macrofagos que englobaram fungo em uma contagem total de 100 células.

Analise da producao de 6xido nitrico (ON)

A liberacdo de ON foi medida atravées da reacdo de Griess ensaio quantitativo
colorimétrico. A producéo de 6xido nitrico foi determinada usando o sobrenadante da cultura
de macrofagos, de acordo com o método descrito por Feder e Laskin (25). Apos 24 horas de
estimulo in vitro com LPS (10pg/mL), os macrofagos - estimulados e os ndo estimulados
com LPS - foram avaliados para a liberacdo de ON. A absorvancia do azocroméforo foi

medida em 550 nm.

Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo mitocondrial do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
ill-2,5-brometo de difenil tetrazdlico (MTT) a cristais de formazam como descrito por Akao e
cols. (26). Os macrofagos alveolares foram incubados com MTT (0,5 mg/mL) em meio
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completo (200ul/poco) durante 60 minutos a 37°C em 5% de CO,. Apos este periodo 0 meio
foi removido e os cristais formados séo diluidos apos adicdo do DMSO mais etanol (em
propor¢cao de 1:1), produzindo um reacgao colorimétrica, quantificada em leitor de ELISA com
filtro de 550 nm. O percentual de viabilidade celular foi calculado pela formula:

Viabilidade celular = (Absorbancia das células tratadas/ Absorbancia das células controles x
100%).

Gordura Visceral

Apoda a coleta do LBA, coletou-se da gordura visceral. Foi realizada uma incisdo na
regido abdominal, todos os 6rgdos deste local foram retirados e as gorduras aderidas a
estes foram separadas e somadas a gordura da regido abdominal e o total de gordura foi,

entdo, separado para posterior pesagem.

Analise estatistica

Na andlise do acompanhamento do peso médio os grupos foram comparados
utilizando um MANOVA para medidas repetidas. Na analise das comparacdes entre grupos
foi aplicada uma ANOVA com dois fatores. As hipéteses foram testadas e analisadas
considerando uma significancia estatistica de 5% (p < 0,05). O software utilizado foi o
STATA verséao 9.0.

RESULTADOS

Peso Corporal

Apbs 18 semanas de administracdo de dieta, os animais que receberam dieta hiperlipidica
(DH) n&o apresentaram diferenga de peso corporal em relacéo aos que se alimentaram de
dieta padrdo (DP) (Figura 1). O peso corporal médio em ambos os grupos foi considerado
semelhante (DP igual a 240.3 + 5.9 g e DH igual a 242.0 + 5.5 g) (p = 0,886).
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Figura 1. Comparacdo de peso entre 0s grupos com ratas Wistar alimentadas com dieta padrdo (DP)
e com dieta hiperlipidica (DH), durante as 18 semanas de regime alimentar. Dados expressos em

média.

Gorduravisceral

Embora a dieta Dieta Hiperlipidica ndo tenha promovido aumento no peso corporal, seu
consumo aumentou consideravelmente a quantidade de gordura visceral (Figura 2), sendo
encontrada 1,58 vezes mais gordura nos animais nos quais a obesidade foi induzida (DH=
121 +0.7 g; DP=7.8+ 0.4 g) (p = 0,0001).
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Figura 2. Peso da gordura \isceral de ratas Wistar alimentadas com dieta padrdo (DP) e dieta

hiperlipiica (DH), apés 18 semanas de utilizagdo das dietas. p = 0,0001 na comparagdo DP e DH.
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Parametros hematolégicos

Os dados da contagem do sangue periférico (Tabela 1) revelam que a obesidade
ocasionou hum aumento significativo no numero de hemécias (p=0,035), leucdcitos totais
(p=0,024) e neutrdfilos (p=0,02) no grupo DH em comparacédo ao grupo DP. Na presenca da
endotoxemia, ndo houve diferenca na analise nos parametros hematologicos entre obesos
(DHE) e ndo obesos (DPE), com excecdo do niumero de hemécias, que esteve aumentado
(p=0,038) no animais obesos.

