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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o efeito da obesidade na endotoxemia sobre aspectos
funcionais de macréfagos alveolares em ratos adultos. Ratos machos Wistar (n=40)
foram divididos em grupos dieta padréo (DP) constituido de 20 animais que receberam
dieta padrdo do biotério (Labina ® - Purina do Brasil S/A) e dieta hiperlipidica (DH)
formado por 20 animais que receberam dieta hipercaldrica e hiperlipidica durante 18
semanas. Apos esse periodo, os grupos foram subdivididos em endotoxémicos (DPE E
DHE) e ndo endotoxémicos (DP e DH). Para obtencdo dos grupos endotoxémicos, 0S
animais receberam injecdo intraperitonial de lipopolissacarideo, na dose de 1mg/Kg de
peso corporal. Apos esse periodo, foi realizado o procedimento de traqueostomia para
obtencdo do lavado broncoalveolar (LBA) e, a partir dos macréfagos isolados desse
lavado, foram realizadas contagem total e diferencial de leucdcitos, além de avaliar
indice de aderéncia, viabilidade celular, e as quantidades de superdxido e 6xido nitrico
(NO) produzidos pelas células isoladas. Obesidade induzida por dieta hiperlipidica
associada com estados endotoxemia levou a uma reducdo na producdo de superdxido
por macrofagos alveolares. Alteragdo da producdo de 6xido nitrico também foi
encontrada entre 0s grupos. A endotoxemia causou um aumento na producdo de NO,
porém, quando associado a obesidade observou-se uma reducdo desta producdo. Mesmo
com a tendéncia para valores mais baixos, ndo houve alteracdo no indice de aderéncia e
viabilidade celular entre os grupos. Uma diminui¢do na funcdo oxidante dos macréfagos
alveolares em resposta a obesidade associada com endotoxemia mostra
comprometimento da resposta imune frente a um processo infeccioso.

DESCRITORES: espécies reativas de oxigénio, imunidade, obesidade, endotoxemia,
ratos.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of obesity on endotoxemia on the
functional aspects of alveolar macrophages in adult rats. Male Wistar rats (n=40) were
divided in two groups: standard diet (SD) group, composed of 20 animals that received
the standard diet from the bioterium (Labina ®-Purina do Brasil S/A) and hyperlipidic
diet group (HD), which consisted of 20 animals that received a hypercaloric and
hyperlipidic diet during 18 weeks. After this period, the groups were subdivided into
endotoxemic (SDE and HDE) and non-endotoxemic (SD and HD). In order to obtain
the endotoxemic groups, the animals received an intraperitoneal injection of
lipopolysaccharide (1mg/Kg of body weight). The tracheostomy procedure was then
done in order to obtain the bronchoalveolar lavage. From the macrophages isolated from
this lavage, total and differential leukocyte count were done, as well as the evaluation of
adhesion index, cellular viability and superoxide and nitric oxide (NO) produced by the
isolated cells. Obesity induced by hyperlipidic diet associated with endotoxemia states
caused a reduction in the macrophages production of superoxide anion. Alteration to the
nitric oxide production also occurred between the groups. Endotoxemia caused an
increase in NO production; obesity, on the other hand, caused the reduction of this
production. Even with the tendency to lower values, there was no alteration to the
adhesion index and cellular viability between the groups. A decrease in the oxidizing
function of alveolar macrophages in response to obesity associated with endotoxemia
shows immune response compromise when facing an infectious process.

Key words: reactive oxygen species, immunity, obesity, endotoxemia, rats.
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1 APRESENTACAO

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma
patologia complexa que apresenta graves dimensdes sociais e psicoldgicas e que afeta

praticamente todas as faixas etarias e grupos socioeconémicos (WHO, 2008).

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de salde pablica. Nas ultimas
décadas sua prevaléncia vem apresentando nimeros cada vez mais elevados e, portanto,
deixou de ser um problema restrito a alguns seguimentos da sociedade para se tornar um

grave problema mundial (TRASANDE et al., 2010).

De forma geral, 0 aumento da prevaléncia da obesidade tem sido explicado por
alteracdes na alimentacdo (elevado consumo de alimentos ricos em gordura e de alto valor
caldrico além da reducdo na ingestdo de frutas e verduras) e por mudancas no estilo de vida,
como reducdo da atividade fisica cotidiana, associados a predisposicdo genética
(MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2007; VAMOSI; HEITMANN; KYVIK, 2010). Contudo
outros mecanismos de origem socioecondmica, cultural, emocional e comportamental também

atuam, em diferentes combinagdes, na génese do excesso de peso (PINE et al., 1997)

Segundo Conway e Rene (2004), a obesidade pode gerar prejuizo no estado normal do
organismo, modificando completamente algumas das funcgdes vitais como a cardiaca,

pulmonar, enddcrina e imune.

As modificacdes imunologicas que ocorrem devido a obesidade afetam a resposta
imunolégica como um todo, levando a alterages sobre a imunidade humoral, sobretudo

secrecdo de anticorpos, como também a imunidade celular, especialmente o recrutamento de



1 APRESENTACAO | 15

leucdcitos e subpopulagdes linfocitarias e proliferacdo de linfocitos em resposta a mitégenos

(MARCOS; NOVA; MONTERO, 2003).

A endotoxemia, marcada por altos niveis de endotoxina no sangue, causa forte reacao
inflamatdria com lesdo endotelial, hipotensédo, faléncia multipla dos 6rgéos podendo levar a
morte (HEWETT; ROTH, 1993). No local da injuria tecidual os fatores quimiotaticos atraem
células sanguineas que atravessam a barreira endotelial. Dentre estas células, os neutréfilos
sd0 as que estdo presentes em maior numero, seguidos dos mondcitos que se diferenciam em
macrofagos nos tecidos. Os neutréfilos e macréfagos sdo fagocitos com a capacidade de
internalizar particulas, células alteradas do individuo, microrganismos e parasitas. Dessa
forma, a fagocitose constitui um importante mecanismo que ocorrem no processo inflamatério

(SUNIL et al., 2002).

Os macréfagos pertencem ao sistema dos fagocitos mononucleares e constituem a
segunda maior populacdo celular do sistema imune. Ap6s o0 contato com o agente agressor,
estas células liberam citocinas que iniciam e amplificam o processo inflamatério (ROGATTO
et al., 2004). A ativacdo dos macrofagos por endotoxinas induz a produgdo intracelular do
anion superéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,0,), e outras potentes substancias
microbicidas que sdo responsaveis pela destruicdo dos microrganismos fagocitados
(BRUNDTLAND, 2000; BORELLI et al., 2004). Essas células ativadas apresentam uma série
de diferencas morfoldgicas, funcionais e metabolicas quando comparadas as celulas nédo
ativadas. Assim, os macrofagos podem apresentar alteracdes, tais como: aumento de tamanho,
de aderéncia, da velocidade de deslocamento e da atividade fagocitica (CUNNINGHAM-

RUNDLES et al., 2005).
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Os acontecimentos que decorrem da sepse e do choque séptico sdo causados por
endotoxinas ou lipopolissacaridios (LPS) produzidos por bacilos gram-negativos. Essas
substancias se localizam na parte externa da membrana bacteriana e sdo liberadas a partir de

sua replicacao ou morte (DE CASTRO et al., 1997).

A administracdo do LPS mimetiza a reacdo generalizada de defesa do organismo
frente as infeccdes, como febre, anorexia e inducdo das proteinas de fase aguda no figado
(DINARELLO, 1996; PLATA-SALAMAN, 1996). Também induz a migracdo de leucécitos
sanguineos para o sitio inflamatério. Assim, a aplicacdo do LPS funciona como um modelo
adequado para o estudo das alteracbes fisioldgicas durante infecgdes bacterianas, ja que
reproduz muitos dos sintomas observados em pacientes com septicemia por bactérias gram-

negativas (KREIMER et al., 2005).

A grande similaridade e homologia entre 0os genomas de roedores e seres humanos
tornam estes modelos animais uma grande ferramenta para estudar as condi¢Ges que afetam os
seres humanos, que podem ser simuladas em ratos. Além do fato de que 0s animais nos
permitem obter respostas em um curto tempo e um maior controle das condi¢Ges ambientais

(VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Dietas hipercaloricas tém sido utilizadas com sucesso para a reproducdo de modelos
experimentais de obesidade (DUARTE, 2006). Em animais, os estudos apontam que a
alimentacdo hiperlipidica € um componente importante na etiologia da obesidade, ja que
dietas hiperlipidicas comprovadamente levaram ao excesso de gordura corporal (WILLET,

1998; KATAN, 1999).
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O desenvolvimento deste estudo sobre a influéncia da obesidade e endotoxemia acerca
da resposta imunolodgica, advém da expectativa de esclarecer aspectos ainda ndo inteiramente
evidenciados, como também levantar novos questionamentos sobre a inter-relacdo de tais
temas. Neste contexto, o objetivo deste estudo, foi o de verificar as modificacdes
imunolodgicas que possam ter relacdo com a obesidade e/ou endotoxemia e assim, analisar
possivel comprometimento no sistema imunologico. Pelo fato do pulmao ser o primeiro 6rgao
afetado durante a endotoxemia, torna-se relevante a realizacdo de trabalhos a fim de investigar

as fungdes dos macrofagos alveolares nesta condicéo.
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Hipdtese

A obesidade induzida pela utilizacdo de uma dieta hiperlipidica associada a
endotoxemia causa na vida adulta do animal alteracdo da funcdo imunoldgica, demonstrado

por distdrbios na fungdo dos macréfagos alveolares.

Objetivos

Geral:

Investigar as consequéncias da obesidade induzida pela dieta hiperlipidica sobre

parametros da resposta imunologica apds endotoxemia em ratos adultos.

Especificos:

Observar a repercussao da dieta hiperlipidica sobre a evolucdo ponderal, consumo alimentar e
gordura visceral dos animais;

Avaliar a atividade oxidante e o indice de aderéncia de macro6fagos alveolares;

Analisar a viabilidade celular em cultura de macrofagos alveolares;

Averiguar alteracdes na contagem celular do lavado broncoalveolar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Obesidade

Evidéncias sugerem que a prevaléncia do sobrepeso e da obesidade tem aumentado em
taxas alarmantes. Pesquisas indicam que ha aproximadamente 1,6 bilhdes de pessoas com
sobrepeso em todo o mundo e, aproximadamente, 400 milhdes dessas pessoas sdo
consideradas obesas. Apesar da elevada prevaléncia, estima-se para 0 ano de 2015 que no

mundo havera cerca de 700 milhdes de obesos (WHO, 2005).

No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
levantados no periodo de 2008-2009, o sobrepeso atinge 48% das mulheres e 50,1% dos
homens acima de 20 anos, destes sdo considerados obesos 12,4% dos homens e 16,9% das
mulheres. Vigitel (2008), encontrou uma prevaléncia de 13% de obesidade na populacdo

brasileira.

Mondini e Monteiro (1998) e Fisberg (2004), descreveram que a obesidade nao é
caracteristica apenas dos paises ricos, com dietas inadequadas, mas também é um problema
presente nos paises em desenvolvimento. Este evento pode ser explicado pela mudanca dos
habitos de vida, como o0 aumento do sedentarismo e a alimentagdo rica em calorias. No caso
do Brasil, mudancas demograficas, socioeconémicas e epidemioldgicas ao longo do tempo
permitiram que ocorresse a denominada transi¢cdo dos padrdes nutricionais, com a diminuigéo
progressiva da desnutricdo e o aumento da obesidade (MONTERIO et al., 1995;

FRANCISCHI et al., 2000; FRANCISCHI et al., 2001).
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A presenca da desnutricdo, deficiéncia de micronutrientes, excesso de peso e outras
doencas crbnicas ndo transmissiveis coexistindo nas mesmas comunidades e, muitas vezes no
mesmo domicilio, caracteriza a transicdo nutricional (COUTINHO et al., 2008). Diversos
estudos tém demonstrado que o Brasil, assim como outros paises em desenvolvimento,
convive com a transicdo nutricional, determinada freqiientemente pela ma alimentagédo
(BATISTA; RISSIN, 2003; BERMUDEZ; TUCKER, 2003). Ao mesmo tempo em que se
assiste a reducdo continua dos casos de desnutri¢do, sdo observadas prevaléncias crescentes
de excesso de peso, contribuindo com o aumento das doencas cronicas ndo transmissiveis. A
essas sdo associadas as causas de morte mais comuns atualmente. Segundo a OMS, a
hipertensdo arterial e a obesidade correspondem aos dois principais fatores de risco

responsaveis pela maioria das mortes e doengas no mundo.

Etiologia da obesidade

Em 1998 a OMS definiu obesidade como sendo uma “doenga na qual o excesso de
gordura corporal acumulou-se a tal ponto que a saude pode ser afetada” (WHO, 2000). Esta se
caracteriza como uma das doencas ndo transmissiveis que mais cresce em todo o mundo, pois,
nas Ultimas décadas, tem se apresentado nas diversas faixas etarias, sendo apontada como uma
verdadeira epidemia mundial (WANG; DIETZ, 2002; OLIVEIRA; FISBERG, 2003). A
obesidade pode ser decorrente de fatores enddgenos, provocada por causas genéticas, lesdes
do sistema nervoso central e endocrinopatias ou exdgenas, resultantes da ingestdo caldrica

excessiva (SOUZA et al., 2007).
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A obesidade ndo € uma doenca singular, e sim um grupo heterogéneo de condicdes
com multiplas causas que convergem para o fenétipo obeso (JEBB, 1999). Ha consenso de
que a populacdo torna-se obesa como resultado de uma combinacdo de genes herdados que
conferem suscetibilidade, associada ao meio ambiente favoravelmente obesogénico
(SOWERS, 1998). No entanto, existem poucas evidéncias sugerindo que algumas
populacdes sdo mais suscetiveis a obesidade por motivos geneticos, o que ressalta o fato de
que a diferenca na sua prevaléncia em diferentes grupos populacionais estd muito mais
atribuida aos chamados fatores ambientais (JEBB, 1999), em especial a dieta (ROLLS;
SHIDE, 1992) e a atividade fisica (SCHULZ; SCHOELLER, 1994; HAAPANEM, 1997,

POPKIN; DOAK, 1998; GRUNDY, 1998).

Sabe-se que a obesidade é resultante da acdo de fatores ambientais sobre individuos
geneticamente predispostos a apresentar excesso de tecido adiposo (POPKIN, 1998), contudo,
a alimentacdo desequilibrada e o sedentarismo séo os fatores mais frequentemente apontados
como determinantes do subito aumento dos casos de obesidade entre as populacdes, pois seria
impossivel que a genética sozinha explique o aumento maci¢o da obesidade, como tem

ocorrido mundialmente nos ultimos 20 anos (BOUCHARD,1993).

