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RESUMO

Os fatores ambientais, incluindo a dieta, desemganbm papel central sobre o
equilibrio da homeostase imune normal, influenaaod Contudo, muitos dos

mecanismos celulares que mantém este equilibrimgrescem por ser elucidados.
Usando um modelo de camundongos alimentados cdmidautora de obesidade, rica
em carboidratos simples e gordura saturada, foimewaa a influéncia deste

comportamento alimentar sobre o desenvolvimentdeidhmaniose visceral causada
por L. chagasi Camundongos C57BL / 6 do sexo feminino (6-8 sewparalimentados

com dieta controle (AIN93G) ou com dieta com aéiortde agucares e gordura (HSF)
foram infectados com I(promastigotas dd.. chagasiapds oito a dez semanas
alimentacéo e sacrificados apos quatro semanasfetzdo. A administracdo de dieta
rica em carboidratos simples e gordura saturadaficiente na inducdo da obesidade
experimental em modelo murino, provocando altermcgistémicas. Camundongos
obesos foram capazes de gerar uma alta respoktmatdria em resposta a infeccao
com L. chagasi,porém apresentaranaumento da susceptibilidade a infeccdo. Estes
resultados mostram que um macroambiente hipercalpode interferir diretamente na
resposta a sinais provenientes de organismos patogée distorcer o desenvolvimento

de uma imunidade anti-leishmania.
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ABSTRACT

Environmental factors, including diet, play a cahtrole in the balance of normal
immune homeostasis, is aldeady know that diets inclsimple carbohidrate or in
saturated fat acids can influence the secretionnohune mediators altering the
metabolism. However, many of the cellular mechasishat control this maintainense
or disturbence of this balance remain to be eluedla Together with this, there is no
results showing the impact of a hypercaloc dieintracellular parasite response. Using
mouse model feeding with high sugar and high fat,dve examined the influence of
this diet on the visceral leishmaniasis developnenised by.. chagasi C57BL/6
female mice (6-8 weeks) fed with control (AIN93@)ugh sugar and fat diet (HSF)
were infected with 10L. chagasipromastigotes at 11th feeding week and eutharmhtize
four-week post-infection. A diet high in simple bahydrates and saturated fat was
efficient in the induction of experimental obesity mice, causing systemic changes.
Obese mice were able to generate a high inflammatesponse in response to
challenge withL. chagasi but showed increased susceptibility to infectidimese
results show that a hypercaloric macroenvironmantdirectly interfere with responses

to pathogen-derived signals and skew the developofemn anti-leishmania immunity.

Keywords: Visceral leishmaniasis, metabolic disorder, obesiifection.
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1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL OU CALAZAR

Leishmaniose € um termo utilizado genericamenta mBafinir um complexo de
doencas clinicamente diferentes, que tem como @getibldégico varias espécies de
protozoarios unicelulares digenéticos pertenceaa®ino Protista, a ordem Kinetoplastida, a
familia Tripanosomatidaee ao género Leishmanialodas as espécies sao parasitos
intracelulares obrigatérios, infectando prefereinogate células do sistema fagocitario
mononuclerar de hospedeiros vertebrados, que imcluea grande variedade de mamiferos,
entre eles, roedores, canideos, edentados, massumiacionideos, ungulados primitivos,
primatas e o homem (ALENCAR et al.,1991). Em ddéawia da interacdo parasito-
hospedeiro, a doenca apresenta um amplo espectraniéestacdes clinicas que vao desde
lesbes cutaneas ndo letais até a forma viscetal, & ndo ha tratamento (GRIMALDI;
TESH, 1993; CARVALHO et al., 1985).

A Leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a formaistgrave da doenca, podendo
variar desde manifestacbes discretas (oligossinicasy e moderadas, até as graves.
Pacientes portadores da forma grave apresentare, fgbralmente prolongada e irregular,
associada a calafrios, perda de peso, hepatoespgabta, anemia progressiva, palidez
cutadneo-mucosa devido a pancitopenia e hipergamalgiemia. H4 ainda desnutricdo grave,
edema de membros inferiores, hemorragias, icteei@acite. O Obito decorre de infeccbes
bacterianas e/ou sangramentos, e pode ocorrer @ém dea90% dos casos nédo tratados
(CARNEIROet al, 2013).

Os sinais clinicos em LV sao dependentes da respuosine, a qual esta diretamente
associada a fatores genéticos do hospedeiro. BRasjpoune celular e humoral estédo
envolvidos, e a gravidade e manifestacdes climdependem de um equilibrio entre tropismo
e viruléncia do parasito (HONORE et al., 1998; GMRit al., 2001). Os protozoarios sao
encontrados parasitando células do sistema fagmaitiononuclear de 6rgdos como baco,
figado, medula Ossea e tecidos linfoides. Um dosrda de viruléncia em parasitos que
causam LV sdo os genes de A2 (ZHANG; MATLASHEWSKI997; ZHANG;
MATLASHEWSKI 2001), relacionados com a habilidade ghrasito em visceralizar, sendo
altamente expresso durante a forma amastigota mtnlani@ do complexo Donovani,
causadoras da LV. (GHEDIN et al., 1997; ZHANG e28I03).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DA LV

Ainda hoje as leishmanioses representam a quirgagdoinfecto-parasitaria de maior
importancia mundial. A enfermidade possui ampldritisicdo, ocorrendo na Asia, Europa,
Oriente Médio, Africa e nas Américas. E endémicad8npaises colocando em risco cerca de
350 milhdes de pessoas que residem em areas asmisado ativa do parasito (LEBAal,
2014; CECILIOet al, 2014). Ela afeta as pessoas que vivem nas gegidés pobres do
planeta e estdo associadas com o desequilibri@l sadacionado a pobreza, incluindo
desnutricdo, deslocamento da populagéo, condig@esanis de habitacdo e falta de recursos
sociais (WHO, 2014; KHADEM; UZONNA, 2014).

Anualmente, é estimado de 200.000 a 400.000 noassscde LV no mundo sendo
que mais de 90% das notificacbes registradas anoera seis paises: Bangladesh, Brasil,
Etiopia, India, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2014fAEt al, 2014).

Na Ameérica Latina, a LV apresenta-se em 12 paise36.6% dos casos (38.808)
foram registrados no Brasil, entre 2001 a 2011.tieess doencas tropicais, esse numero so
nao é superado pelos casos registrados de maB&ARSIL, 2014; SILVAet al.,2001).

No pais, a LV apresenta aspectos geograficos, titiosae sociais diferenciados em
funcéo da sua ampla distribuicdo geografica, emrao as regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste (BRASIL, 2014). Na década de 80emnca era restrita as areas rurais do
nordeste brasileiro. Entretanto, a partir dos &@bavancou para outras regides alcancando a
periferia dos grandes centros urbanos, com a cuoa@e surtos e epidemias registrados em
véarios lugares como: Rio de Janeiro (RJ), Belo #+tmie (MG), Aracatuba (SP), Santarém
(PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sagas (MA), Fortaleza (CE), Camacari
(BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palfiay (SILVA et al.,2001; BRASIL,
2014).

A doenca é mais frequente em criancas menores dad®(54,4%), sendo 41% dos
casos registrados em menores de 5 anos. O sexolmase 0 mais afetado (60%). A razéo
da maior susceptibilidade das criancas € expligaela estado de relativa imaturidade
imunoldgica celular agravado pela desnutricdoctioum nas areas endémicas, além de uma
maior exposicao ao vetor no peridomicilio (SIL\¢Aal.,2001; BRASIL, 2014).

No Estado do Espirito Santo, durante o periodo0f8 2 2011, o estado apresentou
um total de 19 casos, com média de 05 casos ppsando que 55% dos casos ocorreram no

sexo feminino e 60% em criancas na faixa etaria @® anos. (BRASIL, 2012).
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1.3 ETIOPATOGENESE DA LV

A Leishmania apresenta duas formas evolutivasntistidurante seu ciclo de vida: a
forma flagelada movel, denominada promastigota,sqe no tubo digestivo do
flebotomineo, e a forma amastigota, imovel, corgdla rudimentar contido no saco flagelar,
que se desenvolve em células do sistema fagoafticmnuclear dos hospedeiros mamiferos.

A transmissao da leishmania para os hospedeirtsbvados ocorre através da picada
de fémeas de dipteros da familRsychodidag subfamilia Phlebotominag género
Phlebotomusio Velho Mundo é.utzomyiano Novo Mundo (FERRO et al., 1995; ROGERS;
TITUS, 2003). No Brasil, duas espécies, até o momenstdo relacionadas com a
transmissao da doengajtzomyidongipalpise Lutzomyiacruzi.

Em relacdo a transmissdo do parasito para os heispedertebrados, as fémeas de
insetos vetores infectadas, ao realizar o repastguéneo, injetam intradermicamente, junto
com sua saliva, formas promastigotas metacicliealeidhmania (ROGERS et al., 2002). A
transmissao é facilitada, pois durante a infec@ia moculacdo de moléculas da saliva dos
insetos com efeitos anticoagulantes, vasodilataderanti-inflamatoérios, como o maxadilan,
a hialuronidase e a apirase (LERNER; SHOEMAKER,2L89BEIRO, 1995; BASANOVA
et al., 2002; RIBEIRO et al., 2000), além de mo@sulerivadas do proprio parasito, como
filamentos proteofosfoglicanos (fPPG) (ROGERS gt28l04). Como resultado da inoculacéo
dessas moléculas, temos uma diminuicdo da expodasparasitos ao sistema imune recém
infectado, um aumento no numero de macrofagos palacal da inoculacdo gracas a
quimiotaxia, acelerando a fagocitose dos promastig@o mesmo tempo que ha a inibicdo da
apresentacao de antigeno para linfécitos T, ag@dbda producéo de citocinas T auxiliar tipo
1 (Thl), a reducao da ativacao celular causadaggéla da citocina interferon-gama (IiN-

e a regulacdo negativa da producao de 6xido nitNE&) (ZER et al., 2001).