Tabela 1. Efeito da dieta hiperlipidica e da endotoxemia, sobre paramétros do sangue periférico de
ratas Wistar. (Anova — STATA wersdo 9.0) (p < 0,05).

Variaveis DP DH DPE DHE
Eritrécitos (10°/mm?) 7,44+0,75 7,92+0,36# 7,6+1,21 8,24+0,32#
Hemoglobina (g/dL) 14,4+0,88 15,0+0,54 15,6+1,71* 15,6+0,51*
Plaquetas (10°/mm?®) 4,91+2,38 4,99+2,16 2,83+0,95* 3,05+1,12*
Leucdcitos totais 11,33+4,46 14,23+4,48#  18,30+4,9* 18,43+3,0*
(10°/mm?)

Neutrdfilos (10°%/mm?) 1,37+0,53 3,26+0,64# 7,06+0,67* 6,32+0,59*
Eosindfilos (10°/mm?®) 0,20+0,09 0,26+0,11 0,31#0,16  0,21+0,04
Basodfilos (10°/mm?) 0,05+0,01 0,04+0,02 0,14+0,03* 0,07+0,02*
Mondcitos (10%/mm?) 0,13+0,08 0,26x0,13 1,82+1,24* 1,43+0,29*
Linfocitos (10%/mm?) 9,75+3,21 10,31+3,84 8,97+3,52  10,2+3,22

Tabela 1. (#) — Efeito da dieta (andlise comparativa DPxDH/ DPEXDHE). (*) - Efeito da endotoxemia

(analise comparativa DPExDP/ DHExDH).

Contagens total e diferencial de leucécitos do LBA

Os resultados da contagem total e diferencial de leucécitos do LBA (Tabela 2)
indicam que a dieta hiperlipidica elevou o nimero de neutréfilos (p=0,027) e linfocitos do
grupo DH em relacdo ao grupo DP (p=0,014). Na endotoxemia, ndo houve diferenca
significativa entre os valores de leucdcitos totais e diferenciais do grupo DHE em

comparagéao ao grupo DPE.
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Tabela 2. Valores absolutos da contagem total e diferencial de leucécitos do lavado broncoalveolar

de ratas Wistar. Resultados expressos em média + desvio-padrao. (p < 0,05).

Variaveis DP DH DPE DHE
Leucocitos (10%mm®)  110,7+6,3 116,2+7,4 156,3+6,7* 160,4+8,1*
Neutrdfilos (10¥mm?®) 5+0.9 8+2.2# 35+ 2.5+ 37+ 2.9*
Eosindfilos (10*’mm® 0.134 +0.15 0.112 +0.20 0.322 + 0.54 0.351 + 0.41
Macrofagos 89+4.2 91+ 34 128 £ 5. 3* 131 £6.7*
(103 mm?)

Linfocitos (10%mm?®)  2+0.54 7+ 1.2# 4+0.78 10 + 1.6#

(#) — Efeito da dieta (analise comparativa DPxDH/ DPEXDHE). (*) - Efeito da endotoxemia (andlise

comparativa DPExDP/ DHEXDH).

Taxa de Fagocitose

Nao houve diferenga significativa na taxa de fagocitose de macréfagos alveolares

entre os grupos DP e DH, mesmo na presenca de endotoxemia (DPE x DHE).
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Figura 3. Taxa de Fagocitose em macrofagos alveolares de ratas Wistar. Grupos DP e DPE
(Controle) e Grupos DH e DHE (Obeso). Dados expressos por médiatdesvio padrdo. *(p<0,05).

Producédo de ON

Na Tabela 3, estdo presentes os resultados da analise da producdo de ON. Os

dados da tabela indicam que n&o foi encontrada diferenca significativa na produgdo de ON
pelos animais obesos (DH) em comparacdo aos animais ndo obesos (DP), mesmo na
presenca da endotoxemia (DHE x DPE).
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Tabela 3. Analise da producéo de 6xido nitrico pelos macréfagos alveolares. Efeito da estimulagéo, in

vitro, por lipopolissacarideos (LPS) ou ndo (). (p<0,05).