O balanco energético positivo que ocorre, quando o valor calérico ingerido é superior
ao gasto, ¢ importante colaborador do desenvolvimento da obesidade, promovendo aumento
nos estoques de energia e peso corporal (FRIEL, 2007). Assim, um estilo de vida, com baixos
niveis de atividade fisica e elevado consumo de alimentos densos em energia, tem papel
dominante para explicar o acimulo do excesso de gordura corporal em grandes propor¢oes na

populacdo mundial (PEREIRA, 2003).
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Além disso, os processos de modernizacdo e transicdo econémica, observados na
maioria dos paises, tém promovido alteracdes na industrializacdo da producéo alimenticia que
colabora para o consumo de dietas ricas em proteina e gordura (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2008). Ha indicios que o padrdo de alimentacdo hiperlipidica, hiperproteica e hipoglicidica
esteja se repetindo também no Brasil. Um estudo realizado com mulheres obesas brasileiras
mostraram que mais de 30% do total caldrico ingerido por esta populacéo era proveniente de
lipideos (FRANCISCHI, 1999), o que demonstra ingestdo semelhante a encontrada nos paises

desenvolvidos, caracterizando esta dieta como ocidentalizada.

Modelos experimentais de obesidade

O estudo da obesidade em humanos, provavelmente, seria 0 modelo ideal para
responder muitas questdes. No entanto, pesquisas com humanos possuem limitacdes éticas,
financeiras, além de estudo em animais permitir grande quantidade de anélises e resultados. A
possibilidade dos animais de laboratério poderem ser mantidos em condi¢des controladas e
também destes se tornarem obesos espontaneamente, se alimentando de racdo comercial, ou
através de outras manipulagdes, abriu novas areas para pesquisa na area da obesidade. Assim,
mesmo que estes modelos animais ndo possam ser considerados exatamente os modelos de
obesidade em humanos, eles ainda sdo de grande valor no estudo das condi¢6es bioquimicas,
fisiologicas e patologicas necessarias para o acumulo excessivo de adiposidade (VON

DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Estudos sobre as causas e tratamentos da obesidade tém sido desenvolvidos em

animais que apresentam esta caracteristica através de lesdo neural, alteracbes endocrinas,
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anormalidades genéticas e alteracdes alimentares (SCLAFANI; SPRINGER, 1976). Dessa
forma, a obesidade pode ser induzida em animais por alteragdes neuroendocrinas, dietéticas
ou genéticas. Os modelos mais utilizados para inducdo de obesidade em ratos sdo a lesdo do
nucleo hipotalamico ventromedial atraves da administracdo de glutamato monossodico ou
lesdo elétrica direta, alimentacdo com dietas hipercaldricas e manipulacdo genética para a

obesidade (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Modelos genéticos de obesidade

A obesidade pode ser herdada através de defeito de um Unico gene ou de multiplos
genes. No primeiro caso, a obesidade é resultado da alteracdo ou perda de um Unico peptideo
que, teoricamente, deveria ser detectado e corrigido (FESTING, 1979). Porém, casos de
obesidade humana caracterizados por esta heranca monogénica sdo raros. A determinacao
poligénica da obesidade é decorrente de alteracdes que influenciam diversos fatores, como
taxa metabolica, apetite, taxa de crescimento, que, por fim, desencadeiam o quadro de
obesidade. Alguns roedores (como ratos Sprague-Dawley), que sdo particularmente propensos
a desenvolver obesidade através da dieta rica em gordura ou dieta de cafeteria, estdo
classificados neste grupo de obesidade poligénica (ROBINSON; DINULESCU; CONE,

2000).

Estas predisposicOes genéticas para o desenvolvimento da obesidade através de dietas
com alta densidade energética sdo um modelo mais realista e apropriado para o estudo da
obesidade humana do que a alteragcdo de um anico gene (FESTING, 1979; YORK, 1992). No
entanto, algumas alteracdes encontradas na obesidade em humanos ndo ocorrem nestes
modelos genéticos de obesidade animal. Alem disto, algumas diferengas hormonais também

distanciam os modelos genéticos de obesidade animal da obesidade humana.
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Assim, fica evidente que o estudo da obesidade em animais com alteraces genéticas
possuem limitacdes, desse modo, alguns modelos podem ser utilizados apenas na avaliacdo de
alteracdes especificas decorrentes da obesidade, podendo ser considerados inapropriados para

outras investigacoes.

Modelos ndo-genéticos de obesidade

Devido ao fato do rapido aumento mundial nos casos de obesidade estar relacionado
ao sedentarismo (BLAIR et al., 1996; SEIDELL, 1999) e a uma maior disponibilidade de
alimentos (SEIDELL, 1999), muitos estudos tém sido realizados com modelos “nio-genéticos
de obesidade”. Entre estes, podemos citar a inducao de obesidade através da inducdo quimica

e cirlrgica e de alteracdes na alimentacdo (MILLER, 1979).

Lesdes hipotalamicas podem produzir a denominada obesidade hipotalamica, através
de alteracbes metabdlicas como hiperinsulinemia, hiperfagia e prejuizo da termogénese
(INQUE, 1992). As lesdes podem ser desenvolvidas quimicamente (glutamato monosodico)
ou cirurgicamente. Porém, requerem muita habilidade a fim de provocarem as lesGes
necessarias sem provocar a morte do animal, visto que, a dose de produto necessaria para
promover obesidade é muito proxima da dose toxica ao animal. Além disto, quando as lesdes
sdo feitas cirurgicamente, € muito dificil identificar se o nacleo ventro medial foi lesado total

ou parcialmente (MORRISON, 1977).

Alguns autores afirmam que a obesidade humana e raramente associada a lesdes
hipotalamicas, mas esta estritamente relacionada a disponibilidade de alimentos palataveis e
sedentarismo e, sendo assim, a obesidade dietética em animais seria um modelo mais

apropriado para o estudo da obesidade em humanos (SCLAFANI; SPRINGER,1976).
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O desenvolvimento da obesidade em ratos através de manipulacdo dietética é um
fendmeno que tem recebido muita atencdo. Estudos demonstram que, quando estes animais
sdo alimentados desde o nascimento com grande quantidade de gordura, existe uma maior
predisposicdo a se tornarem obesos posteriormente, assim como ja demonstrado em humanos
que possuem uma alimentacdo semelhante a esta na infancia (MILLER, 1979). Assim, muitos
estudos tém tentado promover obesidade em animais de laboratério apenas com alteracdo na
ingestdo alimentar, o que provocaria aumento desta ingestdo, aumento de peso e obesidade.
No entanto, em roedores é muito dificil aumentar a quantidade caldrica ingerida

voluntariamente, mesmo quando a dieta é flavorizada (SCLAFANI, 1992).

De acordo com Von Diemen et al. (2006), a administracdo de dieta hipercalorica € o
modelo mais simples para inducdo da obesidade e possivelmente um dos que mais se
assemelha a realidade da obesidade em seres humanos. Ha varios tipos de dietas para induzir
obesidade que se revelam eficazes. Algumas dietas sdo realizadas acrescentando hidratos de
carbono e outras, aumentando a porcentagem de gorduras, a maioria delas varia de 3,7 kcal/g

e 5,4 kcal/g. Todas sdo altamente palataveis e induzem eficientemente a obesidade.

Assim, o desenvolvimento da obesidade em animais é possivel mesmo sem aumento
da quantidade de alimento ingerido. Modificacbes na composi¢cdo de nutrientes, como
também na forma da dieta podem alterar a eficiéncia na utilizacdo do alimento e,
conseqiientemente, aumentar os estoques de gordura. Dietas com alto teor de carboidratos
e/ou alto teor de lipidios, além da dieta de cafeteria, tém sido utilizadas para desenvolver

obesidade em ratos (PEREIRA et al., 2003).

A alimentacdo rica em gordura é comprovadamente um dos fatores indutores da

obesidade, tanto em animais experimentais como em humanos (JEN et al., 2003; FEOLI et al.,
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2003), ainda que ndo seja acompanhada por ingestdo hipercaldrica. 1sso ocorre porque o tipo
de gordura influencia funcGes metabolicas e leva a mudancas no peso e/ou composi¢cdo
corporal (GAIVA et al., 2003). Além de induzir a obesidade, a ingestdo excessiva de
gorduras também favorece o aparecimento de todas as co-morbidades relacionadas a ela,
como a hipertensdo arterial, o diabetes Mellitus, as hiperlipidemias e as doencas

cardiovasculares (FEOLI et al., 2003).

Em animais, os estudos apontam que a alimentacdo hiperlipidica € um componente
importante na etiologia da obesidade, jA que essas dietas comprovadamente levaram ao
excesso de gordura corporal em macacos, cédes, suinos, esquilos, camundongos e ratos
(WILLET, 1998; WEST; YORK 1998; KATAN, 1999), sendo que as causas dessa resposta
ndo estdo claras: acredita-se que a dieta hiperlipidica conduza a hiperfagia ou cause efeitos

metabolicos independentes desta (WEST; YORK 1998).

O motivo pelo qual os lipidios da dieta podem conduzir a hiperfagia deriva
principalmente das suas propriedades organolépticas (PRENTICE, 1998), tais como alta
palatabilidade e textura caracteristica (ROLLS; SHIDE 1992). Inclusive em ratos, uma dieta
hiperlipidica é preferencialmente consumida quando os animais podem escolher entre trés
racdes, sendo cada uma fonte de um dos macronutrientes (MILLER, 1994). Fisiologicamente,
dentre todos os outros macronutrientes, os lipidios sé@o 0s que apresentam a maior densidade
energética e a maior capacidade de estoque no organismo, além de possuir a menor
capacidade de suprimir a fome (WHO, 2000). Alguns estudos demonstram que 0s
carboidratos induzem muito mais a saciedade do que os lipidios (ROLLS et al., 1994,
ROLLS, 1995) enquanto outros encontram efeitos semelhantes dos trés macronutrientes

(lipidios, carboidratos e proteinas) sobre o apetite (GRAAF, 1992).
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Tecido adiposo

Durante muitos anos, o tecido adiposo foi considerado um tecido simples que servia
apenas para armazenamento de energia, como isolante térmico e para estruturar e sustentar
orgdos do organismo. Contudo, ap0s a descoberta em 1994 da leptina, um hormonio
produzido pelos adipdcitos, este tecido passou a ser considerado também um 6rgao endécrino
(FRIEDMAN, 1997). Atualmente sabe-se que o tecido adiposo é capaz de secretar muitas
substancias e responde a uma diversidade de estimulos, caracterizando-o como um tecido de

intensa atividade enddcrina e metabdlica (MOHAMED-ALLI, 1998).

O tecido adiposo secreta varios fatores, como Interleucina-6 (IL- 6), Interleucina-8
(IL-8), Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e leptina, que reconhecidamente contribuem
para a inflamag&o vascular e sistémica e que estdo aumentadas na obesidade (FHUHBECK et

al., 2001; LYON et al., 2003).

Assim, pesquisas apontam a presen¢a de um leve estado inflamatdrio em individuos
obesos (CUNHA, 2010) demonstrado pelo fato dos adipdcitos presentes no tecido adiposo
branco produzirem citocinas inflamatorias, espécies reativas de oxigénio e leptina estando a
obesidade diretamente associada com o aumento de varios desses peptideos pré-inflamatérios
(ANEJA et al., 2004; LOPES, 2007; MORRIS, 2008; MATHIEU et al., 2009). Havel (2004),
também relaciona em seu estudo o processo fisiopatolégico da obesidade com alteragdes na

secrec¢éo das adipocitocinas.

As adipocitocinas atuam de modo isolado ou associadas promovendo diversos
processos fisioldgicos, entre eles: homeostase energética, apetite, sensibilidade a insulina,

angiogénese, integridade vascular, regulacdo da pressdo arterial e coagulagdo sanguinea.
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Alteracdes na secrecdo de adipocitocinas, conseqiientes a hipertrofia e /ou hiperplasia dos
adipdcitos poderiam ser consideradas conseqléncias iniciais da obesidade e suas
comorbidades (HAVEL, 2004; RIBEIRO FILHO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2007;

GNACINSKA et al., 2009).

Leptina

A leptina é o fator produzido pelo adipdcito mais bem estudado. Seus niveis
plasmaticos se correlacionam com o total de massa de gordura corporal e sdo alterados por

condi¢des como jejum e superalimentacdo (CONSIDINE et al., 1996).

Seu receptor esta expresso ndo somente no hipotalamo, onde regula a homeostase
energéticas e funcdes neuroenddcrinas (WAUTERS; CONSIDINE; VAN GAAL, 2000), mais
também em todos os tipos de células da imunidade inata e adaptativa (MATARESE;
MOSCHOS; MANTZOROS, 2005). Sendo assim, a leptina esta envolvida em algumas
funcGes como, o controle do apetite, controle da massa corporal, reproducdo, angiogénese,

imunidade e cicatrizacio (GUIMARAES et al., 2007; DEMIREL et al., 2007; DICK, 2009).

A leptina influencia inimeras respostas relacionadas a imunidade, ao ser capaz de
estimular o desenvolvimento de células mieldides (MIKHAIL et al., 1997), ativar mondcitos
(SANTOS-ALVAREZ et al., 1999) e macrofagos (LOFFREDA et al., 1998; SANCHEZ-
MARGALET et al., 2003), também possui efeito imunomodulador sobre céelulas dendriticas
(MATTIOLI et al., 2005) e células NK (ZHAO et al., 2003.) e influencia a producdo de

citocinas pelos linfocitos T (LORD et al., 1998; MARTIN-ROMERO et al., 2000).

Segundo Alves (2006), a hiperleptinemia causada pela obesidade associa-se a uma

resisténcia a leptina, levando a prejuizos na resposta imune, caracterizando uma incidéncia
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aumentada a infeccfes. Nesse contexto, a desensibilizacdo do receptor da leptina é percebida
pelas células T como um estado de caréncia desta induzindo a uma disfuncdo do sistema

imune semelhante a encontrada nos casos de desnutricdo (FAIN et al., 2004).

Estudos em ratos com deficiéncia e com defeitos no receptor da leptina sugerem um
papel para a leptina na regulacdo da funcdo imune. Estes animais exibem reducéo da funcéo
fagocitica de macréfagos (TANAKA et al., 1998) e de respostas de linfocito T (MORIGUCHI
et al., 1998) e atrofia dos 6rgdos linfoides (CHANDRA; KUTTY, 1980; HICK et al., 2006). A
leptina atua também como um importante regulador inflamatério, pois 0 aumento na sua
concentracdo estimula a expressdo de IL-6 e TNF-a, consideradas citocinas inflamatorias

presentes na obesidade (BELTOWSKI, 2006; GNACINSKA et al., 2009).

Atualmente, ha duas hipdteses que visam explicar a relagdo da leptina com a
obesidade: a perda do seu papel regulador, onde a leptina deixa de exercer influéncia sobre o
controle do apetite via hipotalamo, mesmo quando h& elevada concentracdo desta
adipocitocina e a resisténcia a leptina, onde altas concentracdes de leptina induzem a
resisténcia pelo bloqueio do seu receptor (GUIMARAES et al., 2007; DEMIREL et al., 2007;
DICK, 2009). A presenca de niveis circulantes elevados de leptina em pacientes obesos

sugere a existéncia de resisténcia a leptina no quadro da obesidade (MAFFEI et al., 1995).

