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RESUMO

Vérias culturas tratam alguns alimentos como remosos, pois em determinados estados
fisiolégicos ou patoldgicos do organismo, aparentemente eles sdo capazes de estimular uma
maior uma maior proliferacdo de células de defesa, 0 que pode levar a uma exacerbagdo do
processo inflamatdrio, e consequentemente danos teciduais, ou até mesmo interferindo
diretamente na recuperacgdo clinica no pos- operatdrio. Entre esses alimentos temos a carne
suina e o camardo. Nesse contexto o presente trabalho visa avaliar dietas a base de camardo,
carne suina e caseina sobre a histofisiologia do figado a partir de um modelo de infec¢do
experimental induzido pela Salmonella entérica serovar Typhimurium. Para tal foram
utilizados 55 ratos machos Wistar, em dois grupos: grupo nutricional controle (dieta Presence,
carne suina, camardo e caseina) e o grupo nutricional infectado por Salmonella Typhimurium
que ficaram em observacdo durante 6 e 48 horas ap6s a infeccdo. Cada animal recebeu
diariamente sua dieta correspondente durante 30 dias. Apds 30 dias de dietas, 0os animais
foram eutanasiados e em seguida, foi retirado o figado para realizacdo do estudo
histopatolédgico. Os resultados obtidos mostraram que o grupo nutricional tratado com a dieta
de caseina, foi observada a presenca de uma quantidade razoédvel de gordura, caracterizando
esteatose moderada, sem presenca de células inflamatorias, e 0s animais tratados com a dieta
de camardo e a dieta suina, foi observado esteatose hepatica dos tipos micro e macrovesicular
sem presenca de células inflamatorias. No grupo nutricional infectado foi observado a
presenca de infiltrado de células mononucleares, como macrofagos, linfocitos e de
polimorfonucleares como os neutrofilos, nos grupo de 6h apresentaram pouco infiltrado de
células mononucleares no espago periportal e nos grupos com 48h, o infiltrado de células
mononucleares, apresentou-se mais difuso e intenso. De acordo com a contagem de células
mononucleares nas regides periportais verificou-se que o grupo PRESIi-6h/ PRESEi-48h
apresentou média menor do que os demais grupos (média = 12,4 para 6 h e média = 35,4 para
48 h) e o grupo com maior média de células inflamatorias, as 6 e 48 horas ap0s a infecgao,
foi o do grupo SUIi (meédia = 83,8 e média = 145,0 respectivamente). O trabalho mostrou que
nos grupos tratados com diferentes dietas protéicas hipercaldricas foram capazes de causar
danos ao tecido hepatico (esteatose) favorecendo um processo inflamatdrio no local.

Palavras-chave: Dietas. Inflamacdo. Camarao. Porco. Figado Gorduroso.



ABSTRACT

Various cultures treat some foods such remosos because in certain physiological and
pathological states of the organism, they apparently are capable of stimulating an increased
greater proliferation of immune cells, which can lead to exacerbation of the inflammatory
process, and thus tissue damage, or even directly interfering with clinical recovery in the
postoperative period. Among these foods we have pork and shrimp. In this context, the
present study aims to evaluate diets shrimp base, pork and casein on histophysiology liver
from an experimental infection model induced by Salmonella enterica serovar Typhimurium.
To this end they were used 55 male Wistar rats in two groups: control group nutritional
(dietary Presence, pork, shrimp and casein) and nutritional infected with Salmonella
Typhimurium group that remained under observation for 6 and 48 hours after infection. Each
animal received daily its corresponding diet for 30 days. After 30 days of diet, the animals
were euthanized and then the liver was removed for histopathology embodiment. The results
showed that the nutritional group treated with the casein diet, the presence of a reasonable
amount of fat was observed, characterizing mild steatosis without the presence of
inflammatory cells, and animals treated with shrimp diet and swine diet hepatic steatosis was
observed type of micro and macrovesicular no presence of inflammatory cells. In infected
nutritional group was observed the presence of infiltrate of mononuclear cells, such as
macrophages, lymphocytes and polymorphonuclear leukocytes such as neutrophils, 6h group
showed little infiltration of mononuclear cells in the periportal area and in groups with 48h,
the infiltration of mononuclear cells, presented is more diffuse and intense. According to the
mononuclear cell count in the periportal regions it has been found that the group PRESI-6h /
48h-Presei had an average lower than the other groups (mean = 12.4 mean = 6 h 35.4 48 h)
and the group with the highest average of inflammatory cells at 6 and 48 hours after infection,
was the SUIi group (mean = mean = 83.8 and 145.0 respectively). The study showed that in
the groups treated with different Hypercaloric protein diets were able to cause damage to the
liver tissue (steatosis) favoring an inflammatory process in place.

Keywords: Keywords: Diets. Inflammation. Shrimp. Pig. Fatty liver.
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1. INTRODUCAO

Segundo a cultura popular, alguns alimentos sdo denominados remosos, ou seja,
improprios para o0 consumo humano, em determinados estados fisiologicos (durante o periodo
menstrual) ou patologicos do organismo (infecgdes, inflamacGes e ferimentos), por terem a
capacidade de interferir nos processos de cicatrizagdo, causar danos teciduais ou provocar
exacerbacdo do processo inflamatério agudo (COSTA-NETO, 2000; CUNNINGHAM-
RUNDLES; MCNEELEY; MOON, 2005; ALCOFORADO, 2012; BRITO-JUNIOR e
ESTACIO, 2013).

Foi sugerido por Rock e colaboradores (2010), que ap0s a digestdo de alimentos ricos
em proteinas, como 0 camardo e carne suina, podem ocorrer uma sobrecarga de proteinas e
gorduras, que sdo capazes de ativar uma resposta inflamatoria, caracterizada pela infiltracdo
de células imunoldgicas, (macréfagos, neutréfilos) e producdo de citocinas e quimiocinas.
Porém, a interacdo do sistema imunologico com proteinas presentes nas dietas € bastante
complexa e de dificil entendimento.

Existem algumas doencas de origem alimentar podendo ser de natureza infecciosa e
toxica, como infecgBes bacterianas, causadas pela Salmonella entéricas sendo as principais
causadoras de gastrenterites e infecgOes sistémicas, provenientes de alimentos contaminados,
geralmente de origem animal, como carnes e ovos (BUGAREL et al., 2011).

A principal espécie de salmonela responsavel por causar condi¢des patolégicas como
a febre tiféide é chamada de Salmonella entérica serovar Typhimurium, afetando mais de 20
milhdes de pessoas em todo o mundo e leva a cerca de 200.000 mortes por ano
(MASTROENI; MASKELL, 2006; CDC, 2005).

Essas espécies Gram-negativas possuem mecanismos que as permitem sobreviver
dentro de macrofagos apds a fagocitose, ativando seus mecanismos de viruléncia, e
permitindo sua replicacdo no ambiente intracelular. Esses mecanismos facilita a sua
disseminacéo para outros 6rgdos do sistema reticulo-endotelial (figado, baco e medula dssea),
causando uma resposta inflamatéria, em todos os locais onde existe a sua proliferacdo
(HENRY et al., 1998; ATHENS, 1998).

Existem ainda outros tipos de doencas que podem ter como causa alimentos
gordurosos, como por exemplo, a esteatose hepatica ndo alcoodlica ou doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), que tem origem de dietas hipercaléricas ricas em

gorduras saturadas que sdo desfavoraveis ao processo inflamatorio, e se for usada de forma
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cronica, podem alterar a histofisiologia do figado, é nele que os nutrientes sdo absorvidos
processados e armazenados.

Histologicamente, o figado é formado por um conjunto de células agrupadas que séo
chamadas de hepatdcito possuem diversas fun¢des (endocrinas e exocrinas), detoxifica e
transportaalgumas substancias, sintetiza proteinas proprias (albumina, protrombina,
fibrinogénio, lipoproteinas) e também acumula substancias como o glicogénio e ate lipideos
dependendo do estado nutricional do individuo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
MOBLEY etal., 2014; MICHAEL et al., 2015).

Entdo a DHGNA ¢ caracterizada pelo acimulo de gordura que empurra o nucleo da
célula para periferia, que pode levar a uma inflamagdo no tecido hepético, ndo estando
relacionadas ao consumo de alcool e sim a um excesso de gordura provida da dieta
(LUDWING et al., 1980; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Em virtude da escassez literaria e comprovacao dos efeitos de alimentos remosos no
organismo debilitado, torna-se relevante uma avaliacdo dos efeitos histopatolégicos no figado,

quando se adquirir um quadro infeccioso.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ATUACAO DE DIETAS PROTEICAS NA RESPOSTA INFLAMATORIA

As proteinas sdo componentes importantes da dieta e desempenham um papel
essencial como elementos estruturais e funcionais dos sistemas vivos, sendo seu papel através
da alimentacdo fornecer aminodcidos necessarios para as atividades orgéanicas (BORSOI,
2004; MILLWARD et al., 2008). Essas proteinas adquiridas na dieta, também sdo capazes de
interagir com as células de defesa, modulando varios parametros da funcdo imunoldgica
(FIELD; JOHSON; SCHLEY, 2002), porém essa interacdo com sistema imune € bastante
complexa e ainda de dificil entendimento. Alguns estudos sugerem que 0s macronutrientes
provenientes da dieta, tais como as proteinas, podem ser responsaveis por um estresse
oxidativo nas células, estimulando uma maior producdo de substancias pré-inflamatorias,
modificando assim os niveis de marcadores inflamatérios (GERALDO, 2008).

Esses tabus alimentares estdo relacionados aos alimentos “remosos”, que sdo capazes
de agravar estados patologicos, prejudicando a recuperacdo clinica do paciente em funcao da
presenca de substancias tdxicas nos alimentos ingeridos. Entre esses alimentos estdo a carne
de porco, caranguejo, camardo e outros (COSTA-NETO, 2000; BEGOSSI, 2004; SILVA,
2007).