Seguido da fagocitose, as formas promastigotasciobitas que estdo albergadas no
vacuolo parasitoforo se transformam em amastig&istas se multiplicam por divisdo binaria
até que a quantidade de parasitos dentro do vas@g@dal que leve ao rompimento da célula.
As formas amastigotas recém liberadas podem eetdoovamente fagocitadas por outras
células fagociticas e estas células podem seridtagepor um inseto vetor nao infectado
durante seu repasto sanguineo (ROGERS et al.,.2002)

No trato digestivo anterior do inseto, ocorre mpimento das células fagocitarias

infectadas e liberacdo das formas amastigotas,squdiferenciam em promastigotas em
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aproximadamente 13 a 15 horas. As formas promassigoultiplicam-se rapidamente por
divisdo binaria e transformam-se em paramastigataguais colonizam o eséfago e a faringe
do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélioffzgelo até se diferenciarem em formas
infectantes metaciclicas durante o proximo repsatguineo, quando sao regurgitadas juntos
com a saliva (ROGERS et al., 2002).

1.4 RESPOSTA IMUNE DA LV

Os mecanismos da resposta imune contra a LV sapleros, envolvendo diferentes
células e moléculas. Inicialmente as células radag apds o repasto sanguineo (neutroéfilos e
mondcitos/ macrofagos), iniciam a resposta inflémat local, além de serem células
importantes no direcionamento e desfecho da inéeCCRIXEIRA et al., 2005).

A leishmania é captada inicialmente por meionderacéo de receptores de superficie.
Nos macrofagos os seguintes receptores sao impestdReceptores de Complemento CR1 e
CR3 (Mac-1), Receptor de Fibronectina e Receptandde-Fucose (KANE et al., 2000). Os
receptores lipofosfoglicano (LPG), gp63 e protefafgcanos sdo encontrados na superficie
do patégeno (YAO et al., 2003; NADERER; MCCONVILLR008). Componentes do
patogeno podem ser reconhecidos também por reespderreconhecimento padrdo (PRRS)
como os receptores tipo Toll (TLRs), levando a maai@io e ao trafico das células dendriticas
(CDs) para os linfonodos locais, onde ha a apras@&atde antigenos para células T virgens,
dando inicio a imunidade adaptativa contra o patdgavasor (KAISHO; AKIRA, 2001,
FITZGERALD-BOCARSLY, 2002).

Os neutrofilos sédo as primeiras células hospedgurashegam ao local da inoculagéo
de promastigotas de leishmania e ali ja inicianesposta imune contra o patdgeno. Podem
fagocitar ativamente os promastigotas, assim corodugir fatores microbicidas contra o
patogeno, tais como NO (CHARMOY et al., 2007), &lss de neutréfilos (NE) (RIBEIRO-
GOMES et al., 2007), fator ativador de plaquetaBMUOSSI, et al., 1987), e armadilhas
extracelulares de neutrofilos (GUIMARAES-COSTA dt, 2009). Os neutrdfilos tém,
geralmente, um papel protetor na maioria das foreasfeccdes por leishmania (NOVAIS
et al., 2009), embora os resultados sdo dependetdegspécie de leishmania, das
caracteristicas genéticas do hospedeiro e o estadmpoptose ou necrose dos neutrofilos
(NOVAIS et al., 2009; RIBEIRO-GOMES et al., 2004).
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Por meio de ensaios de microscopia em tempo @allefnonstrado que ocorre uma
infiltracdo macica de neutréfilos na derme de casongos expostos a picada de fleb6tomos
infectados conikeishmania majo(L. major) (PETERS et al., 2008). No trabalho os autores
observam que o0s parasitos associam-se inicialmeota neutréfilos, ao invés de
monaocitos/macréfagos ou CDs. Em outro trabalhonpsiigotas dé. major fagocitadas por
neutrofilos continuavam viaveis, o que poderia fager 0 estabelecimento da doenca neste
modelo experimental. Essa hipotese chamada de [&€aka Troia”, foi estabelecida por
ensaiosn vitro, nos quais se demonstrou que ao entrar em apop®oseutréfilos humanos
infectados conk. major liberam ligante de quimiocina 4 (CCL4) e induzemeorutamento
de mondcitos. Assim, ocorre a fagocitose dos nilaséapoptéticos e a entrada dos parasitos
na célula hospedeira de forma silenciosa (VAN ZANHPESEN et al.,, 2004). Em um
trabalho recente, THALHOFER et al., (2011) estushagacinética de migracao de neutrofilos
em camundongos infectados carishmania L. infantum chaga$)s autores observaram um
pico de migracdo de neutrofilos seis horas aposoaulacdo dos parasitos na orelha e
notaram que a presenca de neutrofilos infectadosasgeeve até um dia apds a infeccéo. Ja o
pico de migracdo de macrofagos foi observado apégitas de infeccéo.

Os macrofagos sao as principais célefatoras na LV e apds a entrada do parasito
nessa célula fagocitica ocorre o processamentatéieao e apresentagcdo para as células T.
A populacdo de linfécitos T auxiliares subdivideesa trés subpopulaces: linfécitos Thi,
linfocitos T auxiliares tipo 2 (Th2) e linfécitos reguladores (Tregs), as quais sdo definidas
com base no seu padrédo de citocinas (MOSMANN et18B6). As células Thl secretam
interleucina-2 (IL-2) e IFNr induzindo a ativacdo de macréfagos e a respostiadee por
células (CHER; MOSMANN, 1987), enquanto que as laél’h2 secretam interleucina-4
(IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (ILO) e fator de crescimento e transformacéao-
B (TGF- B) fornecendo suporte a resposta mediada por aptsdiCOFFMAN et al. 1988;
BACELLAR et al. 2000).

No estabelecimento da resposta imediata, as CDpaténtes células apresentadoras
de antigeno, induzindo uma eficiente ativacao tidaeT e estas produzem citocinas IL-12,
IL-10 e IFNy. As CDs plasmocitoides sao incapazes de fagoosaparasitos, porém
estimulam a producéo de IL-12 de maneira depenadnt.R 9, sendo importantes durante
a infeccdo. As CDs mieloides exercem efeitos ctiot® em Leishmania infantum (L.
infantum) por estimularem a producao IL-12 sob a estimuladdaeceptor TLR 9 e por
induzirem células natural killer (NK) a liberaremc#ocina IFNy. (SCHLEICHER et al.,
2007). Estudos de infecgdao com leishmania, em medelxperimentais e humanos,
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mostraram que o parasito é capaz de inibir a pémlde IL-12 por CDs, comprometendo a
ativacdo das NK e, consequentemente, a producBeéNde e a diferenciacéo dos linfécitos T
auxiliares tipo 0 (ThO) em Th1l (SCHARTON; SCOTT93%

A citocina mais importante para o controle da daeho IFNy. E a principal citocina
produzida pelos linfécitos Ths e pelas células bii§a fungdo central € ativar os macrofagos,
tanto nas respostas imunes inatas como nas respostaes adquiridas mediadas pelas
células (ABBAS et al.; 2003). A producéo dessacait® € regulada pela IL-2 que promove
sua estimulacéo, e IL-10 que € capaz de supriraipsoducédo (BACELLAR et al., 2000). O
IFN-y exacerba a ag&o microbicida dos macrofagos estimdal a produgdo Oxido nitrico-
sintase induzivel (iNOS), enzima que catalisa em&méo de NO a partir da conversédo de L-
arginina em L-citrulina (LIEW et al., 1990); estitawa expressdo das moléculas de classe | e
de classe Il do complexo principal de histocompladdde (MHC) e dos co-estimuladores
sobre as APCs e promove a diferenciacdo das célu@34+ virgens para a sub populacdo
Th1l. Outras citocinas inflamatérias como IL-1, faie necrose tumoral alfa (TNE; IFN-o
e IFN$ também estdo envolvidas em sua producdo por premamyv a ativacdo de
macrofagos e o aumento da expressdo da INOS (BROMAROVELLO, 2005). Na
infeccdo humana por leishmania a producéo deylNmenta a atividade microbicida dos
macréfagos (MURRAY et al., 1983), e esta envolvidamecanismo de protecdo. Apesar de
sua importancia no controle da doenca, somentesepta de IFN-ndo é suficiente para
eliminar o parasito, pois, € necessario tambénmsguenha a producéo de IL-12, migracao de
células T e CDs para os sitios de parasitismo @oqiMELBY et al., 2001)

A sobrevivéncia da leishmania ocorre quando a glivale macrofagos é induzida por
citocinas Th2, como a IL-4, IL-10 e IL-13 (GORDORQ03). A IL-10 € uma citocina
produzida pelos macrofagos ativados e por algurékdas T auxiliares, € uma importante
citocina reguladora, que inibe a exploséo respieatios macrofagos, a producao de citocinas
pro-inflamatorias (KROPF P et al, 2005; GORDON, 206 respostas linfoproliferativas em
resposta ao reestimulo com antigenos do parasAd¢L(Het al., 2005). A presenca dessa
citocina esta relacionada com a diminuicdo da c¢dpde citotoxica de células TCD8+ e
supressdo da atividade de células TCD4+, influedciadiretamente na capacidade
microbicida contra o parasito (RIBEIRO DE JESUSakt 1998). Ghalib et al. (1993)
relataram que pacientes com LV aguda tém habiligeda responder especificamente ao
antigeno de leishmania com producédo de IL-10. ®ugejue esta seja importante para a

persisténcia do parasito nas células do hospegbeissjvelmente porque macrofagos e células
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T estejam produzindo IL-10 em resposta a leishmaniambos sdo importantes para a
regulacdo negativa da resposta das células T.