Adiponectina

A adiponectina é uma proteina secretada pelos adipdcitos cuja expressdo diminui a
medida que o tecido adiposo aumenta (OUCHI et al., 1999). Ou seja, a adiponectina apresenta
correlagéo inversa com a obesidade visceral e com as dilipidemias e sua produgéo depende do

estado nutricional (CHANDRAM et al., 2003; BERG; SCHERER, 2005; DREVON, 2005).
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Recentemente a adiponectina tem sido proposta como uma adipocitocina com
multiplas acdes autocrinas e paracrinas. Dentre essas se destacam a regulacdo do metabolismo
da glicose e dos lipideos, da funcdo endotelial e os processos inflamatorios (SHANKAR,;

XIAO, 2010).

Ao contrario de outras adipocitocinas, a adiponectina possui fungdes imunologicas
anti-infamatorias, pois age como protecdo para fatores cardiovasculares e aumenta a
sensibilidade a insulina (FANTUZZI, 2005). Dessa forma, esta participa na resposta imune
atuando como protetor da inflamacdo (RUDIN; BARZILAI, 2005), diminuindo ou inibindo a
adesdo de mondcitos ao endotélio vascular e suprimindo a expressdo de TNF-a induzida por

essas moléculas de adesdo (GOLDSTEIN; SCALIA, 2004; FANTUZZI, 2005).

Algumas citocinas, como IL-6 e TNF-a sdao poderosos inibidores da secregdo e
expressao de adiponectina (ALVEZ, 2006). A adiponectina, por sua vez, regula a expressdo
de varias citocinas pré e anti-inflamatdrias, produzindo a IL-10 e IL-1, além de suprimir a
sintese de TNF-a (TILG; MOSCHEN, 2006) e interferir na funcdo de macréfagos (OUCHI et
al., 1999). Assim, pode-se destacar que 0s niveis de adiponectina sdo inversamente
correlacionados com o0s niveis de alguns mediadores inflamatdrios, como IL-6, TNF-a e

proteina-C- reativa (ALVEZ, 2006).

Interleucinas

A IL-6 e 0 TNF-a sdo adipocitocinas com fungdo imunologica. S&o produzidas pelos
adipocitos em resposta a estimulos infecciosos ou inflamatérios contribuindo

significativamente para a inflamacéo sistémica (BERG; SCHERER, 2005).
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A liberacdo de IL-6, além de ativar células do sistema imune e induzir a sintese
hepatica de proteinas da fase aguda, aumenta a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
0 qual participa como mediador de respostas metabolicas e imunes (YUDKIN et al., 2000).
Estima-se que um terco dos niveis circulantes de IL-6 seja originado do tecido adiposo
(FHUHBECK et al., 2001). Diante da contribuicéo do tecido adiposo como fonte de IL-6 e do
fato desta representar o maior regulador da resposta de fase aguda, considera-se que a

obesidade se assemelha a um estado inflamatério de baixo grau (YUDKIN et al., 2000).

O TNF-a é também um fator implicado na ativagdo da resposta imune atuando como
uma citocina pré-inflamatéria (JANEWAY et al., 2005; FANTUZZI, 2005). E considerado
importante mediador da resisténcia insulinica na obesidade, estando, desta forma, envolvido
na patogénese do diabetes Mellitus e da hiperlipidemia (HOTAMISLIGIL; SHARGILL,;

SPIEGELMAN, 1993).

Sistema imune

O sistema imune é uma organizacdo de células e moléculas com fungdes
especializadas na defesa contra infecgBes. A resposta coletiva e coordenada a introducdo de
substancias estranhas é chamada de resposta imunoldgica, esta € composta por dois bragos
interligados: a imunidade inata ou natural e adquirida ou adaptativa (DELVES; ROITT,
2000). Esta resposta € um processo complexo de defesa efetivo no controle da expansdo da
infeccdo e da erradicagdo do organismo invasor (PEAKMAN; VERGANI, 2011;

CHANDRA, 1997).
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A imunidade inata esta naturalmente presente e ndo é influenciada por contato prévio
com os agentes infecciosos. Consiste em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que
ja existiam antes do estabelecimento de uma infecgéo e que estdo programados para responder
rapidamente a infeccbes antes do desenvolvimento das respostas imunes adaptativas. Esses
mecanismos respondem essencialmente da mesma maneira a sucessivas infecgbes. Os
principais componentes do sistema imune inato sdo: barreiras fisico-quimicas (pele e
membranas mucosas); moléculas circulantes (complemento); células fagociticas (macréfagos
e neutréfilos); célula Natural Killer (NK) e citosinas (Cs) derivadas de macrofagos (fator de
necrose tumoral - TNF, interferon-alfa, interferon-beta). A imunidade natural estimula as
respostas imunes adaptativas e pode influenciar a natureza das respostas adaptativas para
torna-las otimamente eficazes contra diferentes tipos de microrganismos (ABBAS;

LICHTMAN, 2008).

Em conjunto com a imunidade inata, existem outras respostas imunoldgicas que sao
estimuladas pela exposicdo a agentes infecciosos cuja magnitude e capacidade defensiva
aumentam com exposic¢des posteriores a um microrganismo em particular. Como essa forma
de imunidade se desenvolve em resposta a infeccdes e se adapta a infeccdo, é chamada de
imunidade adaptativa ou adquirida (PEAKMAN; VERGANI, 2011). A imunidade adaptativa
acrescenta aos elementos da imunidade natural, os linfdcitos B, responsaveis pela producdo de
anticorpos, relacionados a imunidade humoral e os linfocitos T, que medeiam a imunidade

celular.
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Macrofagos

O sistema de fagocitos mononucleares (SFM) tem sido definido como uma linhagem
de células hematopoiéticas derivadas de um progenitor comum na medula 6ssea. As células
progenitoras mieldides diferenciam-se em monaocitos que circulam no sangue periférico e que

ao entrar nos tecidos transformam-se em macréfagos (HUME et al., 2006).

Os macrdfagos sdo células que participam de diferentes processos no organismo, como
por exemplo, remodelagem tecidual durante a embriogénese, reparacdo de ferimentos,
remocao de células velhas e danificadas, hematopoiese e homeostase. Essas células tém um
papel central no sistema imunoldgico defendendo o hospedeiro contra microrganismos

(KLIMP et al., 2002).

Os macréfagos constituem a segunda maior populacéo celular do sistema imune, tendo
como funcdo primaria a fagocitose e podendo assumir formas morfologicas diferentes
conforme sua localizacdo. No pulmédo, sdo encontrados os macrdéfagos alveolares, que
possuem papel central na manutencdo da estrutura normal deste 6rgdo, e sdo de grande
importancia para a defesa contra microrganismos que comumente infectam o homem através

das vias respiratorias (KAZIMIERZ et al., 2004).

A aderéncia dos macrdfagos a superficie bacteriana € a primeira etapa da ativacao
dessas células e inicio da resposta imunoldgica (SEGURA; JIMENEZ-RUBIO, 1998). Na
sequéncia, as células fagocitarias destroem as bactérias utilizando sistema microbicidas

dependente de oxigénio (BABIOR, 1997).
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Os macrdfagos também atuam como células acessérias para os linfécitos e em resposta
a infeccdo liberam um grupo estruturalmente diferenciado de moléculas que incluem as
interleucinas: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 e o TNF-a. Essas moléculas apresentam
importantes efeitos locais e sistémicos que contribuem para a defesa do organismo (COHN,

1978; HOLGATE; CHURCH, 1996; ZAREIE et al., 2001; ALDINUCCI et al., 2003).

Os macrofagos alveolares tornam-se ativados, ou seja, aumentam sua atividade
antimicrobiana, quando estimulados por determinados agentes. Essas células ativadas
apresentam uma série de diferencas morfoldgicas, funcionais e metabdlicas quando
comparadas as células ndo ativadas. Funcionalmente, ocorre a "explosdo respiratoria”,
resultando em aumento no consumo de oxigénio e geracdo de metabdlitos intermediarios

dessa molécula (WONG et al., 1990; COTRAN et al., 2010).

Uma vez ativados, os macrofagos convertem o oxigénio molecular em intermediarios
reativos de oxigénio (ROIs), como o anion superoxido. A adicdo de um elétron ao oxigénio
(O,) gera o anion superdxido, o qual é rapidamente convertido a peroxido de hidrogénio
(H20,) pela superéxido dismutase (SOD). Este peroxido formado é por si s6 capaz de se
difundir e causar danos celulares, devendo ser neutralizado rapidamente, impedindo a
producdo de radicais hidroxilas, ainda mais potentes (ABBAS; LICHTMAN, 2008). Este
agente oxidante atua na génese de diversas doengas, devido a sua capacidade de oxidar
lipoproteinas (DE CASTRO et al., 1995) ou alterar a transcricdo génica (BAUERLE et al.,
1996), mas também, ataca microrganismos e/ou células infectadas, proporcionando a defesa

do hospedeiro contra patégenos (BAUERLE et al., 1996.; PITHON-CURI et al., 2002).

Além dos ROIs, sdo produzidos ainda intermediarios reativos de nitrogénio,

principalmente oOxido nitrico (ON), pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida
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(iNOS). Esta enzima pode ser ativada por uma variedade de estimulos, tais como o contato
direto com certos microrganismos, e tem sua expressdo modulada por citocinas (BARBUTO,

2001).

Como ja foi dito, os macrdéfagos exercem papel de destaque na homeostase, nao
apenas na resposta contra patégenos, mas também na remocdo de debris celulares e no
remodelamento e reparo tecidual. Essas células apresentam distribuicdo ubiqua nos tecidos e
grande especializacbes de suas funcbes dependendo da localizacdo anatdmica (MOSSER;
EDWARDS, 2008). Macrofagos tém a capacidade de expressar variados padrdes de citocinas,
moléculas de superficie e enzimas em resposta a diferentes estimulos e microambientes. Esse
fato esta relacionado a grande diversidade de fendtipos assumidos por essas células, o que
reflete em diversos subtipos especializados de macrofagos, como, por exemplo, osteoclastos,
células de Kupffer, macréfagos peritoniais, macrofagos alveolares, entre outros (GORDOM,;

TAYLOR, 2005).

Endotoxemia e reacdo inflamatoria

A resposta inflamatoria é geralmente causada pela acdo de componentes da parede de
bactérias, embora também possa ser casada por outros agentes, como fungos virus e parasitas

(PARRILLO, 1993; GLAUSER, 1994; SALOMAO, 2002).

Os componentes da parede bacteriana sdo os principais desencadeadores da resposta
inflamatdria do hospedeiro. Entre esses se destacam, os acidos teicoico e lipoteicdico das
bactérias gram-positivas e 0 LPS ou endotoxina das bactérias gram-negativas (GLAUSER,

2000).
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O LPS ¢ liberado da membrana externa das bactérias durante a biparticdo celular
bacteriana e também na apoptose ou como resultado de tratamento com antibioticos. Apos sua
liberacdo, o LPS é reconhecido pelos macréfagos e passa a ativa-los. Como resultado, ocorre
aumento na atividade fagocitica e inducdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Embora
essas citocinas possuam um papel fundamental na resposta inflamatdria local, sua producéo
excessiva estd relacionada com a resposta inflamatoria sistémica e suas repercussoes

(ROSENFELD; PAPO; SHAI, 2006).

As manifestacdes clinicas da sepse resultam da acdo da endotoxina bacteriana sobre o
hospedeiro, conduzindo-o a uma resposta imunoldgica inflamatoria estereotipada com
desequilibrio da homeostase, blogueio metabolico em varios 6rgdos e a resultante final é a
sindrome da disfuncdo de maultiplos 6rgaos e o 6bito na maioria dos casos (PARILLO, 1993,

HILL; HILL, 1998, PEREIRA JR et al., 1998).

A resposta pirogénica é o efeito mais conhecido, mais apenas um dos varios efeitos
produzidos por endotoxinas, elas também induzem os macréfagos do Sistema Reticulo
Endotelial a liberar fatores que determinam piora do quadro clinico por estarem relacionados
com coagulacdo dentro dos capilares, liberacdo de prostaglandinas, 6xido nitrico (indutor de
vasodilatacdo sisttémica e hipotencdo no choque endotdxico), superéxidos e enzimas

lisossdomicas (DINARELLO et al., 1986).

A endotoxemia aguda, caracterizada por altos niveis de endotoxina no sangue, pode
causar reacdo inflamatdria com injuria endotelial, hipotenséo, faléncia multipla dos 6érgéos e

morte (UVIN, 1994; DAMASO, 2001).
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A estimulacéo celular com LPS, tanto in vivo quanto in vitro, promove a liberagédo de
varias substancias, incluindo citocinas, prostaglandinas, 0xido nitrico, anion superéxido e
fatores pro-coagulantes (ZIELINSKI et al., 2001; CERWINKA et al., 2002a; CERWINKA et

al., 2002b).

A administracdo de LPS mimetiza a reacdo generalizada de defesa do organismo as
infeccbes, como febre, anorexia e inducdo das proteinas de fase aguda no figado
(DINARELLO, 1996; PLATA-SALAMAN, 1996). Ademais, induz a migracéo de leucécitos
sanguineos para o sitio inflamatoério/infeccioso. Nesse particular, o pulméo é sensivel aos
efeitos do LPS, seguido do figado, intestino e rim (WELBOURN; YOUNG, 1992). Assim, a
aplicacdo do LPS funciona como um adequado modelo para o estudo das alteracGes
fisiolégicas durante infeccdes bacterianas, ja que reproduz muitos dos sintomas clinicos
observados em pacientes com septicemia por bactérias gram-negativas (LUCHI,;

MORRISON, 2000).

Obesidade, sistema imune e doenca

A obesidade apresenta-se associada a algumas morbidades como diabetes tipo I,
dislipidemias, hipertenséo, doenca coronariana e cerebrovascular, insuficiéncia cardiaca,
sindrome de apnéia do sono, esterilidade e alteracdes psicoldgicas (MUNOZ; MAZURE;
CULEBRAS, 2004). Alem dessas complicacdes, os individuos obesos apresentam uma maior
susceptibilidade a alguns tipos de cancer e infecgfes, tem um maior risco de bacteremia e um

maior tempo de cicatrizacdo ap6s uma intervencdo cirdrgica (LAMAS; MARTI;
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MARTINEZ, 2003). Tudo isso indica que a obesidade exerce efeitos negativos sobre os

componentes do sistema imune e sua funcionalidade.

Segundo Stallone (1994), a ingestdo excessiva de nutrientes pode alterar a resposta
imune direta ou indiretamente por afetar o estado metabolico e enddcrino. Esta influencia a
resposta imune inata e adaptativa, sendo observada uma tendéncia a deteriorizacdo da
imunidade com o avanco do grau da obesidade (SEDLETSKII et al., 1990; MARTI et al.,

2001).

Trabalhos da década de 80 ja descrevem, em pacientes com obesidade grave, menor
taxa de maturacdo de mondcitos em macréfagos (KRISHNAM et al., 1982) e menor
capacidade bactericida de polimorfonucleares (PALMBLAD; HALLBERG; ENGSTED,

1980).