Segundo a cultura popular esses alimentos podem interferir nos processos de
cicatrizacdo, causar danos teciduais ou provocar exacerbacao do processo inflamatoério agudo.
Portanto a suspensdo da ingestdo dos mesmos pode ser adotada como medida para favorecer a
recuperacdo durante apds operatorio. Desta forma, pode-se postular que a a¢do dos alimentos
“remosos” sobre 0 organismo, na ativacdo de mecanismos, que levam ao dano tecidual, pela
estimulacdo de células inflamatorias, que estariam diretamente associadas a ativacdo da
imunidade inata, que é desencadeada por meio dos Padrbes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs), como residuos de manose e acidosteicoicos (LPS), presentes na
superficie de micro-organismos, que ndo foram destruidos apos o cozimento dos alimentos
(RAEBURN et al., 2002; CRUVINEL et al., 2010; BRITO-JUNIOR e ESTACIO, 2013).

2.2 DIETAS GORDUROSAS NA INFLAMACAO

Dietas com alto teor de gordura saturada, carboidratos estdo associadas ao

desenvolvimento de diversas doencgas crénicas como diabetes, doencas cardio vasculares,
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sendo capazes de estimular resposta inflamatéria (HEIDEMANN et al., 2008; NETTLETON
et al., 2008).

De acordo com estudos ja foi comprovado que um padrdo alimentar rico em carnes
vermelhas e processadas, doces, batata frita e outras ricas em gorduras aumentam o ricos de
desenvolvimentos de sindromes metabdlicas (diabetes, doenga hepética gordurosa néo
alcodlica-DHGNA), onde apresentam um perfil inflamatério, pois o excesso de alimentos
gordurosos é capaz de causar um estresse oxidativo das células estimulando mediadores
inflamatdrios (FUNG et al., 2004; FONTANA et al., 2004).

Uma carga alimentar contendo mais de 75g de glicose e lipideos, segundo o estudo
realizado por Ceriellos e colaboradores, (2004) demonstrou que esses tipos de alimentos
aumentam os niveis plasmaticos de nitrotirosina (marcador de estresse oxidativo).

Esse processo inflamatdrio pode ser induzido por esse estresse celular que ocorrem
funcdo do excesso de calorias presentes nos alimentos gordurosos, em pessoas obesas, 0
estresse celular principalmente no reticulo endoplasmético que é uma organela que tem papel
na sintese de proteinas, lipideos e esterdides, gerando uma resposta inflamatoria por diversos
mecanismos que ativam a expressao de genes de citocinas pré-inflamatorias e transcricdo de
fatores que induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio (LAI et al., 2008; BODEN,
2009).

O figado é um dos 6rgdos diretamente afetado por esse estresse oxidativo dos reticulo
endoplasmatico, onde a ingestdo cronica de gorduras causa um aumento da oferta de &cidos
graxos no tecido adiposo, aumento da sintese de novo aminoacido, aumento da gordura da
dieta, diminui¢do da B-oxidacdo mitocondrial, diminuicdo da exportacdo de particulas de
triglicerideo, causando um acumulo de lipideo anormal no tecido hepético podendo induzir
quadros inflamatérios no local (MUSO et al., 2003; ADAMS et al., 2010). Esta resposta
inflamatdria ocorre principalmente através da acdo de macrofagos que liberam citocinas
inflamatoria (TNF-a, IL-6) e podem levar a cronificacdo desse estado (SCHENK, 2008).

2.3 MECANISMOS INFLAMATORIOS

A inflamacdo é a resposta dos tecidos a uma agressdo provocada por agentes
patogénicos, produtos quimicos ou ferimento, que envolve uma rede complexa de reacGes
com a finalidade de remover o estimulo lesivo e iniciando a recuperagdo tecidual local.

Durante a inflamacéo ocorrem a ativacéo e migracéo de células como leucdcitos para o local
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da lesdo e a liberacdo de varias substancias solliveis como fatores de crescimento, citocinas,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO), onde exercem sua agdo e Sao
degradadas no sitio inflamatério (PEREZ-CANO et al., 2010).

Na inflamagdo aguda, as principais células envolvidas sdo os neutréfilos e 0s
macrdfagos, porém, uma vez cessado o estimulo lesivo, inicia-se 0 processo de reparo
tecidual completo, caracterizando o término da resposta aguda. Caso ocorra a permanéncia do
agente lesivo, ocorre a cronificacdo do processo inflamatério, sendo observada concomitancia
de destruicdo e reparo tecidual. Na inflamacao cronica o tecido apresenta caracteristicamente
um infiltrado constituido por células mononucleares (mondcitos, macrofagos e linfécitos),
sinais de angiogénese e fibrose (ABBAS; LICHIMAN, 2005; CRUVINEL et al., 2010).
Nesses processos, ocorre a producdo de mediadores inflamatorios, que sdo responsaveis pela
atracdo de células inflamatorias e também pela liberacdo de citocinas e recrutamento de

leucdcitos para o local da injuria (ALLER et al., 2006).

Citocinas ou mediadores inflamat6rios podem ser ativados através do préprio contato
com 0s patdgenos, por substancias toxicas ou por células danificadas (em caso de traumas e
esforco fisico exagerado). Eles sdo variados, e derivam tanto de componentes plasmaticos,
quanto de células, incluindo produtos de clivagem de precursores, produtos de cascatas de
ativacdo, como substancias pré-formadas, espécies reativas de oxigénio (radicais livres),
Oxido nitricos e derivados do acido araquiddnico. Células como linfécitos, macro6fagos
ativados, o endotélio, epitélio e tecido conjuntivo, também produzem polipeptidios ou
glicoproteinas que modulam a fungdo de outros tipos celulares, conhecidas como citocinas
(KUMAR et al., 2005; ALWANI et al., 2006).

As citocinas sdo mediadores necessarios para produzir a resposta inflamatdria aos
locais de infeccdo e lesdo, sendo responsaveis pela movimentacdo dos leucdécitos, incluindo
sua migracdo para locais de inflamacdo tecidual a partir do sangue. Elas sdo substancias
protéicas produzidas por linfocitos que atuam nas fases efetoras tanto na resposta inata quanto
na resposta adaptativa que podem induzir resposta pro - inflamatoria como anti-inflamatoria
em um determinado tecido isso dependendo do tipo de estimulagdo causada pelos diferentes
tipos de microorganismos (ABBAS; LICHIMAN, 2005; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000;
TRCEY; LOWRY, 1990).

Os receptores de citocinas séo expressos em leucdcitos, células dendriticas e células de
Langerhans, na qual a maior variedade desses receptores € observada em linfocitos T e sua

expressdo pode definir seus subtipos de linfocitos T. A ligacdo entre citocinas e receptores
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inicia uma complexa cascata de sinalizacdo que gera respostas quimiotéticas, liberacdo de
espécies reativas e alteracdo na afinidade das integrinas presentes na superficie celular.

As citocinas influenciam a atividade, a diferenciacédo, a proliferacdo e a sobrevida de
células imunoldgicas, regulando também a producdo e a atividade de outras citocinas, que
favorecer a resposta inflamatoria.

Algumas citocinas podem ter acdes pro-inflamatorias (Th1), como as interleucinas,
IL-1, IL-2, IL-6, IL- 7 e FNT (fator de necrose tumoral) e outras anti-inflamatorias como as
IL-4, 1L-10, IL-13 e FTCp (fator transformador de crescimento ) (CURFS; MEIS;
HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; RAEBURN et al., 2002; SOMMER et al., 2010).

O figado por ser um 6rgdo muito vascularizado é altamente povoado por diversas
células do sistema imune durante processos infecciosos e inflamatoérios. Tais células podem
lesar 0 6rgdo no contexto da resposta imune, mesmo nédo sendo ele o alvo da agressdo inicial.
Dessa a forma o figado constitui um importante sitio de regulacdo do sistema imune o que, de
certa forma o torna mais susceptivel e vulnerdvel a resposta imune, como em pProcessos
sépticos (SHINONI, 2006).

2.4 HISTOFISIOLOGIA DO FIGADO

O figado é a maior viscera do corpo humano, desempenhando grande numero de
fungBes vitais & salde do organismo, estar envolvido diretamente no metabolismo de
substancia sendo considerado o centro de desintoxicacdo. Sua principal funcdo inclui o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, formacédo da bile e ativacdo de vitaminas e
minerais, conversdo de amdnia em ureia. Uma disfuncdo pode levar a quadros irreversiveis no
tecido (JAMES, 2000; WINITA; FREDERICK, 2003; MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2010;
GUYTON; HALL, 2011).

O 6rgdo referido representa 2,5 a 4,5% da massa corporal humana com um peso médio
de 1,5kg. Esta estrategicamente situado no sistema circulatorio recebendo um suprimento
sanguineo duplo: cerca de 20% do seu fluxo é rico em oxigénio e provem da artéria hepatica,
enquanto o restante 80% € rico em nutrientes e provém da veia porta, permitindo ao figado
controlar as substancias que sdo absorvidas em todo o intestino e determinar quais delas véo
entrar, na circulagdo sisttmica (MAZZA; PERREIRA; WAITZBERG, 2005).

O figado também é o 6rgdo mais importante para a gliconeogénese, ou seja, producéo
de glicose pela conversdo de aminoacidos, lipidios ou carboidratos regulados por hormonios.