Grupos 7} LPS

DP 42,5+10,2 73,61£15,6#
DPE 73,415,6* 101,745,8#
DH 50,1+7,7 99,4+10,6#
DHE 68,2+7,0* 99,5+9,8#

Valores (nM/mL) expressos em Médiatdesvio-padrdao; Significancia estatistica: Efeito da

endotoxemia (*¥). Efeito do LPS na cultura (in vitro) (#).

Viabilidade celular
A viabilidade celular dos macréfagos alveolares em meio de cultura foi em torno de

70% e ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Dados néo apresentados.

DISCUSSAO

Nossa pesquisa submeteu animais a um consumo de dieta hiperlipidica, como
modelo de inducdo da obesidade. Mesmo apds 18 semanas de consumo, 0 peso corporal
dos animais alimentados com a dieta hiperlipidica (e hipercalérica) nédo foi superior ao dos
animais que receberam dieta padrdo normolipidica (e normocaldrica). Este resultado foi
semelhante a resultados obtidos em outros estudos que utilizaram dietas hiperlipidicas com
0 mesmo objetivo (9, 27). No entanto, alguns trabalhos apresentaram resultados diferentes
aos nossos, com aumento ou diminuicdo do peso corporal em animais alimentados com
dietas ricas em lipideos e calorias (10, 28, 29, 30). Estas divergéncias de resultados podem
ser explicadas pela diferenca de tempo de experimentagcdo nutricional, inicio de
fornecimento da dieta, diferentes tipos de ingredientes usados na confeccao e quantidade
de lipideos e calorias presentes nas dietas.

Nesse estudo, observou-se que o consumo de dieta hiperlipidica acarretou num
aumento significato de quantidade de gorura visceral. O aumento da adiposidade no
abddmen também foi relatado por véarios autores que utilizaram dieta hipercalérica (9, 10,
31). O tecido adiposo acumulado na regido visceral é metabolicamente mais ativo em
relacdo aos de outros locais de deposi¢cdo, com maior atividade secretdria de adipocitocinas
(10). Em humanos, as complicacdes metabdlicas e cardiovasculares estdo quase que

exclusivamente relacionadas aos elevados depésitos de gordura visceral (32).
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Por ser reconhecidamente como uma doenca de baixo grau de inflamac&o, diversas
linhas de evidéncias tém apoiado um elo entre tecido adiposo e células imunolégicas (7). O
motivo para afirmar isso é a elevagcéo das concentracdes sistémicas de varios marcadores
inflamatdrios, como as citocinas pro-inflamatérias e as proteinas de fase aguda, aumentadas
em individuos obesos (16). Os resultados do presente estudo mostram diferencas em
diversos parametros hemotoldogicos: 0s animais obesos apresentaram leucocitose,
neutrofilia e eritrocitose. Com relagdo a policitemia, esta pode decorrer de aumento da
liberacdo medular. Como o tecido adiposo é também um 6érgédo enddécrino, pode-se levantar
as hipoteses da acéo deste a nivel medular.

Em relacdo ao aumento no nimero da populacdo de neutrdéfilos, encontrada neste
estudo, foi observando de forma similar em outro estudo, em mulheres, onde foi verificado
maior contagem de leucdcitos, mondcitos e neutrdfilos circulantes em obesas (34). Kim e
Park (33) observaram que contagem de células periféricas estd positivamente
correlacionada com o total de gordura. As evidéncias sugerem que a obesidade, sendo uma
doenca de baixo grau de inflamagéo croénica, torna os individuos mais predisponentes ao
Diabetes N&o-Insulino-Dependente (Tipo 2), hipertensdo, dislipidemias, diversos tipos de
cancer, doencas cardiovasculares, doencas auto-imunes, infec¢des e inflamacdes (6). Um
elevado numero de leucécitos estd associado a um maior risco de doencas
cardiovasculares, infec¢céo cronica e dano oxidativo (7, 35).