Apesar de os estudos comprovarem, a exaustdo, o envolvimento de um quadro pro-
inflamatdrio em condi¢cdes como a obesidade, resisténcia a acdo da insulina e aterosclerose, ha
evidéncias de que individuos obesos apresentam prejuizo na resposta imune inata, inclusive
da resposta inflamatoria, frente a um processo infeccioso (KARLSSON; BECK, 2010,
SCHMIDT, 2011). O reconhecimento de patdgenos e a conseqiente secre¢do de mediadores
inflamatdrios pelas células do sistema imune inato sdo fatores criticos para a elaboracdo de
uma resposta imune efetiva e consequente eliminacdo do agente patogénico. Sendo assim,
disfungGes na resposta inflamatoria das células da imunidade inata podem aumentar o risco e

a gravidade de infeccdes (KARLSSON; BECK, 2010).

A obesidade esta a tornar-se um motivo de preocupacdo em pacientes criticamente

doentes. Estudos clinicos e epidemiologicos mostram que a incidéncia e a gravidade das
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doencas infecciosas sdo maiores em individuos obesos quando comparadas a pessoas magras

(FASOL et al., 1992; GOTTSCHLICH et al., 1993; MOULTON, 1994; STALLONE, 1994).

Chandra e Kutty (1980), constataram que 38% das criancas e adolescentes obesos
apresentaram um comprometimento da resposta imune mediada por células, tais como: atraso
na hipersensibilidade cutanea e uma reducao na capacidade de leucocitos polimorfonucleares

em matar bactérias intracelulares.

Estudos em seres humanos corroboram esses resultados. Individuos hospitalizados
com indice de massa corporal (IMC) superior a 30 kg/m? tém maior risco de desenvolver
infeccbes secundarias e complicagbes como sepse, pneumonia, bacteremia e infecgdes
cutaneas. Aliado a isso, pacientes obesos apresentam maior incidéncia de infeccGes poés-
cirurgicas, aumento do tempo de internacdo hospitalar e maior risco de morte (CHOBAN et

al., 1995; CHOBAN; FLANCBAUM, 1997; CALLE etal., 1999).

Dados na literatura também apontam diferencas na resposta imune entre individuos
obesos e ndo obesos. A obesidade esta relacionada com maior contagem de leucdcitos
(NIETO et al., 1992; NIEMAN et al., 1996; NIEMAN, 1999), neutrofilos e mondcitos
(NIEMAN et al., 1996; NIEMAN, 1999) e menor proliferacdo de linfdcitos induzida por

mitogeno (TANAKA et al., 1993; TANAKA et al., 2001).

Estudos em animais com obesidade induzida por dieta sdo considerados modelos
experimentais comparaveis a obesidade em humanos, estes também exibem alteraces de
parametros imunoldgicos. Lamas, Martinez e Marti, (2004) observaram, em ratos com
sobrepeso, reducdo de linfécitos, menor resposta proliferativa de esplendcitos em resposta a

mitogenos e tendéncia a menor atividade citotoxica de células NK. Além disso, foi observada
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menor producdo estimulada de IL-2 (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2002). Ratos com
obesidade induzida por dieta também apresentam alteracdo na resposta de hipersensibilidade

por contato (KATAGIRI et al., 2007).

Outros estudos em roedores com obesidade induzida pela dieta constaram uma
reducdo da imunocompeténcia na vigéncia de infeccbes virais e bacterianas (AMAR et al.,
2007; SMITH et al.,, 2007). Nesse contexto, camundongos obesos infectados pelo virus
influenza apresentam reducdo da citotoxidade de células natural killer, retardo na inducéo da
expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias (IL-1b, IL-6 e TNF-a), além de aumento de
mais de seis vezes na mortalidade decorrente da infecgdo (SMITH et al., 2007). Soma-se a
isso o0 fato de que a infec¢do por Porphyromonas gingivalis, resulta em reducgéo da resposta

inflamat6ria em camundongos submetidos a racdo hiperlipidica (AMAR et al., 2007).

O conhecimento acerca do papel dos macrofagos na inflamacdo caracteristica dos
estados de obesidade e de resisténcia a acdo da insulina advém de muitos estudos envolvendo
macréfagos infiltrados no tecido adiposo (KANDRA et al., 2006; WEISBERG et al., 2006;
FERRANTE, 2007; LUMENG; BONDIZIN; SALTIEL, 2007; CAVE et al., 2008; DAVIS et
al., 2008; MURANO et al., 2008). Contudo, considerando que parte do conhecimento atual
sobre a biologia dos macréfagos é proveniente do estudo de macrofagos alveolares, torna-se
relevante a investigagdo do comportamento dessas células em individuos obesos ou em
roedores alimentados com racdo hiperlipidica (GHOSN et al., 2010). Além disso, 0 uso de
macrofagos alveolares apresenta importantes vantagens, como facil acesso e a possibilidade

de obter quantidades expressivas de células.
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3 METODOS

Animais

Foram utilizados 40 ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, com 21 dias de
idade, provenientes da col6nia de criacdo do Departamento de Nutri¢cdo da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram mantidos no biotério (temperatura
de 23 + 20°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luzes acesas as 6 horas), recebendo
ad libitum as respectivas racfes e agua). Os experimentos seguiram as recomendacdes

éticas do Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pernambuco (CCEA/UFPE), sob protocolo n°

23076,0014698/2008-28. (Anexo A).

Grupos experimentais

Segundo a manipulacéo nutricional:

Apds o desmame os animais foram divididos em dois grupos conforme o regime

dietético empregado:

e Grupo Dieta padrdo (DP): constituido por 20 animais que receberam racéo

comercial utilizada como padréo do biotério: Labina ® - Purina do Brasil S/A.
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e Grupo Dieta Hiperlipidica (DH): constituido por 20 animais que receberam dieta

hiperlipidica apds desmame.
Segundo a administracéo de lipopolissacaridio (LPS):

Aos 147 dias de idade, ap0os terem recebido as respectivas dietas por 18 semanas,
0s animais de cada grupo foram subdivididos em endotoxémicos e ndo endotoxémicos

(Figura 1).

Para obtencdo dos grupos endotoxémicos, 0s animais receberam injecao
intraperitonial (i.p.) de LPS (sorotipo Escherichia coli; 055: B5, Sigma) na dose de
1mg/Kg de peso corporal. Os demais grupos receberam, pela mesma via, NaCl a 0,9%
em igual proporc¢do. Vinte e quatro horas apds a administracdo do LPS ou da salina, foi

coletado o lavado broncoalveolar (LBA) de cada animal para estudo.

Ao final dos procedimentos supracitados, obtivemos 0s seguintes grupos

experimentais:

| ' Grupos

» 21 dias
Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
(DP) (DH)
N=20 ) N=20 )
147 dias
DP DPE DH DHE
(Salina0,9%, 1mL/Kg) (LPS, 1mL/Kg) (Salina0,9%, 1mL/Kg) (LPS, 1mL/Kg)
N=10 N=10 N=10 N=10

Figura 1- Organograma de divisdo dos grupos
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Dietas

Composicgéo e andlise centesimal das dietas

A dieta padréo consistiu de racdo comercial para ratos (Labina ® - Purina do
Brasil S/A). Esta racdo apresenta 0s elementos necessarios aos requerimentos

nutricionais do rato ndo sendo necessaria qualquer suplementacdo. (tabela 1).

A dieta hiperlipidica consistiu de uma mistura normoprotéica e hiperlipidica
previamente padronizada (ESTADELLA et al., 2004), foi constituida de uma mistura de
alimentos hipercaléricos contendo racdo comercial (Labina ® - Purina do Brasil S/A),
amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito maisena, na proporgdo 3:2:2:1. Esses
ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de péletes (Figura 2). A

composic¢do centesimal da dieta esta apresentada em valores aproximados na tabela 2.

Figura 2- Confeccdo da dieta hiperlipidica
Fonte: Melo (2010).



TABELA 1. Composicéo da dieta Labina*.
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ENRIQUECIMENTO (Kg de racéo)

COMPOSICAO CENTESIMAL** (%)

Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina E
Vitamina K
Vitamina By,
Vitamina B,

Pantotenato de Calcio

Niacina
Tiamina
Colina
Piridoxina
Biotina
Acido Félico
Manganés
lodo

Ferro

Zinco

Cobre
Antioxidante

20000UlI
6000 Ul
30 UI

6 mg

10 ng

8 mg

24 mg
95 mg

4 mg
2000 mg
6 mg
0.1 mg
0.5mg
50 mg

2 mg

65 mg
35mg
26 mg
100 mg

Proteinas
Carboidratos
Lipideos
Cinzas
Fibras
Kcal%

23,0
63,0
4,0
5,0
275,0

* COMPOSICAO BASICA (Segundo a Agribrands do Brasil Ltda): Milho, Farelo de
Trigo, Farelo de Soja, Farinha de Carne, Farelo de Arroz Cru, Carboneto de Calcio,

Fosfato Bicalcico, Sal, Pré-mix.

** Fonte: Melo (2010).

TABELA 2. Composicdo da dieta Hiperlipidica utilizada na alimentacdo dos

animais.
INGREDIENTES {Kg de ragao) Composigao centesimal {g%)*

Labina (Purina do Brasil S/A) 375g Proteinas 17,93

Amendoim torrado 250g Carboidratos 47,18

Chocolate ao leite 250g Lipideos 24 50

Biscoito maisena 125g Cinzas 3,62
Umidade e substancias volateis 6,77
Kcal% 480,94

* Fonte: Laboratorio de Experimentacdo e Analise de Alimentos (LEAAL), DN/UFPE
(Anexo B).



3 METODOS | 47

Avaliacao do peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi aferido diariamente do primeiro dia de
vida até o final do periodo de aleitamento (21 dias), a fim de identificar possiveis
anormalidades de peso corporal antes da imposi¢do das dietas. A partir do desmame até
o final da administracdo da dieta 0 peso corporal dos animais foi aferido em dias
alternados até o 147° dia de vida. A pesagem foi realizada em balanga eletronica digital

(Marte, modelo S-4000) com capacidade para 4Kg e sensibilidade de 0,1g.

Consumo alimentar e caldrico

Com a finalidade de identificar o consumo alimentar dos grupos, 0s animais
foram acondicionados em gaiolas metabdlicas proprias para este fim e pesados
diariamente. A dieta disponibilizada, o rejeito limpo e o rejeito sujo também eram
pesados diariamente. Para céalculo do consumo alimentar foi aplicada a seguinte

férmula;

Consumo = dieta oferecida — dieta rejeitada (rejeito limpo + rejeito sujo).

O consumo caldrico foi identificado com base no do consumo alimentar diario e

na quantidade de calorias de cada dieta.
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Contagem total e diferencial de leucdécitos no sangue

Na extremidade da cauda de cada animal anestesiado foi realizado um corte
usando um bisturi e 0,2 mL de sangue foram coletados em tubo de ensaio contendo

EDTA a 3%.
Contagem total de leucdcitos

A contagem total dos leucocitos foi realizada a partir de amostras diluidas a
1:20 em acido acético glacial a 3% e azul de metileno (solucdo de Turk). Os leucdcitos
foram contados em camara de Neubauer ao microscépio de luz (Olympus optical
BX41TF, Japdo Co Ltda.), sendo realizada a contagem de todos os leucdcitos
encontrados nos quatro campos marcados em L (Figura 3), O resultado final foi obtido

apos a aplicacdo da seguinte formula:

Leucécitos/mm? de sangue periférico = n x 20 x 10/4
Onde:
n: nimero de leucdcitos contados
4: fator de conversdo para 1mm?
20: fator de conversdo da diluicdo utilizada

10: fator de converséo para Imm®

Figura 3- Contagem de leucocitos
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Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada utilizando-se a técnica do
esfregaco sangiiineo. Dessa forma, uma pequena amostra ndo diluida foi utilizada para
esfregaco sanguineo em laminas citoldgicas. As preparacdes foram fixadas, coradas (Kit
Panoético Rapido LB — Laborclin Ltda., Brasil), e examinadas ao microscopio de luz
(Olympus optical BX41TF, Japdo Co Ltda.) com lente de imersdo. Os diferentes tipos
de glébulos brancos foram quantificados em um contador eletrénico de células

sanguineas (Kacil, mod. CC502).

Anélise das células do LBA

Obtencao do LBA

O LBA foi obtido de acordo com a técnica desenvolvida por De Castro et al.,
(1995). Os animais, aos 147 dias, foram anestesiados com uma solucdo de cloralose e
uretana, em concentracdes respectivas de 0,5 e 12,5% (Sigma-Aldrich, SP Brasil), via
injecdo intraperitonial, na proporcdo de 1mL/100g de peso corporal, em seguida, foi

efetuado o procedimento cirdrgico de traqueostomia, para coleta do LBA.

Inicialmente, foi realizada assepsia do local com alcool etilico a 70%, em
seguida, cortados os pélos e a pele na por¢do media do pescogo, abrindo-se e afastando-
se as camadas musculares até obter acesso a traquéia. Com uma pequena pinga, isolou-
se a traquéia e, com uma tesoura, realizado um pequeno orificio entre dois anéis

traqueais na porcao ventral da mesma.
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Foi inserida uma canula pléstica acoplada a uma seringa contendo 3mL de NaCl
a 0,9% a temperatura ambiente. Varias aliquotas de solugédo fisiologica foram entdo
injetadas e aspiradas. O material recolhido (LBA) foi depositado em tubo tipo falcon
esteril. O procedimento de coleta do material foi realizado até se obter cerca de 30mL
de LBA por animal, este permaneceu armazenado em banho de gelo e ao abrigo da luz

até o inicio da proxima etapa (Figura 4).

Figura 4- Obtencdo do LBA.
Fonte: Queirds-Santos (2000); Melo (2010).

Contagem total e diferencial de leucécitos no LBA

Contagem total de leucdcitos

Os leucacitos totais do LBA foram contados ao microscopio de luz a partir de
uma amostra diluida na propor¢do de 1:10 em corante Azul Tripan a 0,05%. Foi

utilizada, para isto, uma camara de volume conhecido a Camara de Neubauer.
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Contagem diferencial de leucocitos

Para contagem diferencial dos leucocitos do LBA, foram confeccionadas
laminas a partir de preparacdes citocentrifugadas do LBA de cada animal (Cytopro™-
Cytocentrifuge Wescor) diretamente em Iaminas histolégicas a 800 rpm/10min, em alta
velocidade. As preparacGes foram, entdo, fixadas e coradas com o Kit Pan6tico Rapido
(Laborclin Ltda). As laminas, depois de secas a temperatura ambiente, foram lidas ao
microscopio de luz com a objetiva de imersdo (100x), pela contagem de 200 leucdcitos.
Os diferentes tipos destas células foram quantificados em um contador eletrdnico da

marca Kacil, com teclas correspondentes a cada tipo de glébulo branco.

Funcéo dos macrofagos

Cultura dos macrofagos alveolares

O LBA recolhido foi centrifugado a 1500rpm durante 15 minutos. Concluida a
centrifugacdo, o precipitado, que corresponde as células, foi ressuspendido em um meio
de cultura para células (RPMI 1640, Gibco-Invitrogen Corporation) suplementado com
soro fetal bovino (3%, Gibco-Invitrogen Corporation) e antibioticos (penicilina

100U/mL e estreptomicina 100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, SP Brasil).