Os hepatdcitos também sintetizam e secretam lipoproteinas de densidade muito baixa que sdo
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convertidas em outras lipoproteinas séricas, elas sdo a principal fonte de colesterol e
carboidratos para diversos tecidos do corpo, além disso, eles também possuem a fungéo
digestiva, secretam a bile, regulam o metabolismo lipidico e protéico, armazenam substancias
e atuam na excrecdo de hormonios através de receptores para glucagon, fatores de
crescimento e metabolizacao de esterdides (SHINONI, 2006).

No metabolismo lipidico os acidos graxos providos da dieta sdo convertidos em acetil-
coenzima (Acetil-CoA), que sdo importantes para produzir ATP (energia), nos hepatocitos
também ocorre a sintese de proteinas como a albumina, protrombina, fibrinogénio, trasferrina,
ceruloplasminaou que participa da hidrolise de triglicerideos, fosfolipidios, colesterol,
lipoproteinas plasmaticas (LPPs) (LIBER, 2003; BASSO, 2007). Uma funcéo importante dos
hepatocitos é a conversdo de aminoacidos em glicose através da gliconéogenese desta maneira
ele contribui para manter a glicemia estdvel (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2010;
JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013).

Os hepatocitos também sintetizam componentes do complemento e proteinas
reagentes de fase aguda, além das funcdes de sintese, o figado também tem uma grande
populacdo de células residentes com importantes fungdes imunoldgicas, como as células de
Kupffer e macréfagos que representam 80-90% do total de células do sistema nuclear
fagocitico.

A principal funcédo das células de Kupffer é remover, por fagocitose, corpos estranhos,
materiais particulados, como também a captacdo e a detoxicacdo de endotoxina. O figado, por
ser um oOrgdo altamente vascularizado, é povoado por diversas células imunes durante
processos infecciosos e inflamatdrios sistémicos. Tais células podem lesar o 6rgdo no
contexto da resposta imune, mesmo nédo sendo ele o alvo da agresséo inicial. Dessa forma, o
figado constitui um importante sitio de regulacdo do sistema imune o que, tornando mais
susceptivel e vulneravel a resposta imune, como em processos septicos (SCHINONI, 2006).

Histologicamente esse 6rgdo é subdividido em quatro Iébulos (Figura 1), com as areas
portais na periferia e as veias centrais no centro de cada I6bulo. Em animais (porco, ratos) é
separado por fibras reticulares, que em humanos ndo € visivel devido a escassez de tecido
conjuntivo e da disposi¢do muito proxima dos lébulos sendo, portanto dificil estabelecer um
limite entre cada lobulo. Nas regides periféricas encontram-se os ductos biliares, vasos
linfaticos, nervos e vasos sanguineos com 0S espacos porta, no homem possuem
aproximadamente de trés a seis espagcos porta por lo6bulo (Figura 2) (JUNQUEIRA,
CARNEIRO 2013).
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Externamente o figado é revestido por cépsula de tecido conjuntivo que fica mais
espessa no hilo, local onde a veia porta e a artéria hepéatica penetram, e também os trés I6bulos
entrem em contato uns com 0s outros com as areas portais na periferia e as veias no centro de
cada lébulo. Seu parénquima é majoritariamente constituido por corddes de hepatdcitos e
células de Kuppfer (macréfagos) (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013).

O parénquima hepético possui dois tipos de células, a células de Kuppfer (macréfagos)
e 0s hepatocitos, entre os corddes de hepatdcitos estdo os sinusoides vasculares revestidos por
células endoteliais fenestradas e descontinuas que demarcam o espaco de Disse que contem
microvilos que fica em contato direto com o sangue arterial e venoso portal permitindo uma
troca de moléculas entre o limen sinusoidal e os hepatocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO
2013).

O sinusoide é circundado e sustentado por uma bainha de fibras reticulares e neles sdo
encontradas as células de Kuppfer (abrange 15% do tecido hepético), que sdo células
endoteliais que possuem macréfagos em sua superficie com funcédo de digerir hemacias velhas
e secretar proteinas imunologicas para destruir bactérias que entrem pela circulacédo
sanguinea. Cada hepatdcitos estd em contato com a parede do capilar sinusoide através do
espaco Disse os hepatdcitos também delimitam um espaco tubular com cerca de 1 a 2
micrometro e diametro chamados de canaliculo biliar eles formam uma rede complexa ao
longo da placa dos l6bulos terminando no espaco porta onde a bile entra nos tubos biliares ou
canais de Hering que sdo formados por células cuboide ou colunar e uma bainha de tecido
conjuntivo que se fundem formando o ducto hepéatico que permitem a excrecdo de bile.
Existem ainda nesse tecido outros tipos de células como as células de Ito ou estreladas,
armazenam substancias lipidicas que servem como estruturas de suporte (DINIZ, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013) (Figura 3).
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Vela cava inferior

Lobo caudado

rtéria hepatica

Lobo quadrado

Canal

Vesicula biliar colédoco

Figura 1 — Arquitetura hepética: O l6bulo direito, I6bulo esquerdo, 16bulo
quadrado e lI6bulo caudado, veias porta (\VP) e artérias hepaticas (AH).
Fonte:http://www.wikiwand.com/pt/F%C3%ADgado

Figura 2- Fotomicrografia do figado. Veia central (vc), presenga de placas de hepatdcitos limitando
0s espacos ocupados pelos capilares. Na foto da direita temos um espago porta contendo ramo da
artéria hepética, ramo da veia porta e ducto biliar. (Coloracdo HE). Fonte: (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO 2013).


http://www.wikiwand.com/pt/F%C3%ADgado

25

células de
Kupffer —=

ramo da artéria
hepatica

ducto biliar.__

veia portal
hepatica

Figura 3 - Representacdo esquematica da histologia hepatica.
Fonte: Hepatocentro- http://www.hepcentro.com.br/histologia.htm

2.4 ESTEATOSE HEPATICA CAUSADA POR DIETAS CALORICAS

A esteatose hepatica € causada pelo acimulo de lipideo nas células parenquimatosas,
como o triglicerideo no citoplasma dos hepatdcitos, excedendo 5% do peso do figado,
também € conhecido como lipidose hepética ou figado gordo e ocorre quando a velocidade de
acumulagdo de triglicerideos dentro dos hepatdcitos excede a velocidade de degradacdo
metabdlica dos triglicerideos ou de sua liberagdo como lipoproteinas. Com a progressiva
acumulacdo de lipidios, o figado aumenta de tamanho e adquire uma coloracdo amarelada
onde nos casos extremos, todo o figado é afetado, e o 6rgdo fica com uma textura
extremamente gordurosa, levando a inflamagdo (GUYTON; HALL, 2011).

Microscopicamente, a esteatose hepética € caracterizada pela presenca de grandes
vacuolos/vesiculas preenchidas por gordura empurrando o nucleo para periferia, chamada de
esteatose macrovesicular. H4 também esteatose microvesicular, formado por numerosos e
pequenos vacuolos/vesiculas citoplasmaticas onde o nucleo fica centralmente localizado
(Figura 4) (TUNON et al., 2011; ROSS; PAWLINA, 2012).
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Figura 4- Esteatose macrovesicular (seta vermelha) e microvesicular

(seta amarela). Presenca de vactolos com gordura (regides esbranquicadas),
empurrando o nucleo celular para a periferia.

Fonte: www.hepatopernambuco.com.br

O acumulo de lipideos nos hepatocitos segundo alguns estudos estd ligado
diretamente a ingestdo do alcool e também tem sido descrita como sendo uma alteragéo
comum aos portadores da hepatite C crénica. Porém, o acimulo de gordura pode ser causado
também pela ingestdo de alimentos hipercal6ricos ricos em gordura saturada, levando a uma
inflamacdo no figado ndo relacionada ao alcool, sendo, portanto, chamada de esteatose
hepética ndo alcodlica ou doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA).

Esta Gltima surge da disponibilidade e mobilizacdo de &cidos graxos livres, da sintese
hepéatica aumentada de acidos graxos (AGL), da esterificacdo de AGL em triglicerideos para
fora do figado, ocorrendo um desvio dos mecanismos de lipdlise em favor a lipogénese
(LUDWING et al., 1980).

Em diversas pesquisas foram encontradas alteragdes no tecido hepatico sdo muito
semelhantes as doengas hepaticas causadas pelo consumo etilico, porem na DHGNA foi
detectado que a obesidade pode ocasionar danos ao figado e que podem desencadear um
processo inflamatdrio com possivel evolugdo para fibrose (SCHAFFER; ADLER, 1979).

Atualmente a DHGN possui uma alta prevaléncia a nivel mundial, as estimativas
apontam que cerca de 20% aumentando para 75 a 92% (WILLIAMS et al., 2011). De acordos
com estudos o estilo de vida ja é considerado um fator significativo no desenvolvimento de
esteatose, a inatividade fisica e habitos alimentares pouco saudaveis, sdo fatores que estdo
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diretamente associados ao desenvolvimento da sindrome metabolica, favorecendo o aumento
de peso.

Uma das consequéncias da obesidade é estimular quadros de inflamacgdo na gordura
visceral, aumentando assim o acumulo de gordura no figado, gerando um aumento expressivo
de citocinas inflamatorias para o local da inflamacéo. (TARGHER et al., 2010).

Alguns dados demonstram que a prevaléncia de alteragdes hepéticas chegou a 90%
dos casos em pacientes com obesidade morbida, sendo que a prevaléncia ndo associada ao
consumo de alcool (DHGN) aumentou de 16,4% em individuos eutroficos para 75,8% em
pacientes obesos (PADOIN et al., 2008).

A DHGNA é considerada uma doenca poligénica e multifatorial, na qual a associacdo
de genes relacionados é exuberante e a participacdo do ambiente, relacionando a dieta
gordurosa e ao sedentarismo, sua fisiopatogénese é bastante complexa e envolve multiplos
fatores, tendo a resisténcia insulinica, com condicdo inicial para o acumulo de acidos graxos
nos hepatacitos.