Os processos imunolégicos, envolvidos na defesa do organismo, séo afetados pelo
estado nutricional. Tanto a obesidade quanto a desnutricdo alteram a imunocompeténcia (3).
Estudos clinicos e epidemiolégicos mostram que a incidéncia e a gravidade de doencas
infecciosas sdo maiores em individuos obesos quando comparado pessoas magras (36, 37,
38). Na analise do lavado broncoalveolar, mesmo com a auséncia do processo infeccioso,
constatamos que obesidade influenciou, especificamente a migracdo de neutréfilos e
linfécitos para o pulmé&o, corroborando com um estudo previamente realizado. (11). Devido
secrecdo de leptina estar aumentada em individuos obesos, pode haver uma producéo
linfocitaria anormal, porém com reduzida capacidade funcional (39, 40). Esse resultado, no
entanto, contrasta com outro estudo no qual n&o foi verificada diferenca significativa na
contagem de leucdcitos no LBA de individuos com obesidade e obesidade morbida
comparados aos individuos com peso normal (4). Na presenca da infeccdo, nao foi
observado comprometimento do recrutamento de fagécitos para o local da infeccéo
(pulmé&o), resultado semelhante observado anteriormente (11).

Poucos estudos avaliaram o efeito da obesidade sobre a capacidade de fagocitose
de macrofagos e granulécitos. No presente estudo, foi observado que a obesidade néo
comprometeu a capacidade de fagocitose dos macrofagos alveolares, mesmo perante ao
processo de infeccdo sistémica. Resultado semlhante no estudo de Sohl et al (4), que ndo
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observou dano nesta capacidade, mesmo em pacientes com obesidade moérbida, o grau
mais elevado de obesidade (1). Nosso achado néo esta de acordo com o estudo de Plotkin
et al (41). Neste, macrofagos peritoneais de ratos obesos Zucker (rato obeso diabético —
fa/fa), infectados com Candida Albicans apresentaram capacidade reduzida de fagocitose.
Porém, estes pesquisadores utilizaram animais geneticamente incapazes de produzir de
leptina.

Finalmente, em relagdo a producédo de ON, sdo raros os estudos publicados acerca
dos efeitos da obesidade sobre a atividade oxidativa de células imunolégicas. Neste estudo,
verificamos que ndo houve diferenca na producédo de ON nos animais sem infec¢cdo. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Santos (42), que estudando os efeitos
da obesidade sobre a fungdo imune de animais sedentarios e animais submetidos a
atividade fisica, observou que ndo houve alteracao na producédo de ON por influéncia da
dieta hiperlipidica nos animais que néo praticaram atividade fisica. Este achando n&o esté
de acordo com o obtido por Nieman et al (7), o qual verificou um aumento na a atividade
oxidativa de mondcitos e granulécitos em individuos obesos. Além disso, ndo foi observada
também diferenca na producdo de ON por macrofagos alveolares dos ratos endotoxémicos.
Acredita-se que a obesidade pode aumentar o risco de desenvolvimento de infeccdes
pulmonares, no entanto os resultados sdo bastante divergentes (43). Estudando pacientes
obesos e com obesidade mérbida, El Sohl et al. (4) ndo observaram comprometimento da
atividade microbicida de macrofagos alveolares nesses pacientes. Silva (44), por outro lado,
observou menor produgdo de ON em resposta a infec¢ao por LPS nos animais obesos.

Em sintese, nosso trabalho demonstrou que a obesidade acarretou em alteracdes
nas contagens de células do sangue periférico e do lavado broncoalveolar, o que significa
em maior risco de doengas secundarias da obesidade. Todavia, ndo comprometeu, de
acordo com as nossas andlises, as atividades imunoldgicas frente a endotoxemia. Talvez, a
maior susceptibilidade a infecgcdes notadas no ambito da clinica sejam consequéncias das
proprias co-morbidades associadas a obesidade e das limitagdes nos cuidados e tratamento
de pacientes obesos (45).