Dessa suspenséo foi realizada a contagem em Céamara de Neubauer, acrescendo-
se uma aliquota de 10uL da suspensdo de células e 90uL do corante azul tripan a

0,05%, na diluicdo de 1:10. O azul tripan é um corante vital que tem a propriedade de



3METODOS | 52

corar as células mortas, excluindo-a das células vivas. Esse corante é utilizado para

avaliar a viabilidade e fazer ao mesmo tempo a contagem das células (Figura 5).

Figura 5- Procedimento para contagem das células do LBA.
Fonte: Queirds-Santos (2000)

Os macréfagos alveolares foram cultivados como descrito em De Castro et al,
(2000). Apos a contagem as células foram transferidas para placas de cultura tipo
Falcon, com 6 pocos de 35 mm de diametro cada, onde foram dispensados em cada
poco, 2 mL da suspensdo em uma proporcéo de 2,0 x 10° células para 2mL de meio
RPMI 1640. Apo6s 1 hora na estufa para cultura de células a 37°C e com 5% de CO,, foi
realizada uma lavagem de cada poco, com RPMI 1640, para retirada das células ndo
aderentes. Posteriormente, adicionou-se 2mL de meio RPMI 1640, em cada poco,
deixando-se as placas por mais 1 hora em estufa para estabilizacdo das células (Figura

6).

Figura 6- Células do LBA em cultura.
Fonte: Queirds-Santos (2000)
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Analise da producao de superoxido (O)

O éanion superoxido pode ser detectado por sua habilidade em reduzir
quimicamente um composto aceptor de elétrons. Para isso, neste estudo utilizou-se o
Citocromo ¢ (30mg/mL em HBSS, 2.4x10°M, ferrocitocromo ¢ de mitocondria de
coragdo de cavalo, tipo 1V, Sigma), também foi necesséria a utilizagdo de uma enzima, a
superoxido dismutase (enzima superoxido dismutase de eritrocitos bovinos — SOD,
Sigma) contendo 3000 U/mg de proteina em solucdo final de 3mg por mL de &gua

destilada, para a avaliacdo da producéo de anion superédxido formado.

As culturas de células foram preparadas em dois sistemas de analise descontinua
com uma primeira avaliacdo 1 hora ap0s o inicio da estimulagdo das células com acetato
miristato de forbol (PMA, Sigma) e uma segunda avaliacdo, no final de um periodo de 2
horas. Para o preparo desses sistemas foram utilizados macréfagos em cultura (2x10°
células por 2mL de RPMI 1640), sendo a um deles adicionado 29 uL de SOD (controle
negativo) e ao outro, a mesma quantidade de agua destilada (controle positivo). Estes
foram mantidos em estufa com atmosfera imida de 5% de CO, e a 37°C, por 10 minutos
(ativacdo da SOD). Ao meio foram acrescidos 143uL de Citocromo ¢ a PMA. O PMA
foi preparado em solugdo concentrada de 3000ug/mL em dimetil sulfoxido de sédio
(DMSO, Sigma) diluido para uma concentracdo de 2ug/mL em 2145mL de HBSS
(solucdo salina balanceada de Hanks, Gibco-Invitrogen Corporation) e colocado em

cada um dos pocgos da placa de cultura.

Amostras foram retiradas de cada sistema e colocadas em tubos Eppendorf. A
primeira aliquota recolhida correspondia ao tempo “zero” de cada sistema e as amostras

subsequentes foram coletadas em intervalos regulares de tempo. Para determinagédo
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espectrofotometrica, ao término da ultima coleta as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 min em microcentrifuga Tomy-TX 160. O sobrenadante foi levado
para determinacdo do grau de reducdo de citocromo c (proporcional a producdo do
radical superoxido) em comprimento de onda de 550 nm (Figura 7). A curva de O, foi
obtida pela conversdo dos valores de absorbancia para nanomoles de O, /min utilizando-
se a formula: [O,] = 205,49 x valor da absorbancia x volume da amostra coletada

(JOHNSTON, 1984).

"l‘ 1*”;. [} ’
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Figura 7 — Procedimento para andlise da producao de superéxido.
Fonte: Queirds-Santos (2000); Melo (2010).

Anélise da producédo de 6xido nitrico (ON)

A producdo de ON por macrofagos em cultura foi determinada segundo o
método descrito por Feder e Laskin, em 1994. Ap6s 24 horas de estimulo in vitro com
LPS (10 pg/mL), os macrofagos estimulados e ndao estimulados com LPS foram

avaliados quanto a liberacéo de ON.
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As células foram distribuidas em uma concentragio de 2 x 10° células/mL por
poco da placa tipo Falcon, em estufa, com tensdo de 5% de diéxido de carbono (CO2) a

37° C por um periodo de 24 horas.

Para quantificagdo de nitrato e nitrito, foram retirados 100uL do sobrenadante
das culturas e acrescentado 50uL do reagente de Griess (1,5% de sulfanilamida em 5%
de acido fosférico — H3PO4, 0,1% de naftiletileno diamino diidroclorito em H20).
Apo6s um repouso de 15 minutos a temperatura ambiente, realizou-se a leitura em leitor
de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico) com filtro de 550 nm (Figura 8). A concentracao
de nitrito foi calculada através de valores médios de uma curva padrdo de nitrito de

sodio (NaNOy) e os dados foram expressos em mM de nitrito/mL.

Afiiostras;,24 horas J

Estufapor 24 horas

Figura 8- Procedimento para analise da producdo de éxido nitrico.
Fonte: Queirds-Santos (2000); Melo (2010).

Construcéo da curva padrao

Para efetuar a dosagem de ON através da quantificacdo dos niveis de nitrito e

nitrato das amostras foi necessario realizar uma curva padrdo (QUADRO 1).
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Para a construcéo desta foram utilizados reagentes a base da solucéo de Nitrato
de sodio (NaNO;) 1mM (Solugdo padrdo), meio de cultura RPMI 1640 e reagente de
Griess (Solucdo de revelacdo) em volumes pré-estabelecidos conforme descricdo a

sequir:

QUADRO 1 - Construcdo de curva padrdo para dosagem de 6xido nitrico

—
c
o
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Concentracdo de NaNO, (x 10° M)
0,5
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10
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20
10 25
11 37,5
12 50
13 100
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Processo de revelacdo da curva padréo e das amostras

A determinacdo dos niveis de nitrito e nitrato da curva padrdo, assim como
daqueles liberados nas amostras experimentais foram registradas em absorbancia. A
partir da determinag&o dos valores da curva padrdo foi possivel converter os valores de
todas as amostras e assim determinar a quantidade de nitrito e nitrato liberados pelas

celulas dos animais dos diferentes grupos.
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Anadlise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo mitocondrial de 3 - [4, 5-
dimethylthiazol-2-il] -2, 5-difenil tetrazolium brometo (MTT) a cristais de formazan, tal
como descrito (AKAO Y COL. 1995). Os macrofagos alveolares foram incubados com
MTT (0,5 mg / mL) em meio completo (200 uL/poco) por 60 minutos a 37°C em 5% de
CO2. Depois desse periodo o0 meio é removido e 0 DMSO é adicionado mais etanol (em
uma proporcdo de 1:1. O sobrenadante é entdo coletado das placas de cultura a
absorbancia é lida em leitor de ELISA com filtro de 550 nm. O percentual de

viabilidade celular foi expresso pela formula:

Viabilidade celular = (Absorbéancia de células tratadas/ Absorbancia de células controle)
x 100%

Avaliacgdo do indice de aderéncia (1A)

Apbs o periodo de 1 hora das células em cultura, foram retiradas aliquotas do
sobrenadante contendo células ndo aderentes e estas adicionadas ao corante azul Tripan
na diluicdo de 1:10 e levadas para contagem das células em hemocitometro. O 1A foi

calculado através da férmula descrita por De La Fuente (1991):

IA =100 — células ndo aderidas/mL divididas por n.° inicial de células/mL x 100.



3 METODOS | 58

Obtencédo da gordura visceral

A coleta da gordura visceral foi realizada apds todo o procedimento cirdrgico de
traqueostomia e coleta do LBA. Assim, com o animal anestesiado, realizou-se uma
incisdo na regido abdominal, todos os 6rgdos deste local foram retirados, as gorduras
aderidas a estes foram separadas e somadas a gordura da regido abdominal. O total de

gordura foi entdo separado para posterior pesagem.

Andlise estatistica

Na analise dos dados foi utilizado o teste t de Student para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. Os resultados
foram representados em média + erro-padrdo. Para isto foi utilizado o Software

SigmaStart 2.0. A significancia foi definida para p<0,05.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Artigos Originais

No presente trabalho de tese, foram examinadas as conseqliéncias da obesidade
induzida pela dieta hiperlipidica sobre parametros da resposta imunoldgica ap6s
endotoxemia em ratos adultos. Dois artigos cientificos originais foram submetidos a

revistas.

O primeiro artigo “Obesity and microbicidal activity of alveolar
macrophages in adult rats”, foi submetido como artigo original & revista Nutrition. E
classificada como qualis B1 pela CAPES e possui fator de impacto igual a 2.726.

(ANEXO C)

O segundo artigo “Endotoxemia and obesity: repercussion on functional
aspects of alveolar macrophage”, foi submetido como artigo original a revista
Brazilian Journal of Medical and Biological Research é classificada como qualis A2

pela CAPES e possui fator de impacto igual a 1.150 (ANEXO D).
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of obesity on microbicidal activity through the
adhesion index, cellular viability and the oxidant activity of alveolar macrophages in
adult rats. Methods: Male Wistar rats (n=40) were divided into the following groups:
standard diet (SD) group, composed of 20 animals that received the standard diet from
our bioterium (Labina ® -Purina do Brasil S.A) and the hyperlipidic diet (HD) group,
which consisted of 20 animals that received a hypercaloric and hyperlipidic diet for 18
weeks. Bronchoalveolar lavage (BAL) of the animals was then done through
tracheostomy procedure and the adhesion index, cellular viability and superoxide and
nitric oxide dosage were evaluated from the isolated macrophages. In order to compare
the groups, the Student’s t-test was used for the parametric data and the Mann-Whitney
test for the non-parametric data. Results: The obesity induced by the hyperlipidic diet
caused a reduction in the superoxide anion production in the HD group in comparison to
the SD. Although a tendency for lower values could be seen, no relationship between
the adhesion index and cellular viability between the groups was found. Conclusions:
The decrease in the production of superoxide anion and nitric oxide by the macrophages
showed that those cells activity was compromised, thus weakening the host’s response
to an infectious process.

Keywords: Hyperlipidic diet, alveolar macrophages, nitric oxide, superoxide and

obesity
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Introduction

In the last years obesity has been prevalent, showing increasing numbers, not
only being a problem restrict to part of the population, but becoming a worldwide public
health problem. It is a chronic disease in which the positive energy balance, associated
to the adipose system, is a result of genetic factors, social environment and individual
behaviors [1,2].

Nowadays it is known that 1.6 billion people in the world have excess weight,
and approximately 400 million of those are obese. Despite the high prevalence, it is
estimated that in 2015 there will be 700 million obese people in the world [3].

Obesity has been related not only to a great variety of endocrine and metabolic
comorbidities, but also to immune system dysfunction [4]. It influences the innate and
adaptive immune responses, with an impairing tendency related to the obesity level
progression [4,5].

The immunological modifications that occur because of obesity affect the
immune response as a whole, altering the humoral immunity, mainly antibodies
secretion, cell-mediated immunity, leucocytes and lymphocytary subpopulations
recruiting and the lymphocyte proliferation response to mitogens [6].

The macrophages constitute the second bigger cell population of the immune
system, phagocytosis being their primary function and also being capable of assuming
morphologically different forms depending on their location. In the lung, the alveolar
macrophages are found, which are of great importance in the defense against

microorganisms that commonly affect people through their respiratory airways [7].
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Obesity impairs immunity, so it can also compromise the alveolar macrophages
function [8]. These cells develop an essential role in the host’s immune response to
inflammatory and infectious process, as well as in the repair process [9].

The macrophages adhesion to bacteria surfaces is the first stage of the activation
of those cells and the beginning of the immune response [10]. In the next step the
phagocytary cells destroy the bacteria using a microbicidal system that depends on
oxygen, made of lethal oxidants [11].

Once stimulated, the macrophages secrete a variety of substances, amongst them
some reactive oxygen species (ROS), nitric oxide and cytokines that have important
roles in their main functions, like bacteria deaths and immune-inflammatory response
regulation [8].

It this study the alterations caused by obesity — induced by long-period
administration of a hypercaloric and hyperlipidic diet in rats — on the function of
alveolar macrophages were verified. In this context, the objective of this study will be to
evaluate possible obesity-related modifications in the innate immune response, specially

the microbicidal activity.
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Methods

Animals and experimental groups

Male Wistar rats (n=40) with 21 days of age were used. The animals were
maintained in a temperature of 23 + 2°C, in a 12-hour light/dark cycle (with the lights
on at 6 o’clock), receiving water and rations ad libitum. This study was approved by the
Federal University of Pernambuco Animal Experimentation Committee (CEEA/UFPE)
and followed the ethical recommendations of the Brazilian Animal Experimentation
College (COBEA).

The experimental groups were divided according to the diet offered to them. The
standard diet group (SD) was fed with the bioterium standard diet: Labina ® - Purina do

Brasil S.A., whereas the hyperlipidic diet group (HD) was fed with a hyperlipidic diet.

Diets

The standard diet was made of a commercial ration for rats, which had (per
kilogram) 23.0% of proteins, 63.0% of carbohydrates and 4.0% of lipids, with 2.75
Kcal/g. The hyperlipidic diet consisted of a mix of hypercaloric food, containing
Labina, roasted peanuts, milk chocolate and cornstarch cookies, on a 3:2:2:1 ratio,
respectively, with 17.93% proteins, 47.18% carbohydrates, 24.50% lipids with 4.81

Kcal/g. These ingredients were milled, mixed and offered in the form of pellets.
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Body weight

The animals’ body weight was registered using an electronic digital scale (Marte

S-4000) with capacity for 4000g and sensitivity of 0.1g.

Food consumption and caloric intake

Food consumption for each animal was assessed on a daily basis and calculated
through the difference between the amounts of given and rejected food. Caloric
consumption was identified based on the daily food consumption and the amount of

calories in each diet.

Bronchoalveolar lavage (BAL)

The bronchoalveolar lavage was done according to the technique described by
De Castro et al. [13]. The animals were anesthetized with a solution of 0.5% chloralose
and 12.5% uretana, 1mL/100g (intraperitoneal). In the tracheostomy procedure a plastic
cannula was inserted, attached to a syringe containing 0.9% NaCl. Various aliquots
were injected and collected in tubes (falcon, Sigma). Approximately 30mL BAL per
animal was obtained.