Diferente do que ocorre na infeccdo murinalpamajor, nenhuma associacao entre a
resposta imune Thl e resisténcia a doenca ou pgastasimune Th2 e susceptibilidade tem
sido descrita na leishmaniose visceral humana (LMAMTONELLI et al., 2004; KHALIL et
al., 2005). Parece possivel que exista um padrémmhl e Th2 ativado, conforme revelado
pelos niveis elevados de IFNe IL-4 detectados em sobrenadantes de célulasnuoleares
do sangue periférico (CMSP) de pacientes com L\é&@ada poiL. donovaniestimuladasn
vitro com antigenos do parasito. Entretanto, é consgms@ incapacidade de células T em
proliferarem e produzirem IFNimplica no aumento da carga parasitaria obserizatta em
modelos experimentais quanto na LV humana. Indoddyue desenvolvem a doenca tendem
a apresentar uma resposta imune do tipo Th2 oedomrinancia da atividade de citocinas
produzidas por células TCD4+ Th2 (CARVALHO et d985; GHALIB et al., 1993;
SUNDAR et al., 1997). Neste tipo de resposta, ha wnaior producdo de IL-10 e IL-4
comparado ao IFN-(KUMAR; NYLEN, 2012).

A resposta de anticorpos anti-leishmania obseremtlgacientes LV ativa apresenta
elevado nivel de anticorpos anti-leishmania imuologlina E (IgE), IgM e 1IgG (GHOSH et
al., 1995; ANAM et al., 1999; DA MATTA et al.,, 200RYAN et al., 2002), sugerindo a
presenca de anticorpos anti-leishmania com capdeigeeditiva de doenca (SINGH et al.,
2002), mas esse dado nao foi confirmado.

Embora ainda limitada a capacidade de distinguieestiva ou infecgcdo subclinica,
anticorpos tém se mostrado Uteis no diagndsticaMl€SUNDAR et al., 2002; SUNDAR;
RAI, 2002; CLEMENTS et al., 2010; GIDWANI et al.p21c). Altos titulos de anticorpos
especificos contra leishmania sdo observadas entedoeom LV, enquanto que os pacientes
com leishmaniose crbnica tegumentar faltam antagspecificos ou estes apresentam uma
montagem de resposta muito fraca. Assim, o deseinvahto de uma resposta humoral forte
estd mais associada a patologia do que a protagao resolucdo da doenca (GALVAO-
CASTRO et al., 1984).

Em camundongos, ha evidéncias de que as célulaarBic®rpos contribuem para a
patologia da LV (RONET et al., 2008; DEAK et al01®). Camundongos com deficiéncia de
células B foram menos suscetiveis a infeccdd_pdonovani(SMELT et al., 2000). A IL-10
promove a sobrevivéncia das células B e proliferalgis células plasmaticas, aléem de mudar
o0 isotipo IgG para IgG1 e IgG3 (CALDAS et al., 2D0Assim, altos titulos de anticorpos e a

formacao de imunocomplexos podem contribuir parel®@gados niveis IL-10 observados em
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humanos e participar do declinio progressivo nadesimunolégico de pacientes com LV.
No entanto, um papel de protecdo de anticorpopode ser excluido.

1.5 OBESIDADE COMO DISTURBIO METABOLICO

A integracdo entre o metabolismo e a imunidade, gmnecondicdes fisioldgicas é
benéfica para a manutengcdo da saude, pode se tiaieédria em condicbes de baixo aporte
energético, exemplificada pela imunossupressaoctesistica de individuos desnutridos
(KHOVIDHUNKIT, et al., 2004). A fome tem sido umanaaca para a saude humana ao
longo da histdria, e por milhares de anos a ligagdie a infeccdo patogénica e a ma nutricéo
foi bem estabelecida. No ultimo século, entretantpéndulo deslocou-se na dire¢do oposta e
hoje muitos individuos apresentam excesso de pesobesidade. Com o advento da
sobrecarga metabolica cronica, um novo grupo delgmmas e complicacdes na interseccao
entre metabolismo e imunidade emergiu, incluindengas inflamatorias ligadas a obesidade
como diabetes, esteatose hepatica e ateroscldd@EAMISLIGIL, 2006). Entre as varias
razdes para se manter um peso ideal estd o pamdignergente segundo o qual o
desequilibrio metabdlico leva ao desequilibrio ieurom desnutricdo e imunossupressao de
um lado, e obesidade e aumento de marcadores atfiaos do outro lado.

O problema do excesso de peso e da obesidadedantatlo propor¢cdes epidémicas.
A obesidade mundial quase dobrou desde 1980. Er8, 208is de 1,4 bilhdo de adultos
estavam acima do peso. Nesse contexto, o Brasitilmeinde forma significativa para o
aumento no numero de pessoas acima do peso e (W44@s 2015a).

A identificacdo e classificacdo mais simples palmesalade sdo baseados no
parametro estabelecido pela Organizagdo Mundi@aigle (OMS) conhecido como Indice
de Massa Corporal (IMC). O IMC é calculado dividirge o peso corporal pela altura ao
quadrado do individuo. Valores de 25 a 29,9Kglassifica excesso de peso e valores acima
de 30kg/m classifica obesidade. IMC fornece a medida de rdeepopulacdo mais Util de
sobrepeso e obesidade, uma vez que é o mesmaonama as sexos e para todas as idades de
adultos. No entanto, deve ser considerado um @uig, pode n&o corresponder a0 mesmo
nivel de gordura em diferentes individ§@gHO, 2015b).

A obesidade € multicausal, porém a causa mais taeré o aumento do consumo

de calorias além do que é necessario para manotelasfungcdes metabdlicas. O aporte
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caldrico positivo de macronutrientes presentes atimentos e bebidas (proteinas,
carboidratos, lipidios e é&lcool) em relacdo ao @astergético (metabolismo basal, efeito
termogénico e atividade fisica) causa 0 acumul@ssteo de tecido adiposo. Esse acumulo
de gordura corporal gera alteracfes tanto nosdsahiimentares, como no estilo de vida,
além de fatores socioldgicos, alteracbes metalsplicauroendocrinas, imunoldgicas e dos
componentes genéticos (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 200BE HEREDIA et al., 2012)

caracterizando a obesidade como uma doenca muiii#iat

1.6 OBESIDADE E SISTEMA IMUNE

Até o inicio da década passada, acreditava-se gapeal essencial do tecido adiposo
era a deposicao de gordura, além de promover isolkanmérmico e protecdo mecéanica contra
traumas. Em 1994, com a descoberta da leptina lH8ING e colaboradores, iniciou-se uma
nova era de estudos sobre a funcédo do tecido ajiposmo 6rgdo endocrino. Atualmente,
sabe-se que além do seu papel na homeostase @@ergét armazenamento e mobilizacédo
de energia, o tecido adiposo é um tecido envoleihovarios processos fisiopatologicos e
metabdlicos (HIROSUMI et al., 2002; SABIO et abD08; KRYSIAK et al., 2010).

ApoOs a descoberta da secrecdo de leptina pelootecighoso, ocorreu uma rapida
expansdo no conhecimento de proteinas e outrascufede secretadas por esse tecido
denominadas adipocinas. Entre elas estéo, aléeptad, a adiponectina, a resistina, o TNF-
a, a interleucina seis (IL-6), o inibidor do ativadde plasminogénio (PAI-1), a proteina
quimiotatica para monaocitos (MCP-1), angiotensimigédentre outras (DE LORENZO et
al., 2007). A primeira ligacao entre obesidadeflammacao foi sugerida quando se descobriu
gue o TNFe, uma citocina com atividade pré-inflamatéria, @ressa no tecido adiposo de
roedores obesos (HOTAMISLIGIL, et al., 1993). O FiE capaz de ativar macrofagos e
aumentar a secrecdo de NO (GREEN et al.,, 19949refatque seriam importantes na
resisténcia a parasitos intracelulares. No entapto, algum motivo ainda obscuro, no
individuo obeso esse mecanismo nao leva ao comtealgfeccdo (ZHOU et al., 2011).

Estudos mostram que o tecido adiposo de animasostepresenta caracteristicas de
um processo inflamatoério e infiltracdo progressieamacrofagos, onde o grau de infiltracédo

correlaciona-se positivamente com a adiposidadeocal (WEISBERG et al., 2003).
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Uma proteina abundante no tecido adiposo é adifinagque estimula as células do
sistema imunoldgico a produzir citocinas anti-inf&torias e pode explicar a funcéo
imunologica perturbada em individuos com obesidadera (ENGELI et al., 2003)

As alteracfes do sistema imune ndo se mantém saipesamodificacdes da producao
de citocinas. Animais obesos apresentam involugdicd, com maior acimulo de gordura no
orgao. Esse fator prejudica a diversidade de litdécT, em especial CD4+, além disso,
aparece maior quantidade de macréfagos, porém.actuncédo também alterada. A reducéo
do repertorio de linfocitos leva a oligoclonalidamlgue contribui com o desenvolvimento de
alergias, susceptibilidade a infeccéo e autoimuadMILNER; BECK, 2012).