CONCLUSAO

Concluimos que a utilizacdo da dieta hiperlipidica promoveu obesidade representada
pelo aumento dos depoésitos de gordura visceral na regidgo abdominal dos animais que a
consumiram. A ingestdo desse tipo de dieta alterou a contagem de alguns parametros
hematoldgicos, em virtude do estado de inflamacéo crénica baixo grau, representando risco
para o surgimento de diversas doengas. O recrutamento de células imunes para o pulméo e
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as funcdes de macroéfagos alveolares avaliadas, como a taxa de fagocitose e a producéo de

ON ficaram preservados nos animais obesos, perante 0 processo infeccioso sistémico.

Talvez 0 aumento da taxa de infec¢cdes observadas em estudos na clinica possam

simplesmente um reflexo de co-morbidades e condicbes associadas a obesidade ou

realmente séo resultado de uma perturbacdo nos componentes da resposta imune inata.

Isto exige mais investigacbes, pois na literatura, os resultados ainda séo bastante

controversos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS DA DISSERTACAO

Os nossos resultados reforcam que o consumo cronico de dieta hiperlipidica gera
consequéncias negativas na homeostase energética de um organismo. A dieta rica
em gorduras e caloridas fornecida aos animais, apesar de ter resultado em aumento
consideravel de peso comparado ao peso de animais alimentados com dieta
saudavel, promoveu a obesidade representada pelo acumulo anormal de
adiposidade na regido visceral. Em humanos, o acumulo de gordura nessa regido
esta primariamente implicado aos riscos de desenvolvimento de doencas do sistema
imunoldgico.

As altera¢gBes correspondentes aos parametros imunoldgicos distorcidos revelam que
a obesidade promoveu uma redistribuicAo dos componentes celulares do sangue,
possivelmente explicada pelo consequente do estado de inflamacéo sistémica do
organismo, através de modulacdo da doenca sobre o sistema imune.

Com relagdo ao recrutamento de células imunes para o pumdo e ao
comprometimento das capacidades essenciais ao combate aos processos
infecciosos de macrofagos alveolares, ndo verificamos comprometimento das
funcbes de fagocitose e atividade microbicida destas células. Na literatura, os
achados séo bastante controversos. Talvez o aumento da taxa de infeccdes
observadas em estudos na clinica possam simplesmente um reflexo das co-
morbidades e condi¢des associadas a obesidade ou realmente séo resultado de uma
perturbacdo nos componentes da resposta imune inata.

Evidenciamos a importancia de novos estudos com este tema. Tem-se como
perspectiva a realizagdo de novos trabalhos com ratas fémeas, aplicando o modelo
de inducdo da obesidade com dieta similar, com novas analises: bioquimicas
(glicogénese, gliconeogénese, lipogénese e lipdlise); analises hormonais; estudos
das citocinas; consumo alimentar, administracdo de diferentes periodos de
administracdo da mesma dieta; corporais analises do sistema de coagulacdo, dentre

outros.
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ANEXO 1 — Aprovacdo do Projeto pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas
Av. Prol. Nelson Chaves,
S0670-420 / cife — PE — Bra:
fonea: (55 81) B BB4O | 2

fax: (55 81) 2

Recife, 16 de fevereiro de 2011.

Oficio n°® 355/11

Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Profa. Maria do Amparo Andrade
Departamento: Departamento de Fisioterapia /
Processo n® 23076.055317/2010-85

I

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Efeitos da obesidade sobre pardmetros imunolégicos de ratas
fémeas submetidas & endotoxemia. "

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizag&o experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados.

| Observagao: Origem dos animais: Biotério de Nuitricdo da Atenciosamente,
UFPE; Animais: Ratos; Sexo: Fémeas; Linhagem:Wistar; . o <
ldade:126 dias; N° de animais previstos no projeto:32 \MM \

|animais.

{
Profa. Mania Teresavansem
Presidents do CEEA
UFPRk

CCB: Integrar para desenvolver
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