The bronchoalveolar lavage was centrifuged at 1500 rpm during 15 minutes.
The resulting precipitated was resuspended in a culture medium (RPMI 1640, Gibco®-
Invitrogen Corporation), supplemented with fetal bovine serum (3%, Gibco®-Invitrogen

Corporation) and antibiotics (penicillin 200U/mL and streptomycin 100ug/mL).
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Culture of alveolar macrophages

The alveolar macrophages were cultivated as described by De Castro et al. [13].
The cells were resuspended in RPMI-1640 culture medium (Sigma® Chemical
Company, St. Louis, MO), supplemented with 10% fetal bovine serum, 100U/mL
penicillin and 100 mg/mL streptomycin. The alveolar macrophages were then
transferred to Falcon™ 6-well 35mm culture plates, 2mL of the suspension in a 2.0 x
10° cells for 2mL of medium being dispensed in each well. The cells that did not adhere

were removed with RPMI 1640.

Measurement of superoxide

The superoxide anion was induced by the addition of Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA, Sigma®) in a 2pug/mL Hanks solution (HBSS Ginco®-Invitrogen
Corporation). Two discontinuous analysis systems were prepared, with 1 evaluation
each hour, for a total period of 2 hours. The specificity of the assay was guaranteed by
the addition of superoxide dismutase (SOD) of bovine erythrocytes (Sigma® -)
containing 3000 U/mg of protein in final solution of 3mg/mL of distilled water.
Macrophages in culture were used in order to prepare these systems (2x10° cells per
2mL of RPMI 1640), 29 mL of SOD being added to one of them. The systems were
maintained in a greenhouse at 37°C, with humid atmosphere, 5% of CO, for 10 minutes
(SOD activation). Cytochrome c type 1V of mitochondria from the heart of a horse
(30mg/mL in HBSS, 2.4x10°° M Sigma®) was added to the cells in order to quantify the

O, formation.
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Samples were extracted from each system, the first aliquot corresponding to time
“zero” and the subsequential samples were collected on regular time intervals.
Spectrophotometric measurements were done on 550nm in order to determine the
degree of cytochrome c reduction of the supernatants. The O,- curve was obtained by
the conversion of the absorbance values to O,-/min nanomoles, using the formula: [O;]

= 205.49 x absorbance value x collected sample volume [14].

Nitric oxide (NO) assay

The nitric oxide liberation was measured through Griess Reaction colorimetric
quantitative assay. The production of nitric oxide was determined by macrophages
supernatant culture, according to the method described by Feder and Laskin [15]. After
24 hours of in vitro stimulus with LPS (10 pg/mL), the macrophages — both the
stimulated and the non-stimulated with LPS — were evaluated for NO liberation. The

absorbance of the azochromophore was measured at 550 nm.

Cell viability assay

Cellular viability was evaluated through mitochondrial reduction of 3 - [4, 5-
dimethylthiazol-2-il] -2, 5-difeniltetrazolium brometo (MTT) to formazan crystals, as
described by AKAO et al. [16]. The alveolar macrophages were incubated with MTT
(0.5 mg/mL) in complete medium (200 pl/well) for 60 minutes at 37°C in 5% of CO..
After this period the medium is removed and DMSO with ethanol are added ina 1:1
ratio, in 200 mL of volume. The supernatant is then collected from the culture plates

and the absorbance is read in a ELISA reader with 550 nm filter. The cell viability
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percentage is expressed by the formula: Cell viability = (Treated cells

absorbance/Control cells absorbance) x 100%.

Adhesion index (Al)

The adhesion index evaluation is done 1 hour after the macrophages culture.
Supernatant aliquots are extracted for non-adherent cells counting in 1/10 trypan blue
dilutions, being read and counted in a hemocytometer right after. |A was calculated by
using the formula described by De La Fuente et al. [17]: 1A = 100 — non-adherent

cells/mL x 100/initial number of cells/mL.

Visceral fat

Visceral fat was collected after the tracheostomy surgical procedure and BAL.
With the animal anesthetized, an incision on the abdominal region was done, all the
organs were extracted, the fat attached to these organs was separated, summed up to the

abdominal fat and put away for posterior weighting.

Statistical analysis

In order to compare the groups, Student’s t-test was used for parametric data and

the Mann-Whitney test for the non-parametric. Significance level was defined as

p<0.05. The analysis of data was performed using sigma Stat 2.0 software.
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Results

After 18 weeks of diet administration the animals that received hyperlipidic diet
(HD) showed significant body weight increase in relation to the rats that fed on standard
diet (SD). Figure 1 shows body weight gain of the rats during the entire period of diet
administration. As expected, body weight of the rats from the HD group was higher
than of the rats from the SD group (SD=383.80 + 12.86 g; HD=437.45 + 8.15;
p=0.009).

Regarding food consumption, a significant reduction in the HD group was
observed, in comparison to the SD group. Calorie intake, however, was 12.75 Kcal
higher in the HD (Tablel).

The consumption of high fat diet increased the amount of visceral fat, this study
found three times more visceral fat in the HD group (14.5 + 0.8;) compared to SD (4.8
+ 0.3) (Figure 2).

The adherence index was expressed in percentage (%). In spite of the fact that
the HD group showed lower values, there was no significant difference between the
groups (SD=93.64 + 1.30%; HD= 88.10 + 2.14%) (Figure 3).

Even if there was a tendency to reduction in alveolar macrophages viability in
the HD group when compared to the SD group (Figure 4), it was observed that at least
80% of the cells were viable.

Superoxide production in the macrophages culture supernatant showed reduced
(p=0.001) in HD group animals in relation to the SD animals 2h after the macrophages
stimulation with PMA. At the first hour there was a difference in superoxide liberation

between the groups (SD=0.94 + 0.07 e HD = 0.65 + 0.01; p<0.001). At the second hour,
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the superoxide liberation remained unchanged when comparing the groups (SD=1.18 +
0.09), being higher on the HD group (0.93 + 0.08, p<0.001) (Figure 5).

In the supernatant with macrophages culture that was not stimulated with in vitro
LPS no reduction in the NO production was seen on the HD group, when compared to
the SD group (SD=5.77 + 0.28; HD=5.19 £ 0.32). In the supernatant from the
macrophages culture stimulated with in vitro LPS there was a reduction (p> 0.05) in the
production of NO in the HD animals when compared to the SD group (SD=8.14 £+ 0.34;

HD= 6.57+ 0.49, p=0.027) (Figure 6).
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Discussion

Obesity is associated with immune system compromising. Clinical findings
point out to a higher susceptibility of obese individuals to the development of infectious
diseases and cancer (24, 25).

Hyperlipidic and hypercaloric diets have been used with success to reproduce
experimental models of obesity. Some studies demonstrated that rats that underwent
palatable hyperlipidic diet showed, from three weeks on, an increase in retroperitoneal
and epididymal adipose tissue quantity [18]. In this research it was possible to observe
that rats that underwent hypercaloric and hyperlipidic diet for a prolonged time showed
higher weight gain, in comparison to rats that received standard diet.

The results related to the effects of the diet on body weight are divergent in
literature. This fact can be explained by the different periods of diet consumption and
types of ingredients used in its making [18, 19].

Some authors found results similar to ours, like body weight gain in rats that fed
on hyperlipidic diet [18, 20-22]. Some other studies, however, presented decrease in
body weight in the group fed with hyperlipidic diet [12, 23].

About food consumption, it was seen that the HD group ingested less ration (in
grams). But, when calculating these values according to the ingested energy density
(Kcal/day), it could be seen that daily caloric consumption was still higher than that
from the HD group. There is divergence between the results of different works found in
literature, fact that can be due to the period the rats maintained in an established diet and
the right moment of the beginning of the treatment [24, 25]. Confirming this study,
Kretschmer et al. [26] showed a reduction in ration consumption in animals that

received a diet fat-rich diet.
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Even showing lower food consumption, it was observed that hyperlipidic diet
significantly increased the visceral fat quantity, so that three times more fat was found
in the HD group. This visceral adipose system increase in rats from group HD is an
important finding, as the abdominal fat has been reported by some authors to be a
determinant factor for developing insulin resistance [27, 28]. Previous studiess also
showed the hyperlipidic diet efficiency in increasing body weight [12, 18, 20, 29, 30].

The increase in visceral fat induced by the consumption of hyperlipidic ration is
frequently exacerbated by the developing of a hyperphagic behavior, which is defined
as excessive energy intake increase, not necessarily by the increase in consumed ration
[31-33].

There are evidences that the higher body fat increase is due to the consumption
of hypercaloric and hyperlipidic diets and may be associated to a higher efficiency to
induce weight gain per kilogram of consumed ration. This means that the consumption
of this kind of food predisposes the organism to positive energy balance and to lipid
deposition on tissues, especially on adipose tissue [34-36].

Womack et al. [37] described that the immunologic processes involved in
defending the organism are strongly compromised by the nutritional state. The
immunologic repercussions — and the complex interaction between them — may, in a
certain way, alter the obese individual’s immune response [38]. Besides, there are
evidences that demonstrate a connection between adipose system and
immunocompetent cells. This interaction is well characterized in obesity, as studies
demonstrate the influence of excess adiposity on immune function in genetically obese
humans and rats [39].

In general, clinical and epidemiological data reinforce the evidence that the

incidence and severity of specific types of infectious diseases are higher in obese
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patients, when compared to slim individuals, together with the occurrence of weak
antigen response in overweight individuals [4]. Moreover, the simple adoption of a fat-
rich diet is enough to promote a partial impairment of the immune response, and
increasing infection risk [40].

There are not, in literature, researches correlating obesity with adhesion index.
From the results obtained, it was demonstrated that obese animals showed a tendency to
lower adhesion indices when compared to control animals.

Considering that adhesion capacity is an essential cell functionality, as it is the
first step in the phagocytic process [10, 17, 41], we observed that it is impaired in this
obesity model.

Measuring oxidant substances produced by macrophages is considered a sensible
and convenient way to evaluate their function [42, 43]. In order to quantify the liberated
superoxide from macrophages in culture, the phorbol 12-myristate 13-acetate (or PMA)
was used as a stimulus. This product works via protein kinase C and unleashes a
respiratory explosion. This stimulus may generate other reactive radicals, thus the
specificity of superoxide production occurs through the usage of SOD as negative
control [43].

In this study, it was demonstrated that obesity caused a reduction in superoxide
production in adult animals. De la Puerta et al. [8] also showed in their study a
reduction in superoxide production by macrophages in obese animals. Besides that, our
results disagree with other animal model experimental studies, in which has been
described that a lipid-rich diet caused an increase in superoxide production [44]. These
different results may be justified by the different types of diet used, feeding time and

animals’ age.
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In this study, superoxide production in alveolar macrophages supernatant culture
grew from the first to the 1% to the 2" hour of incubation in all of the groups evaluated.
This increase is justified by previous studies about the kinetics of liberation of this
radical [45].

As happened to superoxide synthesis, obesity also impaired the liberation of
nitric oxide (NO) from the alveolar macrophages culture [46].

The NO production is one of the fastest and most effective in the defense against
infections [47]. The macrophages of obese rats showed a reduction in the synthesis of
NO when compared to control animals. It can thus be observed that the NO production
was weakened by the usage of hyperlipidic diet. Previous studies also showed a
reduction in the nitric oxide production in rats fed with HD ration [47, 48].

A reduction of the alveolar macrophages functionality may partially explain the
immune compromising observed in obese rats. This fact is of extreme importance, as
there is a worldwide tendency for dietary pattern evolution (Western dietary pattern)
and the increase in the proportion of obese [49].

Clinical and epidemiologic studies showed that the incidence and the gravity of
infectious diseases are higher in obese individuals [48-51]. It was evidenced that in this
study the macrophages function presented itself significantly reduced in the obese
animals. Because of this impairment of the immunologic response, obesity is seen as a

worrying reason.
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Conclusions

We could observe that the administration of a hyperlipidic diet caused an
impairment of some functions of the innate immune system. The decrease in alveolar
macrophages nitric oxide and superoxide anion production in response to obesity shows
that it reduces the oxidant activity and, consequently, damages immune response. The
results obtained fortify the hypothesis that obesity reduces alveolar macrophages

capacity in order to elaborate an adequate microbicidal response.
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Table 1 - Food consumption and caloric intake

GROUPS Food consumption caloric intake
SD 22,0+ 3,2 59,4 + 3,49
HD 15,0+ 1,4* 72,15 +2,78*

SD, standard diet group); HD, hyperlipidic diet group
Data are expressed as mean + SE.
* p <0.05 in the comparison between the SD and HD groups.
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Legends for the figures

Figure 1 — Evolution of body weight in rats that underwent standard diet or hypercaloric
diet during 18 weeks. Data are expressed as mean+ SEM. * p <0.05 in the comparison

between the SD and HD groups.

Figure 2 — Visceral fat after 18 weeks consuming their specific diets. Data are expressed

by mean + SEM. * p <0.05 in the comparison between the SD and HD groups.

Figure 3 — Adhesion index for alveolar macrophages. Data are expressed as mean +

SEM. * p <0.05 in the comparison between the groups.

Figure 4 — Alveolar macrophages availability. Data are expressed as mean =+ SEM * p

<0,05 in the comparison between groups.

Figure 5 — Superoxide production after the stimulation with PMA. The superoxide was
measured in alveolar macrophages culture supernatant at 1h and 2h periods. Data are

expressed as mean £ SEM. * p <0.05 when comparing the SD and HD groups.

Figure 6 — oxide nitric production in alveolar macrophages culture supernatant. Data are

expressed as mean £ SEM. * p <0.05 when comparing the SD and HD groups.
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Abstract

This study investigated tthe effect of obesity on endotoxemia on the functional aspects
of alveolar macrophages in adult rats. Male Wistar rats (N=40) were divided in two
groups: standard diet (SD) group, composed of 20 animals that received the standard
diet from the bioterium (Labina ® -Purina do Brasil S/A) and hyperlipidic diet group
(HD), which consisted of 20 animals that received a hypercaloric and hyperlipidic diet
during 18 weeks. After this period, the groups were subdivided into endotoxemic (SDE
and HDE) and non-endotoxemic (SD and HD). In order to obtain the endotoxemic
groups, the animals received an intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (1mg/Kg
of body weight). The tracheostomy procedure was then done in order to obtain the
bronchoalveolar lavage. From the macrophages isolated from this lavage, total and
differential leukocyte count were done, as well as the evaluation of adhesion index,
cellular viability and superoxide and nitric oxide (NO) produced by the isolated cells.
Obesity induced by hyperlipidic diet associated with endotoxemia states caused a
reduction in the macrophages production of superoxide anion. Alteration to the nitric
oxide production also occurred between the groups. Endotoxemia caused an increase in
NO production; obesity, on the other hand, caused the reduction of this production.
Even with the tendency to lower values, there was no alteration to the adhesion index
and cellular viability between the groups. A decrease in the oxidizing function of
alveolar macrophages in response to obesity associated with endotoxemia shows

immune response compromise when facing an infectious process.

Key words: reactive oxygen species, immunity, obesity, endotoxemia, rats.
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Introduction

The acute endotoxemia manifestations are caused by high blood endotoxin
levels that result in a stereotyped inflammatory reaction with endothelial injury (1).
Homeostatic imbalance may occur, as well as metabolic blockage in many organs, with
a final outcome of multiple organ dysfunction syndrome and death in the majority of
cases (2-3).

Chemotaxis produced by tissue injury focus attracts blood cells. Amongst them,
neutrophils are of the highest number, followed by monocytes, which differentiate into
macrophages in the tissues. These cells have the capacity to internalize inert particles,
altered cells, microorganisms and parasites within the host (4).