O favorecimento a lipogénese e inibe a lipdlise, até mesmo no figado, aumentando
excessivamente o0 aporte de &cidos graxos a esse 6rgdo, seguida de uma sequéncia de eventos
como o aumento do estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico, disfuncdo
mitocondrial (MUSSO et al., 2003; YUNIANINGTIAS et al., 2006), portanto esse figado
esteatdtico se tornaria vulneravel, levando a lesdo hepatocelular, inflamag&o e fibrose.

A deposicdo excessiva de gordura no figado pode decorrer do aumento da oferta de
acidos graxos do tecido adiposo, aumento da sintese de novo amino acido, aumento da
gordura da dieta, diminuigdo da B-oxidagdo mitocondrial, diminuicdo da exportacdo de
particulas de triglicerideo ou destes fatores em combinagdo (Figura 4).

Vaérios estudos sugerem que na DHGNA a funcdo mitocondrial esta diminuida, devido
a alteracGes ultra-estruturares, que resultam em uma oxidacao-fosforilacdo defeituosa e uma
disfuncdo na cadeia respiratoria gerando um aumento de espécies reativas de oxigénio,
aumentando o estresse oxidativo hepatico. Esse aumento pode causar peroxidacédo lipidica,
cujos produtos intermediarios sdo importantes agentes pré-inflamatérios e parecem ativar
fibroblastos, favorecendo a fibrogénese levar ao processo de fibrose (KRAUCZYK;
MAHAN; ADAMS et al., 2010).



28

Excesso na oferta de acidos graxos ao figado através da
corrente sanguinea

Aumento da oxidagao
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Figura 5- Modelo de mecanismo da esteatose hepatica.
Fonte: (MELO, 2011).

2.5 MODELO DE INFECCAO EXPERIMENTAL UTILIZANDO A SALMONELLA
ENTERICA SOR. THYPHIMURIUM

A Salmonella entérica é uma espécie bacteriana flagelada, Gram-negativa, anaerébia
facultativa, e intracelular facultativa, ndo formadora de esporos, ndo sdo capazes de produzir
exotoxinas (TORTORA et al., 2012). Pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, a
Salmonella entérica serovar Typhimurium é uma das principais causadoras de doencas
entéricas em humanos e animais onde seus isolados, também sdo responsaveis por causar

condigdes patologicas como a febre tifoide, que afeta mais de 20 milhdes de pessoas em todo
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o0 mundo e leva a cerca de 200 milébitos por ano (MASTROENI; MASKELL, 2006; CDC
2005; RICTTIRSCH; HOESEL; WARD, 2007).

Essa bactéria tem como porta de entrada para o corpo atraves do trato digestorio,
usualmente ela infecta o hospedeiro por via oral através da agua e alimento de origem animais
contaminados (aves, carne bovina, carne suina, ovos, frutos do mar) e se deposita no intestino
onde invade os enterdcitos (WRAY; SOJKA, 1997; MOURAO et al., 2011). Em individuos
saudaveis o numero de bactéria pode ser reduzido no estomago por conta do suco gastrico,
pois ele € letal, as que conseguirem chegar ao intestino possuem mecanismos te protecao
contra as células de defesa local conseguindo se reproduzir e migrar para corrente sanguinea
(LAHIRI et al., 2010).

Uma das sindromes causada por esses microrganismos sdo as gastroenterites atraves
da intoxicacdo alimentar por uma grande ingestdo de nimero de bactéria, que liberam uma
quantidade de toxina capaz de provocar uma irritacdo local violenta das mucosas. Os sintomas
(febre, dor abdominal, nduseas, vémitos, diarreia e anorexia) aparecem somente apds 0
periodo de incubacdo da salmonela variando de 6 a 48 horas (OHL; MILLER, 2001;
SAKUGAWA; SHINOHARA, et al., 2008; BUGAREL et al., 2011) determinando uma
inflamacéo intestinal aguda em hospedeiros humanos e animais, pode persistir de 12 a 72
horas apds a infeccdo. A dose infectante é de 10° a 108 microrganismos, variando de acordo
com a viruléncia do sorotipo e a sensibilidade do individuo (CAFFER e TERRAGNO, 2001,
HIDEUUKI et al., 2002; DDTHA/CVE, 2005).

A S. Typhimurium é bastante utilizada como modelo experimental de infeccdes
sisttmicas (RICHTER; HOESEL; WARD, 1997; PORTILLO, 2001), na qual induz uma
sindrome semelhante a febre tifoide e, portanto, tornou-se uma ferramenta bastante importante
no estudo da sepse, das doencas inflamatérias e para desenvolvimento de medicamentos e
tratamentos experimentais dessas patologias (LIMA-FILHO; SPANHOL; OLIVEIRA, 2007).

Algumas especies de Salmonella séo classificadas como patégenos intracelulares
facultativos, ou seja, sdo capazes de sobreviver dentro de leucocitos e macrofagos apos a
fagocitose, ativando seus mecanismos de viruléncia e permitindo sua replicacdo no ambienta
intracelular, facilitando a sua disseminacéo para outros 6rgaos do sistema reticulo-endotelial
(figado, baco e medula éssea), através dos fagocitos infectados, levando ha reacéo
inflamatdria em todos os locais onde existe a proliferacdo da bactéria (LIMA-FILHO et al.,
2010).

Os sintomas sistémicos acompanhados por uma resposta inflamatoria sistémica

surgem por conta da liberagé@o de pirdgenos enddgenos (interleucina 1) devido ao estimulo do
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lipopolissacarideo (LPS) presentes na parede bacteriana (WIEST e RATH, 2003; LIMA-
FILHO et al., 2010). Quando o agente etiolégico ingressa na corrente sanguinea determina
uma infec¢do sisttmica. Em modelos animais de infeccdo via intraperitoneal, as bactérias sao
drenadas para os linfonodos mediastinais ocorrendo a disseminagdo via ducto toracico até
grandes vasos como a veia cava e a veia porta chegando ao figado, baco e outros 6rgéos, onde
sdo capazes de se multiplicarem em macrofagos (BAUMLER; HARGIS; TSOLIS, 2000;
ALENCAR et al., 2004; LIMA-FILHO et al., 2010).

No figado determina les6es nos hepatocitos com aumento de volume do érgéo e
formacdo dos nddulos paraltificos (SATO et. al., 1997). A figura 6 mostra um esquema com
trés formas diferentes de infeccdo por Salmonella, infeccdo por via oral, intravenosa e
intraperitoneal. Apds a infeccdo, ela consegue se disseminar pelo corpo a partir do tecido
linféide associado ao intestino via ductos linfaticos eferentes e toracicos até alcancar a veia
cava migrando para o figado e no bagco onde conseguem sobreviver e se proliferar
(BAUMLER; HARGIS; TSOLIS, 2000).

Essas infeccbes sépticas causadas por bactérias Gram-negativas sdo geralmente
acompanhadas por uma resposta inflamatdria sistémica, caracterizada pela liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias devido ao estimulo do Lipopolissacarideo (LPS) presente na
parede bacteriana (CAVAILLON et al., 2003).
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Figura 6 — Desenho esquematico das trés vias de disseminagdo da Salmonella:
via oral, intraperitoneal e venosa. Fonte: (BAUMLER; HARGIS; TSOLIS, 2000).
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3 JUSTIFICATIVA

Em decorréncia do tipo de proteina animal (carne suina e frutos do mar), alguns
alimentos podem interferir no processo inflamatério quando ha lesdes no figado, como por
exemplo, esteatose hepatica ou infeccBes bacterianas, porem, a literatura é bastante escassa
quanto a relacdo entre a influéncia dos alimentos considerados remosos no processo saude-
doenca. Diante de varios estudos que avaliaram atuacdo de dietas hipercaloricas,
comprovaram gue dietas ocidentais ricas em gordura saturada, na qual tém sido implicados no
desenvolvimento de esteatose hepatica onde essa lesdo ao tecido hepético e levar a quadros de
inflamacéo.

Desta forma, esse trabalho visa avaliar os efeitos histopatologicos no figado causados
pela atuacdo das dietas a base de carne suina, camardo e caseina em um modelo experimental

de infeccdo induzido pela Salmonella Typhimurim.
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4 OBJETIVOS

GERAL
Avaliar a influéncia de diferentes dietas protéicas sobre a histomorfologia do figado
em ratos Wistar submetidos a um modelo de infeccdo experimental causado pela Salmonella

Typhimurim.

ESPECIFICOS

Analisar alteracGes histoldgicas do figado;
Quantificar células inflamat6rias mononucleares (CMN) no figado;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo do tipo experimental, longitudinal e comparativo.

5.2 Local do estudo

Este estudo foi realizado no Departamento de Nutricdo no Laboratério de
Experimentacgdo, no Biotério do Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE) e
nos Laboratério de Experimentacdo Andlise de Alimentos do Departamento de Nutri¢do
(LEEAL/UFPE) e nos Laboratérios de Histotecnologia e Microscopia do Programa de Poés-
graduacdo em Patologia da UFPE.

5.3. Periodo de referéncia

A parte pratica experimental do estudo foi realizada no periodo de abril de 2014 a
janeiro de 2015. Durante esse periodo foi realizado o preparo das dietas, avaliacdo dos ratos,
preparacdo histologia dos tecidos, a analises teciduais, analises estatisticas dos dados,

interpretacdo dos resultados e redacdo dos manuscritos.

5.4 Preparo das Dietas

As dietas foram produzidas no LEAAL\UFPE, sendo baseada de acordo com as
analises da composicdo centesimal de cada ingrediente (Tabela 1 e 2), usando uma
concentracdo protéica de 12% para cada dieta (REEVE; NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta
padrdo tendo caseina (CAS) a Unica fonte protéica que foi preparada de acordo com as
recomendacdes da AIN-93M, (DUFY et al.,2002).