A obesidade estd associada a uma infiltracdo deOfagos constante no tecido
adiposo, tais que, em individuos grosseiramentsashes macrofagos constituem até 40%
da populacéo celular do tecido. Aléem da relevadesies resultados para a patogénese da
sindrome metabdlica, o estado inflamatoério relamilon com a obesidade também pode
interferir com a recuperacao da lesdo (KANNEGANIJIXIT, 2012).

As CDs, que sao células apresentadoras profigsiae antigenos, tem papel
fundamental na resposta a agentes infecciosos.dQuaram avaliadas as CDs de individuos
com obesidade foi verificado que elas estdo em memmero comparado com individuos
saudaveis. Além disso, apresentam menor expressamaléculas co-estimuladoras de
linfécitos T, menor ativacao via TLRs e maior prodo de IL-10 (KARLSSON et al., 2010).
Esses fatores somados, favorecem a maior chardiesdeninacéo de agentes infecciosos.

Outro fator muito importante € a resposta imunergd prazo, 0 que permite a
ineficAcia de protocolos de vacinacédo, fato quemds tém controlado a disseminacdo de
algumas doencas infecciosas. Individuos obesosnenor capacidade de resposta a esses
protocolos. Ou seja, estudos mostraram que indigidibesos vacinados com trés diferentes
cepas do virus HIN1 ou hepatite tiveram a produE@nticorpos alterada. Logo apos a
vacinagdo, houve a producdo de anticorpos semellanite individuos normais e obesos,
porém um ano depois os titulos de anticorpos enividwbs obesos foram menores,
sugerindo a menor capacidade de manutencdo dasédeiimemadria e maior susceptibilidade
a aquisicao e manutencao de agentes infecciosdsREHAN et al. 2012).

Em modelos murinos usando camundongos, uma defiaiée leptina (ob / ob) ou o
receptor da leptina (db / db) obteve-se a susakgéibe aumentada a infeccbes bacterianas e
pneumonia (MANCUSO et al., 2010) Em relacaaviaeobacterium tuberculosi®Vieland e
colaboradores, em 2005, observaram que camundahgbsb apresentam uma maior carga

pulmonar desta bactéria. Em adicdo a estes modelogeccao pulmonar, os camundongos
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sem o receptor de leptina (db / db) foram maiseqtéeeis a infeccdo estafilococica na pata
traseira e exibiram uma resposta inflamatéria exaca quando comparados a camundongos
controles (PARK et al., 2009).

Um estudo interessante relatado por Shamshievabaaldores em 2007, utilizando
camundongos com duplo nocaute para o gene Apokeriados com alto teor de gordura e
de colesterol na dieta exibiam maior suscetibikdad infeccdo polL. major devido ao
prejuizo na funcdo de CDs e imunidade celularpo Tih1.

Diante das alteracdes decorrentes da obesidaderespsstas imunes podemos
constatar que os individuos com excesso de pescqrarapresentar maior dificuldade em
controlar certas doencas. Até o presente momeoiwgo se conhece sobre os efeitos da
obesidade na evolucéo das leishmanioses cutarnieeeeal. Desta forma, o presente trabalho
objetiva avaliar a influéncia da obesidade induzida dieta hipercalérica em camundongos

C57BL/6 sobre a resposta imune apos infeccaolaishmania chagasi (L. chagasi).



2. Objetivos



29

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da obesidade induzida poraligpercalorica em camundongos C57BL/6

sobre a resposta imune apos infecgdo toatnagasi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Induzir obesidade pela administracdo de dieta éxpental rica em carboidratos

simples e gordura saturada.

2- Avaliar o efeito da administragcédo de dieta hipenéeh sobre os seguintes aspectos:
* Adiposidade .
» Celularidade e contagem diferencial de célulasathgse periférico.

» Aspectos histopatologicos do tecido adiposo, figatlaco.

3- Avaliar os efeitos da obesidade sobre a capacidad®bicida de macréfagos apés

infeccdo conl. chagasipela quantificacdo da carga parasitaria em baigadd.

4- Avaliar a producdode citocinas (IFNg, IL-4 e IL-10) e Oxido nitrico nos

sobrenadantes de baco e figado apés infeccad.cohagasi.



3. Material e Métodos
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3.1 ASPECTOS ETICOS E ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilgadamundongos fémeas da
linhagem C57BL/6 com idade entre 6 a 8 semanasan@sais foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal do Espirito Santtaetidos no Biotério do Laboratério de
Imunobiologia da Universidade Federal do Espiritant8 (UFES). Os animais foram
mantidos em gaiolas convencionais com maravalhdagmente esterilizada, receberam agua
filtrada e a dieta determinada libitum Durante todo o experimento as gaiolas dos animais
ficaram em estufas sob condi¢Ges apropriadas deetatara (28°C), umidade e luz.

Este projeto foi previamente aprovado pelo Com#éHtica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) daddsidade Federal do Espirito Santo
(UFES) conforme o registro n°® 014/2011.

3.2 PARASITOS

As formas promastigotas totais dechagasi(cepa referéncia PP75) foram cultivadas
em frascos de cultura de poliestireno de 125 @@0 mL) contendo Grace's Insect Medium
(Sigma-Aldrich, EUA) com pH 6,8 acrescido de 10%sdeo fetal bovino (SFB) inativado a
56°C por 30 minutos (Cultilab, Campinas, SP, Bya$l|2% de hemina (Sigma-Aldrich),
0,5% de estreptomicina/penicilina (Sigma, USA) e 8% urina humana (previamente
centrifugada a 3000 rpm/4°C/10 minutos e estedbz&m membrana de 0,22 um). As
culturas foram armazenadas em estufa refrigerada BQ4°C, e repicadas a cada dois ou

trés dias, até no maximo 10 repiques. .

3.3 DIETAS

Os camundongos foram divididos em 2 grupos, reckbedietas conforme
especificacdo na tabela 1, por um periodo de dapegree semanas, conforme necessidade

experimental. A diferenca de composicao entre as diletas foi feita pela substituicdo do
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amido dextrinizado (carboidrato complexo) por mesoguantidades de sacarose e frutose
(carboidratos simples) e adicdo de manteiga coaleseim sal a formulacdo da dieta HSF,

tornando-a rica em carboidratos simples e gorcattaada.

Tabela 1. Distribuicdo de componentes da dietaalenfAIN93G) e experimental (HSF).

CONTEUDO DIETAS
Controle (AIN93G) Experimental (HSF)

Amido de milho 397,5 397,5
Caseina 200 200
Amido dextrinizado 132 0
Sacarose e Frutose 100 232
Oleo de soja 70 70
Celulose 50 50
Mix mineral 35 35
Mix de vitaminas 10 10
Cistina (metionina) 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
BHT 0,014 0,014
Manteiga comercial 0 188,9
TOTAL (g) 1000 1000

HSF — high sugar and fat.

A distribuicdo macro e micronutrientes, assim coandensidade cal6rica (Kcal/g)
provenientes da dieta controle (AIN93G) e experime(HSF) foram obtidos através da
analise bromatoldgica, realizada no LaboratorioNdgricdo da Universidade Federal de

Minas Gerais e pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo de macro e micronutrientetersidade caldrica (Kcal/g) da dieta controle (2318) e

experimental (HSF).

Dieta Controle (AIN93G) Dieta Experimental (HSF)
Proteina (%) 20,0 20,0
Lipidio (%) 7,0 26,0
Carboidrato (%) 68,0 49,0
Energia (Kcal/g) 4,0 5,0

*Mix mineral 3,5% ; Mix de vitaminas 1,0%.
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3.4 DETERMINACAO DA INGESTAO ALIMENTAR MEDIA

A ingestédo alimentar média foi determinada a pdsidiferenca entre a quantidade de
racéo ofertada e a quantidade restante na gaislardmais durante as trocas. O valor obtido
foi dividido pelo nimero de animais em cada gaidlgpesagem foi realizada em balanca

semi-analitica (Bel Engineering) com capacidada ga0 gramas e variacao de 0,001 grama.

3.5 DETERMINACAO DO PESO CORPORAL MEDIO

O peso corporal de cada animal foi avaliado umapgzsemana, no mesmo dia e
horario préximos, em balanca semi-analitica (Begjis®ering) com capacidade para 200

gramas e variacao de 0,001 grama.

3.6 INFECCAO EXPERIMENTAL

Oito semanas apo6s o inicio das dietas os animeasnfdesafiados comn. chagasie
eutanasiados quatro semanas (28 dias) apos adnfanpmento no qual observa-se o pico do
parasitismo.

Para a infeccdon vivo, formas promastigotas de. chagasi(cepa PP75) foram
cultivadas em meio Grace's (pH 6,8) suplementado. afingir a fase estacionaria de
crescimento, a cultura foi centrifugada a 3000g@¢a por minuto, 5°C por 10 minutos e
lavada duas vezes com uma solucao salina est@plot@ada com fosfato (PBS, pH 7,2). Em
seguida, o sedimento foi suspenso em PBS paragsntalos parasitos em camara de
Neubauer e posterior ajuste para uma concentragdlodie 1 x 10 leishmaniaglose a ser
inoculada em cada animal por via endovenosa (\aidat).
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3.7 AVALIACAO DE LEUCOCITOS CIRCULANTES

3.7.1Contagem total de leucécitos no sangue

Os camundongos foram anestesiados 50ul de anestésiamina: xilasina: PBS
(3:1:4) na cavidade peritoneal. Procedeu-se entémledta de uma amostra de sangue. Com
uma ponteira embebida em solucdo de EDTA, 10uLahgue dos sinos orbitais foram
obtidos de cada animal e diluidos em 90uL da soldgék (solucdo de Violeta Genciana a
1% em solucdo de acido acético 2%, Renylab). Dditiecdo, 10uL foram colocados na
camara de Neubauer, a qual foi levada ao microgadpiico, em aumento final de 1000x,

para proceder a contagem das células. Os resubadaexpressos em leucécitos/mL.