The inflammatory response is generally caused by the action of components
from the bacteria walls, like lipopolysaccharides (LPS) (from the gram-negative
bacteria) or theicoic acid (from the gram-positive) (5-7).

Cell stimulation with LPS, either in vivo or in vitro, promote the liberation of
various substances, including cytokines, prostaglandins, nitric oxide (NO), superoxide
anion and pro-coagulative factors (8-10).

The parenteral administration of LPS mimics the generalized defense reaction of
the organism to infections, fever, anorexia and acute-phase protein induction in the liver
(11). It also induces blood leucocyte migration to the infectious/inflammatory site.
Lungs are very sensitive to the effects of LPS, followed by the liver, intestine and
kidneys (12). The application of LPS therefore works as an adequate model for studying
the physiological alterations during bacterial infections, as it reproduces many of the

clinical symptoms observed in patients with gram-negative bacteria septicemia (13).
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According to Conway and René (14), obesity may debilitate the organism,
completely modifying some vital functions like cardiac, pulmonary, endocrine and
immune.

The immunological modifications that occur due to obesity affect the immune
response as a whole, altering both humoral (mainly the antibodies secretion) and cell-
mediated (specially the recruiting of leucocytes and lymphocytary subpopulations)
immunity, as well as the proliferation of lymphocytes in response to mitogens (15).

Even having the studies exhaustively proved the proinflammatory reaction in
conditions like obesity, insulin resistance and atherosclerosis, there are evidences that
obese individuals show impairment of innate immune response, including the
inflammatory response, when facing an infectious process (16,17).

Pathogen recognition and the consequent secretion of inflammatory mediators
by the innate immune system cells are critical factors for the elaboration of an effective
inflammatory response with consequent pathogen elimination. Dysfunctions in the
inflammatory response of innate immunity cells may thus increase the risk and the
gravity of infections (16).

The objective of this study will be to verify immunological modifications that
may be related to endotoxemia and obesity, analyzing a innate immune response.
Considering that the lung is the first organ to be hit by the endotoxemia, it turns out to
be of extremely importance the realization of experimental works aiming to investigate

the alveolar macrophages functions in this condition.
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Methods

Animals and experimental groups

Male Wistar rats (n=40) with 21 days of age were used. The animals were
maintained in a temperature of 23 + 2°C, in a 12-hour light/dark cycle (with the lights
on at 6 o’clock), receiving water and rations ad libitum. This study was approved by the
Federal University of Pernambuco Animal Experimentation Committee (CEEA/UFPE)
and followed the ethical recommendations of the Brazilian Animal Experimentation
College (COBEA).

The experimental groups were divided according to the diet offered to them. The
standard diet group (SD) was fed with the bioterium standard diet: Labina ® - Purina do
Brasil S.A. (n=20), whereas the hyperlipidic diet group (HD) was fed with a
hyperlipidic diet (n=20).

After 18 weeks of consumption of the diet, when the animals were with 147 days
of age, half the rats in each group were subdivided into endotoxemic and non-
endotoxemic. To obtain the endotoxemic groups, animals received intraperitoneal
injection of LPS (Escherichia coli serotype, 055: B5, Sigma), at a dose of 1mg/kg body
weight. The other groups received the same way, 0.9% NaCl. Twenty-four hours after

LPS administration was collected bronchoalveolar lavage (BAL) of study animals.

Diets

The standard diet was made of a commercial ration for rats, which had (per

kilogram) 23.0% of proteins, 63.0% of carbohydrates and 4.0% of lipids, with 2.75
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Kcal/g. The hyperlipidic diet consisted of a mix of hypercaloric food, containing
Labina®, roasted peanuts, milk chocolate and cornstarch cookies, on a 3:2:2:1 ratio,
respectively, with 17.93% proteins, 47.18% carbohydrates, 24.50% lipids with 4.81

Kcal/g. These ingredients were milled, mixed and offered in the form of pellets.

Body weight

The animals’ body weight was registered using an electronic digital scale (Marte

S-4000) with capacity for 40009 and sensitivity of 0.1g.

Total and differential leukocyte count in blood

The tips of the tails of anesthetized animals were cut with a scalpel, and 0.2 mL of
blood was collected in glass tubes containing 3% EDTA. Total leukocyte counting was
done in a Neubauer counting chamber. The differential counting was done using blood

smear slides, with the same methodology as that for Bronchoalveolar lavage (BAL).

Bronchoalveolar lavage

The Bronchoalveolar lavage was done according to the technique described by De
Castro et al. [19]. The animals were anesthetized with a solution of 0.5% chloralose and
12.5% uretana, 1mL/100g (intraperitoneal). In the tracheostomy procedure a plastic
cannula was inserted, attached to a syringe containing 0.9% NaCl. Various aliquots
were injected and collected in tubes (falcon, Sigma). Approximately 30mL BAL per

animal was obtained.
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The bronchoalveolar lavage was centrifuged at 1500 rpm during 15 minutes.
The resulting precipitated was resuspended in a culture medium (RPMI 1640, Gibco®-
Invitrogen Corporation), supplemented with fetal bovine serum (3%, Gibco®-Invitrogen
Corporation) and antibiotics (penicillin 200U/mL and streptomycin 100ug/mL, Sigma-

Aldrich, SP Brasil).

Total and differential leukocyte count in bronchoalveolar lavage fluid

The total leukocyte count in the BAL fluid was analyzed in a Neubauer counting
chamber connected to a light microscope. The samples were diluted 1:20 in 3% glacial
acetic acid and methylene blue.

For differential leukocyte counting in the BAL fluid, slides were made using
samples that were diluted in 0.9% NaCl and cytocentrifuged. The slides were fixed,
stained (Kit Panotico Rapido LB — Laborclin Ltda ®), and examined using a light
microscope equipped with an immersion lens. The different types of white globules

were quantified by an electronic counter.

Culture of alveolar macrophages

The alveolar macrophages were cultivated as described by De Castro et al. [19].
The cells were resuspended in RPMI-1640 culture medium (Sigma® Chemical
Company, St. Louis, MO), supplemented with 10% fetal bovine serum, 100U/mL
penicillin and 100 mg/mL streptomycin. The alveolar macrophages were then

transferred to Falcon™ 6-well 35mm culture plates, 2mL of the suspension in a 2.0 x
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10° cells for 2mL of medium being dispensed in each well. The cells that did not adhere

were removed with RPMI 1640.

Measurement of superoxide

The superoxide anion was induced by the addition of Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA, Sigma®) in a 2pug/mL Hanks solution (HBSS Ginco®-Invitrogen
Corporation). Two discontinuous analysis systems were prepared, with 1 evaluation
each hour, for a total period of 2 hours. The specificity of the assay was guaranteed by
the addition of superoxide dismutase (SOD) of bovine erythrocytes (Sigma®) containing
3000 U/mg of protein in final solution of 3mg/mL of distilled water. Macrophages in
culture were used in order to prepare these systems (2x10° cells per 2mL of RPMI
1640), 29 mL of SOD being added to one of them. The systems were maintained in a
greenhouse at 37°C, with humid atmosphere, 5% of CO, for 10 minutes (SOD
activation). Cytochrome c type IV of mitochondria from the heart of a horse (30mg/mL
in HBSS, 2.4x10°° M Sigma®) was added to the cells in order to quantify the O,
formation.

Samples were extracted from each system, the first aliquot corresponding to time
“zero” and the subsequential samples were collected on regular time intervals.
Spectrophotometric measurements were done on 550nm in order to determine the
degree of cytochrome c reduction of the supernatants. The O,- curve was obtained by
the conversion of the absorbance values to O,-/min nanomoles, using the formula: [O,]

= 205.49 x absorbance value x collected sample volume [20].
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Nitric oxide (NO) assay

Nitric oxide liberation was measured through Griess Reaction colorimetric
quantitative assay. The production of NO was determined by macrophages supernatant
culture, according to the method described by Feder and Laskin [21]. After 24 hours of
in vitro stimulus with LPS (10 pg/mL), the macrophages — both the stimulated and the
non-stimulated with LPS — were evaluated for NO liberation. The absorbance of the

azochromophore was measured at 550 nm.

Cell viability assay

Cellular viability was evaluated through mitochondrial reduction of 3 - [4, 5-
dimethylthiazol-2-il] -2, 5-difeniltetrazolium brometo (MTT) to formazan crystals, as
described by AKAO et al. (22). The alveolar macrophages were incubated with MTT
(0.5 mg/mL) in complete medium (200 pl/well) for 60 minutes at 37°C in 5% of CO..
After this period the medium is removed and DMSO with ethanol are added ina 1:1
ratio, in 200 mL of volume. The supernatant is then collected from the culture plates
and the absorbance is read in a ELISA reader with 550 nm filter. The cell viability
percentage is expressed by the formula: Cell viability = (Treated cells

absorbance/Control cells absorbance) x 100%.

Adhesion index (Al)

The adhesion index evaluation is done 1 hour after the macrophages culture.

Supernatant aliquots are extracted for non-adherent cells counting in 1/10 trypan blue



4 RESULTADOS | 106

dilutions, being read and counted in a hemocytometer right after. The adhesion index
was calculated by using the formula described by De La Fuente et al. (23): IA =100 —

non-adherent cells/mL x 100/initial number of cells/mL.

Statistical analysis

In order to compare the groups, Student’s t-test was used for parametric data and

the Mann-Whitney test for the non-parametric. Significance level was defined as

p<0.05. The analysis of data was performed using sigma Stat 2.0 software.
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Results

After 18 weeks of diet administration, the animals that received the hyperlipidic
diet (HD) showed body weight difference in comparison to the ones that fed on standard
diet (SD). Figure 1 shows the body weight gain of the rats in the final period of diet
administration. The weight of the rats from the HD group was higher than of the rats
from the SD group (SD=383.80 + 12.86 g; HD=437.45 + 8.15; p=0.009).

The comparison between the SD and HD groups showed no statistical difference
significant, SD = 11.8 £ 1.5; DH = 8.2 + 1.1, despite the tendency of the obese lower
values of leukocytes. The group that received standard diet and was gone to Submit
endotoxemia had significantly higher total number of leukocytes in relation to the HD
group, an increase which reached 30%. SDE = 19.6 + 3.1 (P =0.035), HDE = 13.9 £ 2.0.

In relation to neutrophils, groups receiving LPS exhibited greater absolute
number of these cells, both fed on standard diet and those fed a diet rich in lipids. In
comparing these two groups endotoxemic, the increase resulting infection was
significantly lower in the obese group. However, when compare the two groups who did
not receive LPS (SD and HD), no significant difference (Table 1).

As for the total leukocytes number in the LBA, there was no difference between
the groups, but the HD group showed higher values (SD=107.5 + 3.8; HD=120.0 £
7.3). The endotoxemia caused an increase in the total leukocytes number in both groups
(SDE=154.5 £ 18.9; HDE=177.5 £ 9.5).

Endotoxemia also produced an increase in macrophages on both groups (SD=
98.0 £3.2 and SDE= 139.0+ 11.2; p= 0.014; HD=93.0 6.2 and HDE= 137.0£6.7; p=

0.001).
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The number of neutrophils also increased in the endotoxemia groups when
compared to their controls (SD= 7.0 £1.2 e SDE= 29.0+ 3.2; p= 0.001; and HD= 14.0
+4.4 e HDE= 29.0£3.9; p=0.001). In relation to the groups that did not receive LPS, the
HD group showed a significant increase in neutrophils number in comparison to the SD
group (p=0.028) (Table 2).

In all of the studied groups it was observed that at least 80% of the cells
remained viable. The adhesion index was expressed in percentage (%). Even with the
tendency to lower values in the obesity groups, there was no significant difference
between the groups (SD=93.64 £ 1.30; SDE=94.11+ 1.80; HD=88.10 + 2.14; HDE=
92.33£1.42) (Figure 2).

The superoxide production in macrophages culture supernatant was reduced
(P=0.001) in HD animals in relation to the SD animals, 2 hours after the macrophages
stimulus with PMA. At the first hour, there was a difference in superoxide liberation
between the groups (SD=0.94 + 0.72 and HD = 0.65 + 0.10, p=0.036). On the second
hour, superoxide liberation continued altered when comparing the groups, being higher
in the HD group (SD=1.18 + 0.09; HD= 0.93 + 0.08, p=0.0023).

Endotoxemia only caused an increased superoxide production in the SDE group,
in comparison to the SD group at the first hour (SD=0.94 + 0.72 and SDE = 1.29 + 0.17,
p=0.042) and this increase persisted on the second hour (SD=1.18 + 0.09 and SDE =
1.74 + 0.22, p=0.031). Amongst the endotoxemic groups, the HDE (0.90+0.08) showed
reduced values in comparison to the SDE (1.29 + 0.17) at the first hour — this reduction
also continuing on the second hour (HDE=1.33 + 0.06 and SDE = 1.74 + 0.22, p=0.004)
(Figure 3).

In the non-stimulated (with LPS in vitro) macrophages culture supernatant there

was an alteration in the endotoxemic animals NO production, a higher production
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occurring in the SDE (7.35 + 0.87) group in relation to the SD (5.77 + 0.28) group,
p=0.031. On the other hand, we could observe in the HDE group a reduction in the NO
production (HD=5.19 + 0.32 and HDE = 4.23 + 0.24, p=0.030).

In the macrophages culture supernatant stimulated with LPS in vitro there was a
reduction (p>0.05) in the NO production in the HD animals when compared to the SD
(SD =8.14 + 0.34; HD= 6.57+ 0.49, p= 0.011). We could also observe a higher
production in the SDE (10.38 £ 0.80) group when compared to the SD (8.16 + 0.34)

group (Table 3).
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Discussion

Obesity is associated with immune system compromising. Clinical findings
point out to a higher susceptibility of obese individuals to the development of infectious
diseases and cancer (24,25).

Hyperlipidic and hypercaloric diets have been used with success to reproduce
experimental models of obesity. Some studies demonstrated that rats that underwent
palatable hyperlipidic diet showed, from three weeks on, an increase in retroperitoneal
and epididymal adipose tissue quantity (26). In this research it was possible to observe
that rats that underwent hypercaloric and hyperlipidic diet for a prolonged time showed
higher weight gain, in comparison to rats that received standard diet.

Some authors found results similar to ours, like body weight gain in rats that fed
on hyperlipidic diet (26, 29, 30). Some other studies, however, presented decrease in
body weight in the group fed with hyperlipidic diet (18, 31).

There is divergence between the results of different works found in literature,
fact that can be due to the period the rats maintained in an established diet and the right
moment of the beginning of the treatment (26, 27).

The immunological processes involved in the organism defense are affected by
nutritional state (28). According to Alves (29), the immunological repercussions added
to the complex interaction between them may induce the obese organism to modify its
immune response, both innate and acquired. Along with that, evidences of studies with
animals defend that fat-rich diets, particularly saturated fat, impairs that response by
affecting the immune cells (macrophages, dendritic cells and T lymphocytes) activity

(30).
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At the present moment, however, few studies evaluated the lung inflammatory
response in obese animals. Based on the existing data in literature it can be said that our
research is one of the existing few that evaluate diet-induced obesity in rats that
underwent endotoxemia.