No preparo da farinha para dieta a base de camardo (CAM), foi utilizado o camaréo
descascado e sem cabeca (Netuno®) da espécie marinha LITOPENAEUS VANNAMEI,
depois de cozinhado em agua fervente, ele foi ressecado a uma temperatura de 60°C em estufa
e triturado em processador até formar uma farinha fina. Para a dieta suina (SUI) usamos o
lombo suino (FRIMESA®), por ser a regido que possui maior teor protéico de acordo com
Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO), apos cozinhar o lombo do porco, foi
ressecado a uma temperatura de 60 °C em estufa e triturado em um processador até formar

uma farinha para producéo da racao.
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As racOes foram produzidas com a farinha acrescidas de outros ingredientes
necessarios para o animal observados na Tabela 2, na forma de pellets e armazenadas na
geladeira a 4 a 7°C com validade de 30 dias ap0s a data de fabricacéo.

Foi utilizada também a dieta Presence®, possui em media 23g% de proteina, 499% de
carboidrato e 4,09% de lipidios, com fornecimento calérico de 4,07kcal/g (Tabela 3), dieta

comercial da empresa purina®, para 0 grupo controle até os animais atingirem a idade (150

dias) e o peso ideal (390g).

Tabela 1- Composicdo centesimal das dietas usadas no experimento. Dieta carne suina,
camardo e caseina (AIN-93).
Composicéao centesimal (g%0)

Dietas Proteina Carboidrato Lipideos Cinza Fibra Kcal (%)

Carne 13,13 77,0 9,85 3,0 5,0 365,36Cal/100g
Suina

Camaréo 12,97 77,22 9,80 1,82 5,0 370,07Cal/100g
Caseina 13,29 76,72 9,97 3,5 5,0 361,06Cal/100g

Fonte: Laboratdrio de Experimentacéo e Analise de Alimentos, DN/UFPE;
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Tabela 2-Composicdo de dietas semi-purificadas utilizados no experimento. Dieta padréo
caseina (CAS), farinha base de camardo (CAM) e farinha a base de carne suina (SUI).

Ingredientes (g/100g dieta) * CAS CAM SuUlI
Caseina (> 85% proteina) 14,11% - -
Camardo** - 17,2% -
Porco** - - 15,137
Amido de milho 46,56 45,63 47,71
Amido dextrinizado 15,5 15,5 15,5
Sacarose 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja (ml) 4,0 3,6 2,41
Mix Mineral (AIN-93M) 35 1,8 23,0
Mix Vitaminas (AIN-93M) 1,0 1,0 1,0
DL-metionina 0,18 - -
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25

Fonte: Dados da pesquisa. *Quantidade/g de cada componente;
**Farinha (9%);*Concentracéo de proteinas de 12%;

Tabela 3-Composicdo dos nutrientes da dieta Presence® (Purina Brasil) utilizada na
alimentacdo dos animais ap6s o desmame.

Ingredientes* Quantidade (g%) Calorias (Kcal)
Proteina 23 92
Carboidrato 49 288
Lipideos 4,0 22,5

*Composicdo béasica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru,
carbonato de calcio, fosfato de célcio, sal, pré-mix. Fonte: PURINA BRASIL.

5.5 ANIMAIS E INFECCAO

5.5.1 Animais de estudo e delineamento experimental

Foram utilizados 55 ratos machos, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
Departamento de Nutricdo (UFPE), com idades de 150 dias e peso corporal de
aproximadamente 390g. A escolha de ratos do sexo masculino na composi¢do dos grupos se

deveu as variagfes hormonais que costumam ocorrem no sexo feminino podendo levar a
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alteracOes de comportamento e habito alimentar nas diversas fases do seu desenvolvimento. O
namero da amostra trabalhada baseou-se no planejamento estatistico que foi concebido com
base em estudos anteriores, nUmeros de ocorréncias observadas e pelo desenho metodolégico.

Durante todo o estudo os animais foram mantidos em condi¢des padrdo de biotério
(temperatura de 22 + 2C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as 18 horas) e
recebendo agua ad libitum, segundo recomendacdo ética do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal. Ap6s o desmame da prole (21° de vida), receberam a dieta
comercial Presence® até completarem 150 dias de vida, foram pesados e divididos
aleatoriamente em dois grupos, de acordo com as dietas experimentais: Grupo Nutricional
(dieta Presence® (PRES); dieta caseina (CAS); dieta Camardo (CAM); dieta Carne Suina
(SUI)); Grupo Nutricional infectado (além de receber a dieta no 31° dia foram infectados pela
Salmonella- Presence + infeccdo (PRESI); Caseina + infeccdo (CAS i); Camarao + infeccédo
(CAMiI); Carne Suina + infeccdo (SUI)).

Durante os experimentos foi ofertada a cada animal de cada grupo aproximadamente

25 a 30g diariamente sua respectiva dieta durante o periodo de um més (30 dias).

5.5.2 Obtencéao dos Grupos Experimentais

Inicialmente, os grupos experimentais foram obtidos aleatoriamente de acordo com a

dieta experimental (Figura 7):

A) Grupo Nutricional Controle:

Grupo Presence (PRES): recebeu racdo comercial Presence®.

Grupo caseina (CAS): recebeu a dieta AIN-93 a base de caseina.
Grupo camardo (CAM): recebeu a dieta a base de farinha de camarao.

Grupo carne suina (SUI): recebeu a dieta a base de farinha de carne de porco.

B) Grupo Nutricional Infectado:

Grupo Presence + infeccdo (PRESI-6h/ PRESI-48h) recebeu racdo comercial Presence® e
subdivididos pelo tempo de infeccdo pela bactéria (6 e 48h).

Grupo dieta de caseina + infeccéo (CASi-6h/ CASi-48h) recebeu a dieta AIN-93 e

subdivididos pelo tempo de infec¢do pela bactéria (6 e 48h).
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Grupo dieta camaréao + infeccdo (CAMi-6h/ CAMI-48h) recebeu a dieta a base de farinha
de camardo subdivididos pelo tempo de infeccdo pela bactéria (6 e 48h).
Grupo dieta suina + infeccdo (SUli- 6h/ SUIi-48h) recebeu a dieta a base de farinha de

carne de porco e subdivididos pelo tempo de infeccdo pela bactéria (6 e 48h).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
n=55

Figura 7- Representagdo esquematica dos grupos experimentais de acordo com o

esquema de dietas e infeccdo pela Salmonella Typhimurium apos o periodo de
desmame. Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.3 Micro-organismo

A Salmonella entérica serovar Typhimurium foi fornecida pelo Prof. Dr. José Vitor
Moreira Lima Filho responsével pelo laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (LAMIN/UFRPE), utilizamos a cepa selvagem C5 WT trazida da
Inglaterra. As bactérias foram mantidas a uma temperatura de 18°C em meios de cultura (em
tubos) com infusdo de coracdo-cérebro (BHI), contendo 50% de glicerol. Durante o0s
experimentos, as células bacterianas foram ativadas ap6s crescimento em caldo de BHI
durante 24 horas a 37 °C.

5.5.4 Desenho Experimental

No 31° dia apos o inicio da administragdo da dieta, os animais do grupo nutricional
infectado (PRESIi-6h/ PRESI-48h; CASi-6h/ CASIi-48h; CAMi-6h/ CAMi-48h; SUIi- 6h/



39

SUIi-48h) foram inoculados por via intraperitoneal de acordo com o protocolo proposto por
Lima-Filho e colaboradores, (2010) uma solugdo 0,2 mL de PBS (pH 7,3) contendo
aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (CFU) por ml de Salmonella
Typhimurium (infeccdo sub-letal) e ficaram em observacdo durante 6 horas e 48 horas. O
nimero de células vidveis Salmonella por ml de inoculo sendo determinada através do
plagueamento de diluigcfes de 10 vezes em BHI (KONEMAN; ALLEN; JANDA, 2001).

Apos a realizacdo da infeccdo os animais foram eutanasiados com a associacdo de
anestésico cloridrato Ketamina 10% (45mg/kg) e 2% de cloridrato de Xilazina (7mg/kg), via
intramuscular, apés constatacdo de arreflexia profunda, os animais foram submetidos a

laparotomia mediana para retirada de 6rgaos.

5.5.5 Método de coleta

5.5.5.1 Processamento histoldgico das amostras do figado

Para avaliacdo e caracterizacdo histopatologica os fragmentos dos lébulos hepaticos,
foram fixados em formol tamponado (10%) por um periodo de 24 horas, sendo entdo
desidratados em banhos sucessivos de etanol a 70%, 80%, 90% e 100% (60 min cada),
diafanizados em trés banhos com o xilol (60 min cada) e incluidos em parafina para confec¢édo
dos blocos. Posteriormente, foram obtidos cortes histoldgicos (4 pum) atraves de micrémetro
(LEICA SM 2000R). Os cortes foram distendidos em banho-maria a 40°C, colhidos em
laminas histolégicas montadas com albumina de Meyer e colocados em estufa a 37°C por 24
horas, para secagem e melhor adesdo das laminas, os quais foram posteriormente submetidos
a coloracdo de Hematoxilina-Eosina e montados com Entellan. O estudo da microscopia
Optica incluiu a verificacdo dos parametros histologicos de normalidade (preservacao
arquitetural, auséncia de estruturas, células estranhas, alteradas em numero, forma, tamanho
ou aspecto citologico) e das alteracdes hepaticas (presenca ou ndo de vacuolos de gordura,

infiltrados inflamatorio agudo ou cronico).
5.6 Analises morfométricas
As analises morfométricas foram realizadas no Laboratério de Morfometria, do

Programa de Pd&s-Graduacdo em Patologia do Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal de Pernambuco (CCS/UFPE).
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Foram selecionadas em microscopio 6ptico Opton® imagens dos cortes longitudinais
dos lébulos hepéticos (magnificacdo, 40x e 400x), sendo capturadas e digitalizadas através de
uma camera digital (Moticam 1000®)) acoplada a um computador e armazenada no software
analisador de imagens-Moticlmages Plus®. Foi entfo realizada a contagem do nimero células

inflamatoria.