3.7.2 Contagem diferencial de leucécitos no sangue

Para a contagem diferencial de leucdcitos circalanbd pL de sangue dos sinos
orbitais foram obtidos de cada animal e transferjgira uma lamina. Com o auxilio de outra
lamina, foi feito o esfregaco. As laminas contemdesfregaco foram coradas com o kit
Pandtico Rapido (Laborclin). A extensdo hematol@da submetida a acado de um fixador e
duas solucbes corantes, por meio de imersGes dgumdos em cada, e ao final da ultima
imersdo encontrou-se pronta para leitura, apégéamacom agua corrente. Foram analisadas
100 células e contadas células mononucleares mqftinucleares. A andlise foi realizada

com o auxilio do microscopio 6ptico, em aumentd @@0x.

3.8 PESO DO TECIDO ADIPOSO PELO PESO CORPORAL

ApoOs a eutanasia, o tecido adiposo gonadal, umdedtecido adiposo visceral, foi

removido. Em seguida, o tecido adiposo foi pesadp balanca analitica. O peso foi
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registrado e posteriormente foi expresso com relagépeso corporal, em forma de relagao

de adiposidade.

3.9 EXTRACAO E OBTENCAO DE SOBRENADANTE DE CELULAS
MONONUCLEARES DO BACO E FIGADO

Vinte e oito dias apos a infeccdo com o parasga;amundongos foram eutanasiados
para a remoc¢ao do baco e figado.

Os orgaos foram removidos em condi¢cdes asséptacasiividualmente, transferidos
para tubos conicos (Falcon) independentes, previgaridentificados e contendo 3 mL de
Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM, pH G2)co®). Em seguida, cada 6rgéo foi
macerado para a obtencéo das células e acrescibMéM (pH 7,2), suplementado com
10% de SFB, 4,7 mg/mL de HEPES (Sigma, USA), 5 mdé_estreptomicina/penicilina
(Sigma) e 3,7 mg/mL de bicarbonato de sédio (Nakj@@etec). Isso gerou uma suspensao
que foi submetida a centrifugagéo a 3000 rpm, 4%CLP minutos em um tubo cénico de 15
mL. O sobrenadante foi, entdo, coletado e armapepada posterior uso na dosagem de
citocinas e NO.

3.10 ANALISE DA CARGA PARASITARIA

A carga parasitaria dos animais infectados Ipochagasifoi avaliada através da
técnica de diluigdo limitante (BUFFESE al, 1995) em fragmentos do figado e baco extraidos
dos animais vinte e oito dias apés a infecgao.

Para isso, 0s animais de cada grupo experimewsaith o baco e o figado removidos
em condi¢cdes assépticas, acondicionados em tubooc@ralcon) contendo 3 mL de meio
Grace’'s suplementado. Os tubos foram entdo pesadoss fragmentos macerados
individualmente sobre um filtro com espessura deguh®, adaptado a um tubo conico de 50
mL com o auxilio de um émbolo de seringa. Foi aeftir uma aliqguota de 200 pL da
suspensao de células de cada 6rgao e transferiduginata para o primeiro poco de uma

placa de 96 pocos estéril com fundo plano (BRANEsla Os demais pocos foram



36

preenchidos com 150 pL de Grace’s e seguiu-se caifuigdo seriada 1:4 nos dezesseis
pocos subsequentes, divididos em 2 placas.

As placas foram incubadas em estufa BOD por dexz alid6°C. Apés este periodo
cada placa foi levada ao microscopio invertido (MilEclipse TS100) e observou-se o ultimo
poco em que houve o crescimento das formas pragoteti O numero de parasitos foi
determinado em cada 6rgdo tomando como referénidiare diluicio em que se verificou o

crescimento das leishmania

3.11 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS POR ESPLENOTOS E
HEPATOCITOS.

Ensaios imunoenzimaticos de captura (ELISA) foratilizados para mensurar a
concentracdo da IFM-1L-10 e IL-4 presente em sobrenadantesviex de esplendcitos e
hepatdcitos. A dosagem foi realizada utilizandsisbema comercial eBioscience com pares
de anticorpos monoclonais de captura e de revelbigdimilado seguindo as instrucdes do
fabricante.

Para a sensibilizagdo das placas de microtitulaiEi®6 pocos foram utilizados
anticorpos de captura durante 18 horas, a 25°Cségunida, 0s poc¢os foram lavados com
solucdo de lavagem (PBS e 0,05% de Tween 20 (SAJjdrach)) e as amostras foram
adicionadas e incubadas na mesma temperatura lpmag. As placas, entédo, foram lavadas
novamente com solucdo de lavagem e incubadas camtiaorpo biotinilado por 1 hora
(25°C). Em seguida, foi feita mais uma lavagem tecg e seguiu-se com a adicdo e
incubacdo com estreptoavidina marcada com peraxi@ioscience) durante 30 minutos a
25°C.

A reacdo foi revelada pela adi¢cdo de 0,005% dexpmkrydae hidrogénio (kD) 30% e
solugdo tampao citrato fosfato com 5% ABTS. Inteyeu-se a reacdo com adicdo de
dodecil sulfato de sédio (SDS) (Gibco) (1%) e pegssu-se com a leitura da densidade
Optica em um espectrofotbmetro (SpectraMax, MobacuDevices) com a absorbancia

determinada sob o comprimento de onda de 450 nm.
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3.12 QUANTIFICACAO DE OXIDO NITRICO NO SOBRENADANTIDE CULTURA DE
ESPLENOCITOS E HEPATOCITOS

A concentracdo de NO foi determinada nos sobremeslar vivode esplendcitos e
hepatdcitos dos camundongos infectados koamagasi

Para esta andlise cerca de 50 pL dos sobrenadanteiso foram plaqueados em
duplicatas em placas de microtitulacdo de 96 pd€wsseguida, as amostras foram incubadas
com igual volume de reagente de Griess, compos®ys®¥ de acido orto-fosforico ¢ROy),
1% de sulfanilamida (Sigma-Aldrich) e 0,1% deNatftiletiienoaminohidrocloro (Sigma-
Aldrich). A reacéo foi lida apés 10 minutos nodeitle placas utilizando o comprimento de
onda de 540 nm (SpectraMax, Molecular Devices).

Para determinar a dosagem de NO formado foi utiizama curva padrao com nitrato
de sddio iniciada com a concentracdo de 50 pM.

3.13 AVALIACAO HISTOLOGICA DO TECIDO ADIPOSO GONADA, BACO E
FIGADO

Fragmentos do tecido adiposo gonadal, baco e fjgamo cerca de 50-100mg foram
removidos e imersos em solucdo fixadora de Bowgogalestilada saturada de acido picrico
acrescido de 25 % de formol 10% e 5% de acidoaxétacial) por um periodo de 24 horas.
Em seguida, procederam-se varias etapas de desi@va¢m série crescente de alcoois (70°,
85°, 90°, 95°, 100°), a diafanizacdo com xilol iecdusdo em parafina. Foram obtidas, no
microtomo, secg¢fes histologicas de 5um de espesAsraeccdes foram colocadas em
laminas e coradas com hematoxilina, contrastada emsina e, em seguida avaliadas por
microscopia de luz.

As imagens foram capturadas por camera acopladaiaoscopio 6tico por meio do

software DinoCapture 2.0.
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3.14 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utili@aodprogramaGraphPad Prism
versdo 6.0 levando em consideragdo a naturezaadaseis estudadas sendo que valores de p
< 0,05 foram considerados significantes. Ramaparacao dos dados foi utilizado o testd de

de Student, para amostras ndo pareadas.



4. Resultados
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41 A ALIMENTACAO DE CAMUNDONGOS C57BL/6 COM DIETA
HIPERCALORICA INDUZ ALTERACOES SISTEMICAS

Os camundongos C57BL/6 alimentados com as dietadrot® (AIN93G) ou
hipercaldrica (HSF) e infectados conforme descaitberiormente, foram monitorados
semanalmente com objetivo de avaliar o ganho de pésnforme observado na figura 1,
camundongos alimentados com ambas as dietas agar@seuum aumento progressivo no
ganho de peso ao longo das semanas avaliadas.tatdre este aumento foi
significativamente maior no grupo alimentado codieda HSF a partir da oitava semana,
até o fim do experimento, ocorrido na 142 semana.

As quantidades de racao fornecida aos animais fa@mpanhadas durante toda a
experimentacdo, possibilitando-nos obter os valoekgivos a ingestdo média de ragéo
diaria, bem como o consumo calérico baseado nasmiaicoes energéticas de cada dieta
(AIN93G = 4 kcal/g; HSF =5 kcal/g).

Assim, camundongos alimentados com dieta HSF apasen aumento significativo
do consumo caldrico diario quando comparado aomaisi alimentados com dieta

AIN93G, consumindo o dobro de quilocalorias quamisnais controle (Fig. 2).