Studies have shown that macrophages and neutrophils contribute to the
physiopathology of the lung lesion induced by the LPS (4,31). The macrophages are
normally present in the tissues and the neutrophils, in response to LPS stimulus, migrate
to the lungs (5).

Even though recent data demonstrated that the hyperlipidic ration consumption
results in higher persistence and graveness of bacterial infections and that this is
associated with alveolar macrophages inflammatory response suppression (32), there are
few studies at the moment evaluating the obesity effect induced by the utilization of this
kind of diet on the function of these cells in endotoxemia conditions.

The measurement of oxidant substances produced by macrophages is considered
a sensitive and convenient way of evaluating its function (33,34). In order to quantify
the superoxide produced by the alveolar macrophages in culture, Phorbol 12-myristate
13-acetate (or PMA) was used as a stimulus. This product works as an antigenic
stimulus, as it activates the NADPH oxidase via protein kinase C and unleashes a
respiratory explosion. This stimulus may generate other reactive radicals, so that the
specificity of the superoxide production is done through the utilization of superoxide
dismutase (SOD) as a negative control (34).

In this study it was demonstrated that obesity induced a reduction in the
superoxide production in adult animals. De la Puerta et al. (35) also demonstrated in
their study a reduction in the superoxide production by macrophages in obese animals.

Besides that, our results disagree with data from other experimental researches
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describing that a lipid-rich diet caused an increase in superoxide production (36). Those
different results may be justified by the utilization of different diets, feeding time and
the animals’ age.

In this study, the superoxide production in alveolar macrophages culture
supernatant grew higher from the 1% to the 2" hour of incubation in all of the evaluated
groups. This increase is justified by previous studies about the liberation kinetics for
this radical (34).

Endotoxemia caused an increase in the O, production and this increase was less
strong in the obese groups, therefore demonstrating that diet-induced obesity resulted in
impaired microbicidal function of alveolar macrophages. As a consequence, these
macrophages from obese animals did not respond with the same intensity or in the same
way of those originated from normal animals, thus favoring the development of
infectious processes.

The NO increase in the endotoxemia models induced by LPS is related to the
organism response when facing this stimulus (37). In our study the nitrite dosages in the
alveolar macrophages culture occurred 24 hours after the injection of LPS. According to
Tracey et al. (38), the nitric oxide production in endotoxemia is significantly increased
in murino model after 20 hours of LPS injection and is related to the increase in the
inducible NO (iNOS) enzyme expression.

Obesity also caused a reduction in the NO production in the alveolar
macrophages culture. The produced NO is one of the most efficient and fastest defense
mechanisms against infections (39). The macrophages from obese rats showed a
reduction in NO synthesis when compared to control animals. It can therefore be

observed that the NO production was impaired by the utilization of hyperlipidic diet.
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Previous studies also found a reduction in the nitric oxide production in rats that fed on
hyperlipidic ration (39,40).

There are not, in literature, researches relating obesity to the adhesion index. The
results obtained in this study demonstrated that the animals from the obese groups had a
tendency to lower adhesion indexes when compared to control animals. Considering
that the adhesion capacity is an essential cellular function, as it is the first step in the
phagocytosis process (23,40), we observed that it was impaired in this obesity model.

These results suggest that hyperlipidic ration consumption may harm the
microbicidal capacity of alveolar macrophages in response to bacterial products stimuli
and, consequently, to elaborate an adequate inflammatory response. Along with that, the
productions of NO and O2- are fast and efficient mechanisms in the defense against
infections. This reduction in macrophages functionality is even more impaired when

obesity is associated with endotoxemia situations.
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Conclusions

In our experimental conditions, obesity induced by hyperlipidic and hypercaloric
diet compromises some phagocytic functions. Reduction in the nitric oxide and
superoxide anion production by alveolar macrophages in response to obesity
demonstrates the oxidant activity impairment in these cells. This decrease in alveolar
macrophages microbicidal capacity and the evidence that this state worsens when in an
endotoxemia situation result in inadequate immune response when facing pathogenic

microorganisms and their products with consequent damage from infectious processes.
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Table 1

Table 1 — Total and differential leukocytes number in the blood.

Total Monocytes Neutrophilis
GRUPOS leukocytes
3 5 Absolute values Relative values Absolute values Relative values
(10°/mm?) 2 . 5 "
(10°/mm?) (%) (10°/mm?) (%)
SD 11.8 £1.5 0.85+£0.22 6.3 2.4+ 0.27 223
SDE 19.6 £3.1%* 0.81 £0.24 4.1 11.16 £2.29%* 544
HD 8.2+1.1 048 £0.14 5.4 2.74 £0.46 31.8
HDE 13.9£2.0 0.47 £0.09 3.9 9.13%%& 1.9%* 62.4

Data are expressed as mean + SEM.

*p <0,05 in the comparison between the SD and HD groups.
**p <0,05 in the comparison between the SD and SDE groups
*** n <0,05 in the comparison between the HD and HDE groups.
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Table 2

Table 2 — Total and differential leukocytes number in the BAL

Total Macrophage Neutrophilis
GRUPOS leukocytes
3 5 Absolute values Relative values Absolute values Relative values
(10°/mm?) 2 ” 5 "
(10°/mm?) (%) (10°/mm?) (%)
SD 107.5£3.8 98 £3.2 91.0 7:0%:1:2% 6.0
SDE 154.5 £ 18.9% 139 £ 11.2% 80.0 29.0+3.2 17.0
HD 120.0 £ 7.3 93 +£6.2 78.0 9.0 £ 4 4%** 16.0
HDE 177:5:'£9.5%* 137 £6:T%* 78.0 29.0 £3.9** 16.0

Data are expressed as mean + SEM.

*p <0,05 in the comparison between the SD and HD groups.
**p <0,05 in the comparison between the SD and SDE groups
*** n <0,05 in the comparison between the HD and HDE groups.
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Figure 2
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Table 3

Table 3 — Nitric oxide production in culture supernatants of alveolar macrophages.

Groups NO production NO production
non-stimulated with LPS (mM/mL) stimulated with LPS (mM/mL)
SD 5,77+0,28 8,14 £ 0,34
SDE 7,35+ 0,87** 10,38 + 0,80**
HD 5,19+0,32 6,57+ 0,49*
HDE 4,23 + 0,24*** 6,20 £ 0,57

Data are expressed as mean £ SEM.

*p <0,05 in the comparison between the SD and HD groups.
**p <0,05 in the comparison between the SD and SDE groups
***p <0,05 in the comparison between the HD and HDE groups.
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Legends for the figures

Figure 1 — Effect of high-fat diet on body weight after 18 weeks of consumption of the
respective diets. Data are expressed as mean = SEM. * p <0.05 in the comparison

between the SD and HD groups.

Figure 2— Adhesion index for alveolar macrophages. Data are expressed as mean +

SEM. * p <0.05 in the comparison between the groups.

Figure 3 — Superoxide production after the stimulation with PMA. The superoxide was
measured in alveolar macrophages culture supernatant at 1h and 2h periods. Data are
expressed as mean £ SEM. * p <0.05 when comparing the SD and HD groups. ** p
<0,05 when comparing the DP and DPE groups. *** p <0,05 when comparing the DPE

and groups.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Utilizando modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, nossos

resultados nos permitem concluir que:

A ingestao por periodo prolongado de racédo hiperlipidica, mesmo na auséncia de
hiperfagia, foi capaz de influenciar no peso e na evolucdo ponderal dos animais,
resultando em aumento da gordura corporal. Assim podemos afirmar que a dieta
hiperlipidica utilizada foi util em promover obesidade visceral nos ratos, uma vez que a

gordura dessa regido foi superior nos ratos alimentados com a dieta hiperlipidica.

Também se observou um efeito negativo da obesidade sobre o sistema imune
ficando evidente quando os animais obesos foram incapazes de estimular de forma
eficiente a producdo do éanion superdxido e de Oxido nitrico pelos macrofagos

alveolares.

A endotoxemia levou a formacdo de uma resposta inflamatéria pulmonar em

ratos adultos demonstrada pelo aumento do recrutamento de neutréfilos para o pulmao.

Neste modelo de obesidade, a endotoxemia contribuiu de forma intensa para
maior prejuizo na resposta imunolégica do organismo, podendo ser demonstrado pela
reducdo na capacidade microbicida de macréfagos alveolares, levando a prejuizo na

atividade oxidante e consequentemente, dano na resposta imune.

Essa comprovacdo de que esse estado se agrava em situacdo de endotoxemia
fortificam a hipotese de que a obesidade reduz a capacidade dos macréfagos alveolares
em elaborar uma resposta microbicida adequada frente a organismos patogénicos e seus

produtos com conseqliente prejuizo frente aos processos infecciosos.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil f
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350 “
www.ccb.ufpe.br

Recife, 10 de outubro de 2008

Oficio n® 64/08

Da Comiss&o de Etica em Experimentag&o Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Célia Maria Machado Barbosa de Castro
Departamento de Nutricdo— CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 0014698 / 2008 - 28

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Efeito da dieta hiperlipidica e treinamento fisico moderado sobre
pardmetros da resposta imunolégica em ratos submetidos & endotoxemia”,_

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentac&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da quest&io do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados. )
i 11/ )
Atenciosamente, /U\J@ -
A0 ) Il e S,
Observagéo: gl

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigdo
Animais: Ratos; Wistar; machos; entre 90 e 126 dias de
vida; Nimero de animais previsto no protocolo: 64 animais -

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - Composicao centesimal da dieta Hiperlipidica

(o UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
L g g DEPARTAMENTO DE NUTRICAC
LEAAL LABORATORIO DE EXPERIMENTACAO E ANALISES DE ALIMEN{OS

NONETE BARBOSA GUERRA
Piagina T de |

CERTIFICADO DE ENSAIO N° 3350/08 Data de Emissao: 01/10/2008 |

'SOLICITANTE DATA DE ENTRADA
KARLA MELO FERREIRA DA SILVA 18.09.08
1

ENDERECO DO SOLICITANTE
: Departamento de Nutri¢io — UFPE

INATUREZA DO PRODUTO Marca:
DIETA HIPERCALORICA . - 3
: Qutras Informagdes: Lote Data de fabricagio: -

= - Data de validade: -

| AMOSTRA: aproximadamente 200g, coletada pelo solicitante.

FISICO-QUIMICA
ENSAIOS RESULTADOS

Umidade e Substincias Volateis (g/100g) 6,77
: Método: Adolfo Lutz, 2005
[ Cinzas (g/100g) 3,62
: Método: Adolfo Lutz, 2005 ¥
Proteinas {(g/180g) : 17,83

Mélodo: Adelfo utz, 2005 o | A i
Lipideos g/160g) 24,50

Método Adolfo Lutz, 2005 "

Carboidratos (g/100g) 47,18

Método: por calculo/ASCAR, 1985

VCT (keal/100g) 480,94

Método: por cilcuio i EN
Observaghes: - o i
Conclusio: %

Informamos que os resultados sdo referentes a amostra analisada e que a reprodugéo deste
certificado sé € permitida na integra.

Recife, 01 de outubro de 2008

N
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(oo B 3 T
i i \ - £/ /
Sebastido CanditojdeVielo Fitho Margarida Angélica da 8. Vasconcelos
Gereste 'l'écnicﬁ‘ﬁtkmﬁégf?sico-(juimica (‘.nnrdénador_‘ do LEAAL
i 2

Campus Universitdrio - CEP : 50670-901 Recife — PE - E-mail : leralnutricaoi@ufpe.br
Fones: 2126-8464 2126-8470 2126-8471  FAX: 2126-8473
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ANEXO C - Documentacdo de encaminhamento do artigo “Obesity and microbicidal

activity of alveolar macrophages in adult rats” ao periodico.

Assunto:  Submizeion Gonfirmation
De: Mutrition {Nutrtn 1@upst at e edu)
Pax  rosmesleosendo@yshoocombr:

Data Quarta-teita, 15 de Fevereiro de 2012 247

Dear Mrs ROSENDO DA SILVA,
Thank you for sending vour paper Obesity and microbicidal activity of alveolar macrophages in adult rats for consideration in Nutrition.

We agree to consider this manuscript, with the understanding that the article and any figures or tables associated with the article have not been published elsewhere and will not be submitted elsewhere during the period of
review by this journal. Your paper will be sent for peer review. You can be sure that every effort will be made to expedite the review process and to notify you of the Journal's decision as soon as possible.

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an author. The URL is http://ees elsevier com/nut/.
Your username is- Rosangela

If you need to retrieve password details please go to: hitp:/ees.elsevier.com/nut/avtomail _query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal

Yours sincerely,

Elsevier Editorial System
Nutrition
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ANEXO D - Documentagéo de encaminhamento do artigo “Endotoxemia and obesity:

repercussion on functional aspects of alveolar macrophage” ao periddico.
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MANUSCRIPT HOME AUTHOR INSTRUCTIONS REFEREE INSTRUCTIONS [Kelclelipg JOURNAL HOME

Manuscript # 2196

Current Revision # 0

Submission Date 2012-02-15 21:21:57

Current Stage Initial QC

Title Endotoxemia and obesity: repercussion on functional aspects of alveolar macrophage

Running Title Endotoxemia, obesity and alveolar macrophage

Manuscript Type Full Paper

Corresponding Author ROSANGELA DA SILVA (UFPE)

Contributing Authors Karla da Silva , Solange Maria Porto , Bruno Sampaio , Vanessa de Santana , CELIA MARIA DE CASTRO
This study investigated tthe effect of obesity on endotoxemia on the functional aspects of alveolar macrophages in adult rats. Male Wistar rats were divided in two
groups: standard diet (SD) group, composed of animals that received the standard diet from the vivarium (Labina-Purina do Brasil S/A) and hyperlipidic diet group (HD),
which consisted of animals that received a hypercaloric and hyperlipidic dist during 18 wesks. After this period, the groups vere subdivided into endotoxemic (SDE and
HDE) and non-endotoxemic (SD and HD). In order to obtain the endotoxemic groups, the animals received an | injection of li ide (1mg/Kg of

Abistract body weight). The tracheostomy procedure was then done in order to obtain the bronchoalveolar lavage. From the macrophages isolated from this lavage, total and
differential leukocyte count vere done, as vell as the evaluation of adhesion index, cellular viability and superoxide and nitric oxide (NO) produced by the isolated cells.
Obesity induced by hyperlipidic diet iated vith end ia states caused a reduction in the macroph production of i I to the nitric
oxide production also occurred between the groups. Endotoxemia caused an increase in NO production; obesity, on the other hand, caused the reduction of this
production. Even vith the tendency to lover values, there vas no alteration to the adhesion index and cellular viability between the groups. A decrease in the oxidizing
function of alveolar in response to obesity d vith shows immune resp when facing an infectious process.

Section Editor Not Assigned

Key Words reactive oxygen species, immunity, obesity, endotoxemia, rats

Subject Areas Biomedical Sciences/Experimental Biology

Conflict of Interest No, there is no conflict of interest that I should disclose, having read the above statement.

Publication Charges RR