5.6.1 Contagem de células inflamatorias

A contagem de células mononucleares (CMN) foi realizada nos espagos periportais do
figado, por meio do aplicativo Mesurin_Pro®, para cada lamina analisada, foram estudados
cinco campos aleatorios, com aumento de 400x, no total de 20 campos por animal de cada

grupo avaliado (Figura7).
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Figura 8. Interface grafica do software Mesurin ilustrando a fotomicrografia
de células inflamatérias (vermelho).

5.7 Analises Estatisticas

Foi construido um banco de dados em planilhas eletronicas Microsoft Excel as quais
foram exportadas para o software SPSS for Windows versdo 13.0. Para avaliar o nimero de
células mononucleadas (CMN) em cada dieta utilizada, portanto foram calculadas a média e o
desvio padrdo. A normalidade do ndimero de CMN foi observada através do teste
Kolmogorov-smirnov. Para comparacdo das médias entre os tipos de dietas foi aplicado o
teste da ANOVA e, nos casos de indicagcdo de diferenca significava, aplicou-se o teste de
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Tukey na comparagdo dois a dois. Na comparacdo da média do numero de CMN as 6 horas e
as 48 horas de avaliacdo, em cada dieta do estudo, foi aplicado o teste t de Student para
amostras pareadas. Todas as conclusdes foram tiradas considerando o nivel de significancia

de 5% (p< 0,05) para todos 0s casos.

5.8 Questdes Eticas

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, Oficio de n°® 77/14
do processo de n° 23076.015913/2012-94, sendo aprovado por estar de acordo com as normas
vigentes no Brasil pela Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de

animais para fins cientificos e didaticos (ANEXO A).
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6 RESULTADO

Estao presentes sob forma de artigo original (Apéndice), submetido ao periédico Histology and
Histopathology (Qualis B1-Medicina 11).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Desse modo, nos proximos estudos aumentaremos o tempo de administracdo das
dietas ricas em gorduras, como foi demonstrado em alguns estudos que quanto mais
prolongado atuacdo desses tipos de dietas melhor terd um resultado na cronificacdo das lesdes
(esteatose, fibrose) no tecido hepético. Além disso, também aumentaremos a dose a da
bactéria, pois a dose utilizada em nosso estudo foi relativamente pequena para o porte do
animal.

E para que possamos entender melhor a resposta inflamatdria observada no tecido,
avaliaremos a ativacdo de fatores pro e anti-inflamatérios usando testes moleculares como a

imuno-histoquimica, PCR e outros.
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ABSTRACT

Introduction: Various cultures treating certain foods such as remosos, among which are the
pig and shrimp, and in certain physiological or pathological conditions of the organism, being
capable of stimulating the proliferation of immune cells, leading to exacerbation of
inflammation, tissue damage, or directly interfering with clinical recovery postoperative
Obijective: This study evaluated based diets shrimp, pork and casein histophysiology a liver
infection model induced by Salmonella Typhimurium. Methods: 55 rats Wistar rats were
divided into two groups: nutritional control group (dietary presence, pork, shrimp and casein)
and nutritional group infected with Salmonella Typhimurium that dug under observation for 6
to 48 hours after infection. The animals receiving diet for 30 days and then the animals were
sacrificed and the liver removed to perform histopathology. Results: According to the group
treated with histopathologic nutritional casein diet, there was a slight steatosis, since animals
treated with shrimp diet pigs and characterized steatosis is more intense. In infected
nutritional group showed an infiltrate of inflammatory cells (macrophages, lymphocytes and
neutrophils) in 6H group showed little infiltration of inflammatory cells in the periportal area,
compared with the groups 48 h, the infiltrated found to be more severe and widespread.
According to the mononuclear cell count in the regions peri portals found that the Presi-6h
group / Presei-48h showed a lower average than the other groups (mean = 12.4 for 6 h and
mean = 35.4 to 48 h ) and the group with the highest average of inflammatory cells at 6 and
48 hours after infection, was the SUIi group (mean = mean = 83.8 and 145.0 respectively).
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Conclusion: The study showed that in the groups treated with different high-calorie protein
diets were able to cause damage to the tissue of the liver (steatosis) favoring an inflammatory
process in place.

Keywords: Keywords: Diets. Inflammation. Shrimp. Pig. Fatty liver.

INTRODUCTION

According to popular culture, some foods when consumed in certain pathological
conditions (infection, inflammation, injury) and physiological (menstrual and other period),
being considered unfit for consumption because they have the ability to stimulate an allergic
and inflammatory responses, increase damage tissue (Alcoforado, 2012; BRITO-JUNIOR;
ESTACIO, 2013).

These food taboos are related to food "remosos™ which are capable of serious medical
conditions, affecting the patient's clinical recovery due to the presence of toxic substances in
food eaten. Among these foods are the pork, crab, shrimp and other (COSTA NETO, 2000;
BEGOSSI, 2004; SILVA, 2007).

There is no consensus about which foods are considered remosos, however, the
literature reports a possible correlation of which are of animal origin, particularly carnivores,
to accumulate a lot of bacteria and toxins, in which these microorganisms and cellular
components are resistant to cooking and consequently can provoked stimulating cells of the
humoral immune system and / or cellular (COSTA NETO, 2000; CUNNINGHAM-rundles;
McNeeley; Moon, 2005; SILVA, 2007; Rai et al, 2012;. BRITO-JUNIOR and ESTACIO ,
2013).

In a study by Huby et al (2000), it was found that some proteins can be more
allergenic than others, leading to production of pro-inflammatory substances that trigger
pathophysiological mechanism such as type | hypersensitivity reactions (immediate) type or 1l
(cytotoxic) two different mediated immune responses (SEIBLD, 2005). Rock et al. (2010)
reported that after digestion of foods rich in protein and fat such as shrimp and pork, an
increase of immunogenicity activating an inflammatory response, especially in the liver, to be
responsible for metabolizing proteins and lipids and be susceptible to toxins.

Some diseases may be caused by the presence of different substances in foods such as
rich hypercaloric diet high in saturated fats that are capable of altering histophysiology liver
causing nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) (Adams; ANGLE, 2005), characterized by
the abnormal accumulation of triglycerides in hepatocytes (steatosis) (Marquez, et al, 2008;.
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BRUNA et al, 2013.). NAFLD has different stages ranging from fatty liver to an advanced
stage with the presence of inflammation and subsequent fibrosis (cirrhosis) and may progress
to cancer (hepatocellular carcinoma) (LAM; Younossi, 2010; BRUNA, LUCIANO;
MARCIA, 2013).

The lifestyle, ie, physical inactivity and unhealthy eating habits are factors that favor
the accumulation of fat in the liver that the chronic course determines an inflammatory
process by stimulating the production of cytokines that activate immune cells (TARGHER,;
DAY; BONORA , 2010).

However, the pathogenesis of DHGN is poorly defined and believed to be associated
with metabolic disorders, including central obesity, imbalance in the metabolism of insulin,
dyslipidemia, hypertension, hyperglycemia, with resulting from a defect in lipid metabolism,
promoting lipogenesis ( Zafrani, 2002; Méndez-Sanchez et al, 2007)..

The bacterial species, Salmonella typhimurium induces a similar syndrome in animals
for human typhoid fever (Portillo 2001; Zhang et al., 2003). In murine studies this species has
been used in experimental models of systemic infections becoming a great tool for the study
of sepsis and inflammatory diseases (OHL; Miller, 2001; PORTILLO, 2001; Lima-Filho et
al., 2004).

Given the complexity of the different diets adopted by individuals or populations of
different cultures seems appropriate further study between food components and their
interactions with the immune system in certain physiological or pathological conditions
(KRAUSE; Mahan; Escott-STUMP, 2002). This study aimed to evaluate the possible
influence of different protein diets of animal origin such as shrimp and pork on liver
histomorphology when acquiring an infection.

METHODS

Animals

For research were used 55 animals Wistar, Rattus norvegicus albinos, males, with 150 days of
age and body weight of approximately 390g coming from the Vivarium of the Department of
Nutrition / CCS / UFPE. Placed in individual plastic cages vented animals were exposed to 12
light-dark cycle: 12 hours, at a temperature of 22 + 2 ° C with free access to water. After
weaning (days 21 °), all animals were fed a standard vivarium ration (Presence®) until
completing 150 days were weighed and randomly divided into two groups, according to the

experimental diets:
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A) Nutrition Group control:

1. Presence Group (PRES) received commercial feed Presence®;
2. Group Casein (CAS) received AIN-93 diet based on casein;

3. Group Shrimp (CAM) received the diet of shrimp flour base;
4. Group Pork (SUI) who received diet pork flour base;

B) Nutritional infected group: was subdivided according to the time of infection by the
bacterium (6 and 48h);

1. Presence + Group infection (Presi-6h / Presi-48h) who received commercial feed
Presence®;

2. Casein Group + casein infection (CASI-6h / CASI-48h) which received the AIN-93 diet
group;

3. Group Shrimp (CAMI-6h / CAMI-48h) that received the diet of shrimp flour base;

4. Group Pork (SUIi am-6pm / CAM-48h) that received the diet pork flour base;

During the experiments was supplied daily to each experimental group 25g their respective
diet for 30 days.