41

GANHO DE PESO
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Peso (9)

Tempo (semanas)

Figura 1: Avaliagdo do ganho de peso pela administracaaliésass AIN93G e HSF. Camundongos
C57BL / 6 fémeas (n = 6 / grupo) alimentados posdrhanas com dieta controle (AIN93G) ou dieta
com alto teor de agucar e gordura (HSF) foram tatlms com 10promastigotas de. chagasina
décima semana de alimentacdo e eutanasiados 2&mbasa infeccdo. Teste t de Student. Dados
representativos de trés experimentos independentgsresentados como média aritmética £ SEM. p
<0,05 (*) p <0,01 (**).
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INGESTAO ALIMENTAR MEDIA
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Figura 2: Ingestdo alimentar média diaria durante a admagéb das dietas AIN93G e HSF. A
avaliacdo do consumo energético em quilocaloriaefultado do produto do consumo diario em
gramas (g) de cada animal, multiplicado pelo valmrgético de cada dieta (AIN93G = 4 kcal/g;
HSF = 5 kcal/g). Teste t de Student. Dados reptagens de trés experimentos independentes e
representados como média aritmética + SD. p<0,0064).
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Ao final das quatorze semanas de experimentacémiosis foram eutanasiados e o
tecido adiposo gonadal foi recolhido e pesado @areomparacdo entre 0S grupos.
Conforme demostrado na figura 3, foi observado umemto significativo no peso do
tecido adiposo de camundongos alimentados com #i8fa em relacdo aos animais
alimentados com dieta AIN93-G.

Além do peso, também foi avaliado o aspecto higtotbdo tecido adiposo gonadal
de ambos os grupos. Os animais do grupo AIN93-Gesaptaram adipocitos sem
alteracbes histologicas (Fig. 4A). De forma comrdadipdcitos obtidos de animais
tratados com dieta hipercalorica apresentaram thiier;, com diametros
significativamente superiores ao grupo controley.(EB). Além disso, camundongos
alimentados com dieta HSF apresentaram uma retde@aliposidade, determinado pela
razdo entre o0 peso do tecido adiposo gonadal e pmsporal individual,
significativamente maior quando comparados aos@est(Fig. 5).

Visto as alteragbes locais provocadas pela admag@bd da dieta HSF, nos
propusemos avaliar se 0 mesmo tratamento seria ckgpprovocar alteracdes sistémicas
referente a celularidade dos animais. Diferenteeneiat observado anteriormente, néo
foram constatadas alteracdes significantes reladas a contagem global (Fig. 6A) ou
proporc¢des de células mononucleares e polimorfeaues (Fig. 6B) nos grupos controle
ou tratados com a dieta hipercaldrica.
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PESO DO TECIDO ADIPOSO GONADAL
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Figura 3: Peso do tecido adiposo gonadal apds alimentag@oasodietas AIN93G ou HSF.
Camundongos C57BL / 6 fémeas (n = 6 / grupo) altados por 14 semanas com dieta controle
(AIN93G) ou dieta com alto teor de aclcar e gord(#SF) foram infectados com 410
promastigotas dé. chagasina décima semana de alimentacdo e eutanasiadde&pos a

infeccdo. Teste t de Student. Dados representatiodrés experimentos independentes e
representados como média aritmética = SEM. p <@)05
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AIN93G

HSF

Figura 4: Cortes histologicos de tecido adiposo gonadal. @bailmngos C57BL / 6 fémeas (n = 6

/ grupo) alimentados por 14 semanas com dieta @enfAIN93G) ou dieta com alto teor de

agucar e gordura (HSF) foram infectados corhptfmastigotas de. chagasina décima semana

de alimentacdo e eutanasiados 28 dias apds a aofeé¢gagmentos de cada o6rgdo foram
removidos, fixados, processados e incluidos emfiparaSecc¢des histolégicas de 5um de
espessura foram coradas com hematoxilina/eosivalm@das por microscopia de luz. Imagens
com aumento de 100x. (A) Grupo AIN93G; (B) GrupoFHS
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ADIPOSIDADE
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Figura 5: Adiposidade. Camundongos C57BL / 6 fémeas (n/=gfupo) alimentados por 14
semanas com dieta controle (AIN93G) ou dieta cam talor de acucar e gordura (HSF) foram
infectados com 10promastigotas de. chagasina décima semana de alimentag&o e eutanasiados
28 dias apoés a infeccdo. A relacdo de adiposideideafculada a partir da divisdo do peso do
tecido adiposo gonadal pelo peso corporal de cagmmdongo ao final do experimento. Teste t

de Student. Dados representativos de trés expensiendependentes e representados como
média aritmética £ SEM. p<0,01 (**).
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CONTAGEM GLOBAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS
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Figura 6. Contagem global e diferencial de leucécitos n@sarperiférico. Contagem global de
leucécitos realizada com aliquotas de sangue fresdobilizadas em solugcdo de Turk e
contabilizadas em camara de Neubauer por micrascopica em aumento de 100X (A).
Contagem diferencial de leucocitos mononuclearpslienorfonucleares realizada em esfregaco
sanguineo corado com Pandético Rapido e contalélizgdr microscopia 6tica em aumento de
1000X (B). Teste t de Student. Dados representatd® trés experimentos independentes e
representados como média aritmética = SD. p <0,05.
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4.2 A OBESIDADE INDUZIDA PELA DIETA HIPERCALORICA AJMENTA A
SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO POR.. chagasi.

O préximo passo de nosso trabalho foi avaliar ossipeis efeitos da obesidade
induzida pela administracdo da dieta hipercalGiare alguns parametros imunoldégicos
relacionados a resposta imune cohtrahagasi

Os camundongos C57BL/6 tratados com ambas dietasnfinfectados com 10
formas totais dé&. chagasina décima semana ap0s o inicio da alimentacaceasiados
vinte e oito dias apdés a infecgao.

De forma interessante, animais que receberam a kligercaldrica apresentaram um
aumento significativo no parasitismo do baco edigdFig 7A e B), bem como o
aumento do peso total de ambos os 6rgédos (Rige&), caracterizando manifestacées
clinicas observadas na LV. Ademais, camundongotadima com a dieta HSF
apresentaram esplenomegalia quando comparados naosisa tratados com a dieta

controle (Fig 9).
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Figura 7. Carga parasitéaria no bago (A) e figado (B). Catongos C57BL / 6 fémeas (n =6/
grupo) alimentados por 14 semanas com dieta cen?ddN93G) ou dieta com alto teor de agucar
e gordura (HSF) foram infectados com’ Pomastigotas dé&. chagasina décima semana de
alimentacdo e eutanasiados 28 dias apés a infeéc@&arga parasitaria foi determinada pelo
método de diluicdo limitante (LDA). Teste t de Sintd Dados representativos de trés
experimentos independentes e representados coma aréthética + SD. p<0,01 (**), p<0,0001

(****) .
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Figura 8. Peso do baco (A) e figado (B). Camundongos C57BLfémeas (n = 6 / grupo)
alimentados por 14 semanas com dieta controle (A@Y%u dieta com alto teor de agulcar e
gordura (HSF) foram infectados com’Ifromastigotas dé&. chagasina décima semana de
alimentacdo e eutanasiados 28 dias apos a infetedte t de Student. Dados representativos de
trés experimentos independentes e representadasroédia aritmética + SEM. p <0,05 (*).
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Figura 9: Caracteristica macroscopica de ba¢os. Camund@igieBL / 6 fémeas (n =5 / grupo)
alimentados por 14 semanas com dieta controle (A@Y%u dieta com alto teor de acUcar e
gordura (HSF) foram infectados com’1fromastigotas dé&. chagasina décima semana de
alimentagéo e eutanasiados 28 dias ap0s a infecccao
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4.3 A OBESIDADE INDUZIDA PELA DIETA HIPERCALORICA ROMOVE UM
PERFIL INFLAMATORIO INCAPAZ DE CONTROLAR A INFECQAOPOR L.
chagasi.

Tendo como base o grande parasitismo hepatico |énesp observado nos animais
alimentados com a dieta hipercaldrica e objetivagldoidar os mecanismos inflamatorios
que poderiam estar associados ao aumento da shawoEute a infecgdo par. chagasi,
realizamos uma analise histopatologica dos érgdogumstao.

N&o observamos diferengcas macroscopicas no bacoamiogis tratados com as
diferentes dietas (Fig 10 A e B). De forma difeegr@nimais alimentados com dieta HSF
e infectados apresentaram significativamente maidoeos de esteatose hepatica,
caracterizados pela presenca de células vacuddiZkaa 10 C e D) e inflamatorias.

Durante a analise das citocinas, observamos quaniosais tratados com a dieta
hipercal6rica apresentaram um aumento significati@producéo de IFN-e IL-10 em
ambos os 6rgdos, bem como da producdo de IL-4 pedptendcitos dos animais
alimentados com a dieta HSF (Fig. 11). De formaregsante estes mesmos animais
apresentaram maiores produgbes de NO, um importaetiador leishmanicida, nao

correlacionando aos resultados observados na gdalda carga parasitaria (Fig. 13).
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AIN93G HSF

Figura 10. Cortes histologicos de baco e figado. Camundo@§a8L / 6 fémeas (n = 6 / grupo)
alimentados por 14 semanas com dieta controle (ABY%u dieta com alto teor de agulcar e
gordura (HSF) foram infectados com’1fromastigotas dé&. chagasina décima semana de
alimentacdo e eutanasiados 28 dias apos a infeé@gmentos de cada érgao foram removidos,
fixados, processados e incluidos em parafina. ®schtolégicas de 5um de espessura foram
coradas com hematoxilina/eosina e avaliadas parostopia de luz. Imagens com aumento de
100x e 400x. (A) Grupo AIN93G baco; (B) Grupo HS&¢b; (C) Grupo AIN93G figado; (D)
Grupo HSF figado.
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Figura 11:IFN-y (ng/mL), IL-10 (ng/mL), IL-4 (ng/mL) e NOuM) em sobrenadante de células
de baco e figado. de camundongos C57BL/6 fémeds d@manas), alimentados com dieta
controle. Camundongos C57BL / 6 fémeas (n = @p@y alimentados por 14 semanas com dieta
controle (AIN93G) ou dieta com alto teor de acleayordura (HSF) foram infectados cont 10
promastigotas dé&. chagasina décima semana de alimenta¢do e eutanasiaddm&pods a
infeccdo.A producdo da citocina foi determinada por ELISAdisiche e o NO pelo método de
Griess. Teste t de Student. Dados representatiestr&és experimentos independentes e
representados como média aritmética + SEM. p <@)0%<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001

(****) .
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5. Discussao
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Nos paises desenvolvidos houve substituicdo graduplogressiva das doencas
infecciosas e parasitarias por doencas cronicorsegtivas como causas de morbidade e
mortalidade a partir da segunda metade do seéculd. Xntretanto, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, esse perfil ndcofmservado. O que se tem relatado é um
aumento da prevaléncia de disturbios metabdliamsocdiabetesnelito tipo 2, dislipidemia,
obesidade, hipertensdo arterial sistémica e sirmlrametabdlica, concomitante ou
independente a varias doencas infecciosas e paiasjtque ainda permanecem endémicas
em diversas regides, como é o caso das leishmarie@NTES et al., 2009). A leishmaniose
visceral é a forma mais grave dentre o largo espele doencgas causadas por parasitos do
género leishmanjanegligenciada pelas autoridades e responsavefjaoides impactos na
saude publica (WHO, 2014). Assim, a coexisténcidakncas infecciosas e parasitarias com
distirbios metabdlicos fez aumentar o interessasppossiveis interacdes existentes entre
esses processos, principalmente com a constatagdainth elevada incidéncia de
complicagfes tais como o aumento de marcadoresriafbrios e consequente distirbio do
sistema imunologico (MILNER; BECK, 2012; PONTESakt 2009).

Neste trabalho objetivamos avaliar a influéncia atesidade induzida por dieta
hipercalérica em camundongos C57BL/6, sobre a stapinune apos infeccdo comn
chagasi A dieta indutora de obesidade foi formulada cdtm tor de carboidratos simples e
gordura saturada, como ocorre nas dietas consurmpilasmaioria dos individuos obesos,
com grande consumo de macronutrientes. Ademaigueo de pesquisa da Prof® Tatiani
Uceli Maioli, do Departamento de Nutricdo da Unsidade Federal de Minas Gerais, ja
demonstrou que a dieta HSF (High Sugar and Fatcdpiaz de induzir obesidade e de
provocar alteracdes metabolicas correlacionad@mabo de peso em modelos experimentais
murinos com a linhagem C57BL/6 (em fase de elaBofc

Iniciamos os estudos avaliando o ganho de pesoondal animais durante cada
semana de experimento (fig. 1). Os camundongoseatados com ambas as dietas
apresentaram um aumento progressivo no ganho a@g jegue encontravam em fase de
crescimento ao longo do experimento. O aumentoedm,pporém, foi mais expressivo no
grupo alimentado com a dieta HSF, permanecendosggmificancia estatistica mesmo apos a
infeccdo conmL. chagasi,na décima semana de dieta. No trabalho de Gaontabotadores
em (2014), camundongos C57BL/6 machos alimentadws dieta rica em gordura

apresentaram ganho de peso significativo em relag&grupo controle com quatro semanas

! Maioli, T. U. Alteragbes metabdlicas relacionadasganho de peso em C57BL/6 alimentados com dieta
rica em carboidratos simples e gordura saturadaerA&ditado pela UFMG; 2015.
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de alimentacdo, no entanto, as fémeas avaliadase retudo, apresentaram esse perfil
somente apOs a nona semana de dieta, 0 que séna@Xm 0s resultados encontrado em
nosso estudo.

Durante o experimento, camundongos alimentadosaoagdo HSF consumiram 2,8
gramas/dia enquanto os alimentados com AIN93G comam 1,8 gramas/dia. Convertendo
esse consumo em quilocalorias, obtivemos a ingestG®ntar média de cada animal do
grupo experimental em questéo (fig. 2). A dieta HBRtém cerca de 25% de gorduras e 50%
de carboidratos simples o que, corrobora com o @aehpeso significativo em relacdo ao
grupo AIN93G, devido o aporte calérico consumidm geral, dietas hipercaldricas tém sido
utilizadas com composi¢ces diversas de carboidratgerduras, em média até 60% das
calorias sdo obtidas a partir de lipideos enquastdietas controle fornecem apenas 7% de
gordura (BAUMGARNER et al., 2014; GANZ et al., 2014

Buscamos avaliar o impacto desse alto teor cal@osumido para os adipocitos dos
grupos estudados, visto que estes tipos celul@®@ss principais células constituintes do
tecido adiposo, adaptadas para armazenar lipidesstaboliza-los sem comprometimento de
sua integridade funcional (FONSECA-ALANIZ et al,@&0). De acordo com Bastard e
colaboradores (2006), os adipécitos também ap@septopriedades semelhantes aquelas do
sistema imune, envolvendo a producdo de mediagwéemflamatorios, anti-inflamatorios e
ativacdo do sistema complemento. Além disso, osgigdcitos, células que dédo origem aos
adipécitos, desempenham funcdes de fagocitosen assno os macrofagos (MOULIN et al.,
2009). A alteracdo destas ceélulas pode ser um iamger fator relacionado a
manutencdo/desequilibrio da homeostase, implicadidetamente na capacidade imuno
funcional. Camundongos alimentados com dieta H3&saptaram um aumento significativo
do tecido adiposo, bem como do volume dos adip®diig. 3, fig. 4). Greenberg e Obin
(2006) descrevem que o0 aumento ou expansdo dodcadg caracteriza a ocorréncia da
obesidade. Esta condicdo favorece o aumento daughode liberacdo de fatores proé-
inflamatodrios, diferentemente do observado por NMout colaboradores (2009) que
descrevem que a perda de peso resulta em reducterido adiposo e consequentemente
modificagbes no perfil imunoldgico, como a dimirdo¢ da secrecdo de mediadores
inflamatorios e menor ativagédo de células inflamasd

Nas seccdes histologicas do grupo HSF (fig. 4Bpficnamos as alteragbes
morfologicas ao observarmos a hipertrofia dos atiip® do grupo HSF. O adipécito branco
maduro armazena os triglicerideos em forma de uota lgpidica grande e Unica, a qual

ocupa a porcao central da célula, deslocando plagma, o nucleo e as demais organelas
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para a regido periférica. Estas células apresentardiametro entre 60 e 100 um e podem
alterar o seu tamanho, conforme a quantidade diebp acumulados (FONSECA-ALANIZ
et al, 2007).

Um outro parametro importante para comprovar obestaimento da obesidade
realizado foi a relacdo de adiposidade. Na figuodbgervamos que a relagao de adiposidade
dos camundongos alimentados com dieta HSF foifgigtivamente maior do que animais
alimentados com dieta AIN93G. O excesso de tedilijuogao acarreta alteragcdes na contagem
de leucdcitos circulantes em humanos, como foisgmtado nos trabalhos de Nave et al.
(2011) e Nave et al. (2012). Nesses estudos, ansee que individuos obesos apresentavam
aumento de neutréfilos e mondcitos e pouca vaitoie de linfécitos. Diferentemente, ao
realizarmos a contagem global e diferencial delaglsanguineas ao final do experimento,
nao obtivemos diferencas na contagem dessas célnles os grupos avaliados (figura 6).
Esse fato pode ser devido a uma maior migracaeldas para o tecido adiposo dos animais
obesos, pois 0 excesso de tecido adiposo provocaaummulo de células, principalmente
linfécitos e macrofagos, alterando assim as célulasculantes (WELLEN,
HOTAMISLIGIL;2003; GREENBERG, OBIN; 2006; KANNEGANITDIXIT; 2012).

Apés determinarmos que o0s animais apresentavam erfil ple obesidade e
analisarmos o perfil celular sistémico dos mesnimsscamos estudar de forma mais
especifica possiveis alteragdes nos orgaos alvogetgdo pela LV. Verificamos assim, que
0 peso e o tamanho do baco do grupo HSF sofrerada mfluéncia apos a infeccdo com
leishmania (fig. 8A, fig. 9). A esplenomegalia obvsela nesse grupo é caracteristica da
infeccdo com espécie de leishménia viscerotrOpd#VED et al., 2003; ENGWERDA et
al., 2004), neste casolachagasi.Rousseau et al. (1997), observaram um aument@ctm b
de camundongos infectados caminfantumde 140mg para 198mg com 18 dias de infeccéao,
e para 442mg com 70 dias de infeccdo. De acordokaym et al.(2004), a persisténcia dos
parasitos no baco € acompanhada pela falha daamdo granuloma e pela variedade de
mudancas patologicas, incluindo esplenomegali@raglfio da microarquitetura do tecido
linféide e aumento da atividade hematopoiéticaaMaicao histopatologica desse érgao (fig.
10 A e B), observamos um aumento do infiltradoleelno grupo HSF quando comparado ao
grupo controle.