This study was proved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the
Federal University of Pernambuco (Official Letter No. 77/14 of the process No.
23076.015913 / 2012-94) and in accordance with the guidelines provided by this institution.

Experimental diets

Diets were based according to the analysis of chemical composition of each ingredient
(Table 1 and 2) using a protein concentration of 12% for each diet according to Reeves et al,
1993. The standard diet with casein (CAS) to only protein source that has been prepared in
accordance with the recommendations of the AIN-93M (DUFY et al., 2002).

To prepare the shrimp based diet (CAM) using the headless shelled shrimp and
(NETUNO®) of marine species Litopenaeus vannamei, that after boiled in boiling water, it
was dried in an oven at a temperature of 60 ° C and triturated in processor until a fine flour
and were stored in a refrigerator at 4-7 ° C with validity of 30 days after the date of

manufacture.



54

For swine diet (SUI) the pork loin (FRIMESA®) was used because it is the region that
has a higher protein content in accordance with Brazilian Table of Food Composition
(TACO). After cooked pork loin was dried at a temperature of 60 ° C and milled to form a
flour.

The diets were produced with flour plus other ingredients required for the animal seen
in Table 2, in the form of pellets and stored in a refrigerator at 4 to 7 ° C with a validity of 30
days after the date of manufacture.

It was also used to Presence® diet, commercial diet Purina® company, for the control

group until the animals reach the age and ideal weight.

Table 1. Proximate analysis of diets used in the experiment. Diet pork, shrimp and casein
(AIN-93).

Centesimal composition (g%o)

Diets Protein Carbohydrate  Lipids Grey Fiber Kcal (%)
Meat 13,13 77,0 9,85 3,0 5,0 365,36Cal
swine

Shrimp 12,97 77,22 9,80 1,82 5,0 370,07Cal

Casein 13,29 76,72 9,97 35 5,0 361,06Cal

Fonte: Laboratdrio de Experimentacdo e Analise de Alimentos, localizado na UFPE;
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Table 2. Composition of semi-purified diets used in the experiment. standard diet casein
(CAS), shrimp-based meal (CAM) and flour the pork meat (SUI).

Ingredients (g/100g diet) * CAS CAM SUI
Casein (> 85% proteina) 14,11% - -
Shrimp ** - 17,2% -
Swine ** - - 15,13*
Corn starch 46,56 45,63 47,71
Dextrinized starch 15,5 15,5 15,5
Sucrose 10,0 10,0 10,0
Soya oil (ml) 4,0 3,6 2,41
Mineral Mix (AIN-93M) 3,5 1,8 23,0
Mix Vitamins (AIN-93M) 1,0 1,0 1,0
DL-methionine 0,18 - -
Choline bitartrate 0,25 0,25 0,25

Fonte: Dados da pesquisa. *Quantidade/g de cada componente;
**Farinha (9%) # Concentracdo de proteinas a 12% para todas as dietas;

Infection of animals

For infection of the animals, the wild type strain C5 WT bacterial species Salmonella
enterica serovar typhimurium, from the Microbiology Laboratory of the Federal Rural
University of Pernambuco was used. Bacteria were maintained at a temperature of 18 ° C in
culture medium brain-heart infusion (BHI) broth in tubes containing 50% glycerol. During the
experiments, bacterial cells were activated after growth in BHI broth for 24 hours at 37 ° C.
With 31 days of treatment with the diets, the animals infected nutrition group (Presi-6h /
Presi-48h; CASI-6h / CASI-48h; cami-6h / CAMI-48h; SUIi- 6h / SUIi-48h) for each animal
of the group, they were inoculated intraperitoneally, according to the protocol proposed by
Lima-Filho et al, (2010) a solution of 0.2 ml PBS containing approximately 106 CFU / ml of
Salmonella typhimurium. They were euthanized after 6 and 48 hours of observation of the
combination of anesthetic ketamine hydrochloride 10% (45mg / kg) and 2% xylazine

hydrochloride (7mg / kg) intramuscularly.
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Parameters assessed

Study histologico- the end of treatment with diet and after 12 hours of fasting, animals were
anesthetized with ketamine intramuscularly in the hind limb (45mg / kg), associated with
xylazine (7 mg / kg). They were taken to laparotomy which were taken from animal liver and
then examined macroscopically and separated for histological examination. For
histopathological evaluation and characterization of the fragments livers were fixed in 10%
formalin buffered with PBS for 24 hours at room temperature. Subsequently underwent
routine histological (fixation, dehydration and diafanization), and stained with hematoxylin-
eosin and photographed under microscope Olympus BX-50.

Study morfométrico- Images of longitudinal sections of the liver lobes were obtained
through a camera Moticam 1000® coupled to an optical microscope Opton® and stored in the
analyzer software images-Moticimages Plus®.

Inflamatdrias cell count- Was performed using Mesurin_Pro® application in periportal
areas of the liver analyzed for each blade, were studied five random fields at a magnification
of 400x, the total of 20 fields of each group.

Analysis Method Statistics

For data analysis, it built a database in Microsoft Excel spreadsheet which has been
exported to the SPSS software (StatisticalPackage for Social Sciences) version 13.0.

To evaluate the CMN number on each diet used statistics were calculated: mean and
standard deviation. Normality CMN number was observed through the Kolmogorov-Smirnov
test. To compare the means between the types of diets ANOVA test was applied and, in case
of difference of statement meant, it applied the Tukey test comparing two by two. For
comparison the average CMN number to 6 hours and 48 hours of evaluation in each diet
study, Student's t test was used for paired samples. All conclusions were drawn considering

the significance level of 5% (p <0.05) for all cases.
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RESULTS
Histological specimens

In the liver of animals belonging to the group Presence (PRES) macroscopically
apparent ordinary mind. Under the microscope it was observed that the periportal parenchyma
and spaces were normal (Figure 1). + Presence already infected group (PRESI-6h / PRESI-
48h) was observed infiltration by mononuclear cells in the periportal spaces on both infection

times.

Figure 1 (A and B) - photomicrograph of a liver. Parenchyma with normal morphology
and periportal hepatocytes space unchanged, represented by arterioles (elongated arrow) and
two bile ducts (short arrow). (A) AU 40X (B) AU 400X. (HE staining).
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Figure 2- Photomicrograph of the liver. (A) Presence Group Picture + infection after 6 am
infection. Presence of a discrete infiltration of mononuclear cells in the periportal space
(Yellow arrow), elongated black arrow representing bile duct and short black arrow. (400X
AU) (B). Presence Group Picture + infection after 48 hours of infection. Presence of a
discrete infiltration of mononuclear cells in the periportal space (yellow arrow), elongated red
arrow represents the vein lobular center. (AU 400X). HE staining.

In the casein group (CAS) macroscopically liver with normal color and slightly
increased in size. In microscopic analysis it was observed the presence of a moderate amount
of fat in hepatocytes, without the presence of inflammatory cells (Figure 3), the groups shrimp
(CAM) and Pork group (SUI) observed the presence of hepatic steatosis in the type
microvesicular without the presence of inflammatory cells (Figure 4).
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Figure 3- Photomicrograph of the liver. (A and B) Image of the liver tissue from the group
Casein (AU 400X). (A) Showing the presence of a moderate amount of fat (whitish yellow
regions and the short arrows), without the presence of inflammatory cells, elongated black
arrow representing lobular central vein. (B) The presence of a moderate amount of fat
(whitish yellow arrows in short regions), without the presence of inflammatory cells. HE
staining.

Figure 4- Photomicrograph of the liver. (A). Image of Shrimp group. Presence of hepatic
steatosis Microvesicular type (whitish regions and short yellow arrows),  without the
presence of inflammatory cells (AU 400x). (B). Group Picture Pork,  showing the presence
of hepatic steatosis of Microvesicular type (whitish regions and short yellow arrows),
without the presence of inflammatory cells and lobular  vein center represented by the
elongated black arrow (AU 400x). HE staining.
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Already Casein + infection groups (CASI-6h / CASI-48h), shrimp + infection (CAMI-
6h / CAMI-48h) and Pork + infection (SUli am-6pm / SUIi-48h), it was observed the
presence of infiltration mononuclear cells (CMN), such as macrophages and lymphocytes,
with predominant lymphocytes and also found neutrophils (polymorphonuclear) directly
proportional to the time of infection, i.e. after 6 hours of infection, it was found little CMN
infiltrate the periportal area and hepatic steatosis of microvesicular and macrovesicular types.
And in the groups with 48 hours of infection, with such diet above, the CMN presented more

diffuse, intense, with presence also of micro and macrovesicular steatosis. As observed only

in SUII group, some areas of necrosis (Figures 5,6 and 7).

Figure 5- Photomicrograph-liver. (A) Group Casein + infection after 6 h of infection. It is
observed in the liver parenchyma the presence of mononuclear cell infiltrates (red elongated
arrow) (AU 40X). (B). Group Casein + infection after 6 h of infection. It is observed in the
periportal space the presence of mononuclear cell infiltrates (elongated red arrow) and the
elongated black arrow lobular vein center (AU 400X). (C) Group Casein + infection after 48
h of infection notes the presence of diffuse infiltrate of mononuclear cells into the
parenchyma (elongated red arrow) and the microvesicular steatosis types (short arrow yellow)
(AU 400X). (D). Group casein + 48h of infection after infection notes the presence of diffuse
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infiltrate of mononuclear cells into the parenchyma (arrows elongated red) and steatosis micro
and macrovesicular types (yellow short arrows) (AU 400x). HE staining.

| B

Figure 6-photomicrograph of the liver. (A) + Group Shrimp infection in time of 6 hours. It is
observed steatosis macrovesicular (yellow short arrows) and periportal space the presence of
CMN infiltrate (red elongated arrow) (AU 400X). (B) Group + shrimp infection in time of 6
hours. It is observed in the periportal space the presence of CMN infiltrate (red elongated
arrow) (AU 400X). (C) Group infection in shrimp + de48 hours time. It is observed in the
periportal space the presence of CMN more severe and diffuse infiltration (red elongated
arrow) (AU 40X). (D) Group + shrimp infection in time de48 hours. It is observed in the
periportal area, the presence of infiltrate and diffuse more CMN (red elongate arrow) (AU
400X). HE staining.
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Figure 7 - photomicrograph of the liver. (A) Group Pork + infection after 6 hours of
infection. It is observed in the periportal space the presence of CMN infiltrate (red elongated
arrow) and steatosis of macrovesicular type (short arrow Yellow) (AU 400X). (C) Group Pork
+ infection after 48 hours of infection. It is observed in the periportal space the presence of
infiltrate and diffuse CM (red elongated arrow) (AU 40X) (D). Group Pork + infection after
48 hours of infection. It is observed in the periportal space the presence of severe and diffuse
infiltrate CMN (red elongated arrow) (AU 400X). HE staining.