Sabe-se que camundongos infectados cam chagasi apresentam rapida
multiplicacdo de formas amastigotas no figado deras primeiras quatro semanas de
infeccdo, as quais diminuem espontaneamente armtesitdva semana (ENGWERDA,

KAYE, 2000.). Essa particularidade pode ocorrervavelmente devido a caracteristicas
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intrinsecas deste 6rgdo como o desenvolvimentoadripmas, importante para a resisténcia
hepética na leishmaniose (KAYE et al., 2004; MALLIAHAJAN, 2006). Ao final das
quatro semanas de infeccdo, de maneira semelhanteagp, observamos um aumento
significativo no peso do figado do grupo HSF (fay8rB). No baco, o aumento do numero de
parasitos € lento (WILSON; WEINSTOCK, 1996), e gafio aparentemente serve como
local para expanséo inicial do parasito, sendoaybaco pode servir para a persisténcia da
infeccdo (WILSON et al., 2005). Segundo Engwerdalet(2004), a infeccdo hepatica €
usualmente auto-limitante e a resposta imune legpdi um bom exemplo de resposta
inflamatoéria granulomatosa dominada por células onaonleares envolvendo células de
kupffer, mondcitos, e linfocitos TCD4 e TCD8. Mglas citocinas, incluindo IFN; IL-12,
IL-4, niveis moderados de TNk-produzido no granuloma hepatico, e a producéo ate/os

de oxigénio e reativos intermediarios de nitroggAYE et al., 2004) contribuem para a
resisténcia do hospedeiro, especificamente no digdld figura 10 C e D, observamos as
seccOes histologicas do figado. No grupo AIN93@. (fi0C) observamos vacuolizacéo e
infiltrado celular. J& no grupo HSF (fig. 10D), ebsmos o granuloma, infiltrado
inflamatério e alta vacuolizagdo. Nossos resultadmstram que a infecgdo induz uma
infiltracdo inflamatdéria hepatica progressiva embam AIN93G e HSF, mas com uma
acumulacado leucocitaria em proporcdes distintager@itemente da infiltracdo difusa
observada no HSF, os camundongos AIN93G mostraram inflamac¢éo contida em uma
area significativamente menor, apresentando, portama menor lesdo hepatica. Contudo,
os camundongos HSF foram capazes de formar peqgeaonslomas, mas que claramente
nao foram eficazes em eliminar o parasito, comatedado pela carga parasitaria apresentada
por esse grupo.

Na avaliagdo dessa carga observamos que o grupo iH&pendente do 6rgao
analisado, apresentou de maneira significativa mesititulos de parasitos quando comparado
ao grupo controle (figura 7 A baco e 7 B figadoksin, sugerimos que a obesidade
influenciou diretamente na proliferacao da cepé.dghagasi onde, o hospedeiro obeso pode
apresentar uma resposta imune ineficiente freniafeccéo, devido, possivelmente, ao
distarbio do sistema imune. Quando observamos uad@sutricional oposto, ou seja, a
desnutricdo, percebemos também altos titulos desipas em baco e figado de camundongos
BALB/c infectados conl. chagasi,apesar de haveeducdes significativas no peso desses
orgaos (SERAFIM et al., 2010). No trabalho de Arhataal. (2009), ao administrar uma
dieta contendo aminoacidos em C57BL/6 e infectar tomajor, observaram que os animais

apresentavam titulos aumentados de parasitos, empacacdo com 0 grupo controle, que
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recebeu uma dieta a base de caseina. Esses aspentmsoram ainda mais com a conclusao
de De Heredia et al. (2012), na qual observou-aetelidos varios estudos publicados, que ha
um circuito de retroalimentacdo positiva entreamfacao local no tecido adiposo e resposta
imune alterada em obesidade, ambos contribuind® palesenvolvimento de complicacdes
metabolicas associadas. A obesidade, assim commosoestados de desnutricdo, afeta a
funcdo imune, alterando as contagens de leucébigms,como as respostas imunes mediadas
por células. Além disso, tem surgido evidénciagjuke uma funcdo imune alterada contribui
para a patogénese da obesidade.

A andlise da producédo de citocinas revelou altalygdo de IFNy IL-4 e IL-10 no
grupo HSF comparado ao grupo controle. O mesmadipagticontramos no trabalho de Roléo
et al. (2007), que caracterizaram o0 curso da iaf@eL resposta imunolégica desenvolvida
pela L. infantum em camundongos BALB/c. Durante o experimento, ftioobservado
padréo distinto de producéo de citocinas Thl e He2qual, os camundongos infectados
desenvolveram uma resposta imune mista, com cotea@iproducéo de INf-IL-10 e IL-

4, no baco e no figado.

Nesse estudo, a alta deteccdo de fNFg. 11 A e 11 B) ndo coincidiu com a
diminuicdo da carga parasitéria (fig. 97A e 7 Bhsari et al.(2006) afirmam que apesar da
presenca de niveis elevados de tlrante a infeccdo, o hospedeiro pode falhar ntrae
da infecgcdo pela leishmania. Por outro lado, Reldal. (2007) observaram que altos niveis
de INF+ coincidiram com a reducédo da carga parasitaria.

A IL-10 foi detectada em ambos 0s grupos e no igattontra-se estaticamente mais
elevada no grupo HSF (fig. 11 D). E descrito qusaestocina suprime a producio do IfFN-
inibindo a ativacdo de macréfagos (BASU et al, 208%m disso, a presenca dessa citocina
pode também diminuir a apresentacdo de antigerlas s e a ativacado de células T
(COUPER et al, 2008). Gomes-Pereira et al.(2004gfaram que os niveis de IL-10 néo
foram suficientes para inibir a producdo de K-Nelos leucdcitos hepaticos e subsequente
destruicdo dos parasitos. Isto suporta a hipétaseegta citocina ndo tem efeito inibitério
direto na funcao do IFN-ha leishmaniose experimental pelanfantum.

A IL-10 foi originalmente descrita como uma citaeiproduzida especificamente por
células TCD4+Th2, mas estudos posteriores mostrgranesta citocina é secretada tanto por
células Thl quanto por Th2 (MOORE et al., 2001)vd$orelatos tém mostrado que a
producao de IL-10 por células efetoras Thl ajudalim@ar o dano colateral causado por

uma inflamacdo exagerada. Mas este controle padeéra limitar a eficiéncia da resposta
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imune, ndo sendo efetiva ao tentar eliminar corapiente o patégeno (TRINCHIERI G,
2007).

A IL-4 foi detectada no figado e foi estatisticameesignificativa no grupo HSF em
relacdo ao controle, jA& no baco a citocina nadodfetectada A auséncia de um papel
significativo da IL-4 na infeccdo de LV em modelonmo foi observada por varios autores.
Melby et al. (2001) analisando sua produgdacsitu no bago, ndo detectaram IL-4 por
imunohistoquimica; Melby et al. (1998) demonstraeaminima expressao de RNAm de IL-4
em bacos de camundongos infectados e, Mirallet €1394) ao tratar camundongos com
anticorpo anti IL-4 ou receptor soluvel de IL-4prdbservaram alteracdo da carga parasitaria.
No entanto, no modelo com camundongads major, a IL-4 se enquadra como uma citocina
qgue nao protege o hospedeiro (BOGDAN, 1996).

Os parasitos do género leishmania infectam e dieagpno interior dos macréfagos,
e sdo estas células que possuem a capacidade de ast& protozoario intracelular. Uma
importante molécula leishmanicida produzida peloscndfagos é o NO, gerado apés a
ativacdo com IFN- de macréfagos infectados (CUNHA et al., 1993; GANS al., 2001).
Na figura 11 F e 11 G podemos observar que osanoeiNO foram elevados no baco e
figado dos animais HSF, porém esse resultado nacoselacionou com o elevado
parasitismo nesses 6rgdos. No trabalho de Amadral, €009) observou-se uma produgao
insuficiente de NO, e consequente aumento da qaagasitaria nos animais com dieta de
aminoacidos. Desta forma, o aumento do parasitisie®mo com a alta producdo de NO
observado em nossos experimentos nos mostram mqentoo NO pode ter sido insuficiente
para a eliminacdo do parasito. Constatamos que dtéssidade de outro mecanismo
leishmanicida, como a producédo de outros metalsdligicos como o anion superoxido e o
peroxido de hidrogénio, ndo avaliados em nossaltnab

De acordo com os resultados do presente estudervabse um padréo misto Th1/Th2
na producao de citocinas. Ambas as formas de lasiose cutdnea ou visceral requerem
resposta imune Thl para o controle da infecgcdo modelos experimentais. Como ha
evidéncias de que a obesidade estda associada astesspinflamatorias cronicas,
caracterizadas pela producdo anormal de citocinesento dos marcadores pro-inflamatérios
de fase aguda e ativacdo dos sinalizadores inftaioat (WELLEN; HOTAMISLIGIL,
2003), podemos relacionar nossos resultados coiter@g@o da homeostase imunoldgica
encontrada em individuos obesos. O tecido adippsesenta uma correlacdo direta com o
sistema imune pela secrecdo de adipocinas, ci@nquimiocinas (NAVE et al.; 2011),

levando a alteragbes na quimiotaxia de células mpoometimento da atividade de
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macrofagos (HUTTUNEN; SYRJANEN, 2012), provavelngeniotivo pelo qual os obesos

s8o mais susceptiveis a infeccgdes.
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6. Conclusoes
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Nossos dados demonstram que:

[EEN

. A administracdo de dieta rica em carboidratos ss\@ gordura saturada foi
eficiente na inducao da obesidade experimental edela murino.

2. A administracéo de dieta rica em carboidratos ssplgordura saturada foi capaz
de provocar alteracOes sistémicas em decorrénciaestabelecimento da

obesidade.

3. Camundongos obesos foram capazes de gerar umeesgasta inflamatdria em

resposta a infec¢cdo cdm chagasi.

4. A obesidade induzida pela dieta hipercalorica awowera susceptibilidade a

infeccdo polL. chagasi.

Concluséo geral:

A obesidade induziu aumento de citocinas pré-infleimas, porém estas ndo foram

suficientes para a eliminacéo do parasito.
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