Counting inflammatory cells

Macrophages were observed, lymphocytes, neutrophils, and plasma cells in the
periportal spaces of all groups. However, there was a predominance of infiltration of
mononuclear cells (CMN), mainly lymphocytes. The groups that received calorie diet showed
higher CMN infiltrate.

Table 3 shows the average and standard deviation of the number of CMN according to
the type of diet used. Through it there is the Presi-6h group / Presei-48h showed a lower
average than the other in both times of assessed analysis (mean = 12.4 for 6 h and mean =
35.4 to 48 h). Still, it is observed that the group with the highest average of inflammatory cells
at 6 h and 48 h after infection, was the SUIi group (mean = mean = 83.8 and 145.0
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respectively). In comparison means between the different diets after 6 h, it was found that the
test was significant (p <0.001), indicating that the number of inflammatory cells differs
among the evaluated diets.

By comparing the diets, two by two, it was observed that the PRESI group was one
having a mean inflammatory cells beneath the other being a bit and mixed caloric diet, or is
rich in animal protein and vegetable protein. When comparing the means of the different diets
after 48 h, it was found that the test was significant (p <0.001), indicating that the CMN

number between diets evaluated.

Tabela 3. Média e desvio padrdo do numero de células inflamat6rias mononucleares

(CMN).
Diets Time p-valor?
6 hours 48 hours
Presence 12,4%+2 3 35,4°+5,2 <0,001
Casein 80,4°+25,2 125,89+13,9 0,033
Shrimp 65,8°+7,2 111,49+11,6 0,004
83,8"+6,1 145,0°+28,5 0,007
p-valor? <0,001 <0,001 -

Ip-valor do teste da ANOVA para comparagdo de média. 2p-valor do teste t de Student

para amostras pareadas.>>*%¢ |gualdade de média.

DISCUSSION

Several animal models have shown that prohibited substances from food, such as, for
example, diets high in saturated fat may cause damage to liver tissue due to the increase in
free fatty acids and their metabolites which are hepatotoxic leading to steatosis frames that are
capable of inducing an acute inflammatory response that recruit immune cells (neutrophils,
macrofacrogos, lymphocytes) that have the ability to cause irreversible damage this tissue as
fibrosis caused in response to inflammation altering both its histology as normal operation
(BRITO-JUNIOR; ESTACIO, 2013; MOBLEY et al, 2014;. Michael et al, 2015).

The abnormal accumulation of lipids in the liver is histologically visible in the
cytoplasm of hepatocytes, which affects 5% to 40% of the body weight, is considered the

most common liver metabolic disorder, resulting in imbalance between the synthesis of
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triglycerides by an accumulation of acids fatty acids, and their low discharge in the form of
lipoproteins (Angle, 2002).

Observed after 30 days of high calorie diet based on animal protein such as pork,
shrimp and casein that the liver tissue of animals fed these diets agreements with the findings
in histopathology, tissue was some changes in their morphology such as steatosis varying
according to the different diets. The animals treated with diets swine meat (SUI), shrimp
(CAM) or casein (CAS), being diets rich in lipids (9.85g%, 9,80g9%, 9.97% respectively),
presented steatosis ranging from moderate to severe, to compare with the nutritional group
control group only fed the Presence feed (PRES), which had completely preserved liver
tissue, to be a little calorie and mixed diet, ie no representative fat content (4.0 g%), used only
for maintenance of rodents.

These findings suggest that these remosas diets because they are high in fat increase
the accumulation of fatty acids in the liver, causing fatty liver damaging the tissue, some
studies evaluating low acting diets, medium and high calories, also contact steatosis in the
liver of rats Wistar males were fed such diet for more than four weeks, in which this abnormal
fat accumulation was directly proportional to the amount of saturated fats and the longer the
treatment time with a diet rich in saturated fat can lead to fibrosis frames in tissue
(TOSHIMISU et al., 2007, ISHIMOTO et al, 2013.). In some animal models evaluating the
performance of the diet casein-based (AIN-93) in the induction of frames of hepatic steatosis
observed in the casein diet group (CAS) that showed a moderate level of fat in the liver,
corroborating studies by Silva et al., (2008) and Bueno et al., (2010) who observed that liver
of animals fed with AIN-93 also showed different degrees of macrovesicular steatosis. This
steatosis frame induced by such a diet is probably directly related to their composition, to be
quite rich in macronutrients, particularly carbohydrates and proteins, sulfur amino acids or
lipotroficos agents. It seems to induce changes related to body weight gain and liver lipid
deposition.

Some microorganisms and cellular components are resistant to cooking and
consequently can provoked stimulating cells of the immune system humoral and / or cellular
(SILVA, 2007; Rai et al, 2012;. BRITO-JUNIOR and ESTACIO, 2013). To evaluate the
relationship between diet and inflammatory process used an experimental model of infection
by Salmonella Typhimurium (LIMA-Filho et al., 2010). These bacteria have the ability to
cause damage to the liver tissue as it is this body that they are kidnapped and survive within
not activated macrophages (PORTILLO, 2001; GASEM et al. 2003;. LIMA-Filho et al, 2010)
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Was observed in infected nutrition group (Presi-6h / Presi-48h; CASI-6h / CASI-48h;
cami-6h / CAMI-48h, SUIi am-6pm / SUIi-48h) in two stages of infection beyond steatosis,
the presence a mononuclear cell infiltrate (CMN), such as macrophages and lymphocytes,
featuring an acute inflammatory process, being more intense after 48h of infection when
compared with the group of 6H, probably due to greater exposure by the bacteria in the
animal's body.

Worleyet al, (2006).; Tam et al, (2008).; Wu et al (2012) reported that Salmonella
Typhimurium have a high capacity to replicate and survive in hepatocytes inducing an
inflammatory response characterized by the release of pro-inflammatory cytokines, due to the
stimulation of lipopolysaccharide (LPS) present in the bacterial cell wall, which activate
macrophages and T lymphocyte stimulating the recruitment of leukocytes to the site of
infection.

Because of this bacterial species has a preference for hepatic tissue and have survival
mechanisms inducing recruitment of inflammatory cells to the infection site to destroy the
pathogen, suggest that the presence of these cells in the liver of animal PRESI-6h / PRESI
groups -48h; CASI am-6pm / CASI-48h; CAMI-6h / CAMI-48h, SUli am-6pm / SUIi-48h is
directly related to this microorganism. Furthermore, according to the analysis, the statistical
SUli-6h group / SUIi-48h within two days of infection by Salmonella typhimurium greater
CMN number when compared with the other groups and according to histopathological
analysis observed the presence of some areas necrotic liver tissue only this group, in being
compatible with the study Ralph et al (2014), evaluated the inflammatory response induced by
Salmonella Typhimurium, in which the group treated with this bacterial species had a large
number of lymphocytes, the presence of vacuolation of hepatocytes and light necrosis signs
confirming the role of this bacterium in the liver, suggesting that this bacterium has the ability
to induced a worsening of steatosis frame due to production of toxins, thus increasing more

defense cells recruitment.

CONCLUSION

From the results obtained, we conclude that;

* Hypercaloric diets or remosas as shrimp, pork and casein for being high in fat are capable of

causing damage to liver tissue leading to conditions of steatosis;
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* Infection by the bacterium Salmonella typhimurium was able to induce recruitment of

inflammatory cells into the liver tissue characterizing an acute inflammation;

« Infection by the bacterium Salmonella typhimurium is involved in the recruitment of
immune cells to the site of infection due to production of toxins by increasing the number of
inflammatory cells particularly after 48 hours of infection;

» Salmonella Typhimurium induced hepatic necrosis and increased presence of inflammatory
cells in the treated group based diet is pork because this diet is quite greasy damaging the
fabric by having mechanisms favoring recruitment of these cells to the site and producing

substances capable of damage the tissue.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer da Comissdo de Etica no uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da UFPE (CEUA-UFPE).

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

t\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Oficio n® 77/14

Recife, 01 de dezembro de 2014.

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho
Departamento de patologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n®:23076.015913/201 2-94

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Influéncia de proteinas de diferentes origens
animais sobre o controle da infeccdo causada por Salmonela typhimurium em
ratos Wistar.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacido 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 avaliacéo e julgamento pela CEUA-UEPE.

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento Atenciosamente,
de nutricdo UFPE: Animais: ratos; Linhagem: 5= /{,/5_ 74
Wistar; Idade: 30 a 40 dias; Peso: 250g; Sexo- ; i

machos; N° total de animais: 25; O processo ﬁmmc&niaxm
encontra-se aprovado, mas houve solicitacdo Uree SIAPE 1801584
de mais animais para continuidade do projeto.

CCB: Integrar prara desenvolver



