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 Resumo        

  A obesidade é um grande problema de saúde mundial e com os hábitos e estilos 

de vidas atuais a sua importância social só tende a crescer. Hoje associa-se a 

obesidade com o mau prognóstico de diversas doenças, como câncer, diabetes e 

doenças auto-imune brandas, além disso, ela também está associada a uma resposta 

imune deficitária frente a infecções por diversos patógenos, como alguns vírus e 

bactérias. A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa, mais comumente pulmonar, 

causada pelo Mycobacterium tuberculosis (ou bacilo de Koch) e outros membros do 

complexo Mycobacterium tuberculosis. Esta doença causa cerca de 1,4 milhões de 

morte ao ano, sendo constatados cerca de 8 milhões de novos casos ao ano , estando 

apenas atrás da AIDS na taxa de mortalidade por doenças infecciosas e seu sucesso 

se deve em parte à capacidade de viver de meses à décadas no hospedeiro, em 

estado assintomático. Neste trabalho, avaliamos a relação entre a obesidade e o 

desenvolvimento da tuberculose, através do modelo de infecção experimental por 

Mycobacterium bovis BCG em camundongos C57/BL6 controles e tratados com dieta 

hiperglicídica.  Os resultados demonstraram que os animais obesos apresentaram um 

menor recrutamento leucocitário, dentre estes, menor influxo de neutrófilos e 

eosinófilos. Além disso, animais obesos apresentaram menor formação de 

corpúsculos lipídicos, menor produção de PGE2, maior produção de mediadores anti-

inflamatórios, como IL-10 e adiponectina, e menor produção de mediadores pró-

inflamatórios, como  leptina, em comparação aos animais controles. De maneira geral, 

nossos resultados apontam que a obesidade induz um perfil mais anti-inflamatório, 

inibindo a expressão de fatores de favorecimento do patógeno, como a formação de 

corpúsculos lipídicos, PGE2 e eosinofilia, sugerindo que a obesidade, nos estágios 

iniciais de infecção, pode modular negativamente a resposta inflamatória induzida pela 

infecção micobacteriana. 

      

 

 

 

 



Abstract 

 Obesity is a huge world health problem and with the habits and lifestyles of these 

days, it’s important only tend to grown. Today obesity is associated with a bad 

prognosis of a large number of diseases , like cancer, diabetes and light self-immune 

diseases, and besides that, its also associated with an uncompleted response to 

several pathogens, like some virus and bacteria. The tuberculosis is an infect-

contagious disease, commonly pulmonary, caused by Mycobacterium tuberculosis (or, 

Koch bacillus), and other members of the Mycobacterium tuberculosis complex. This 

illness cause about 1,4 million deaths per year, being registered 8 million new cases 

per year, being only behind AIDS on the mortality ratio by infectious diseases in the 

world and ur success can be related to your capacity to live from months to decades on 

the host , in a asymptomatic state. In this work, we evaluated the relationship between 

the obesity and the development of tuberculosis, by using the experimental infection 

model by Mycobacterium bovis BCG. C57/BL6 mice, male, with about 4 to 6 weeks of 

life, had being fed with standard ration (control group) or hiperglicidic ration (obese 

group), for 0, 2 or 3 months. The body weight was monitored during this period, and the 

fat gain and glucose tolerance was measured at the end, so the state of obesity could 

be characterized. At the end of these periods, this animals received  a intraperitoneal 

inoculation of 100 mL of saline solution (infection control) or 100 mL of BCG solution 

(infected group) and characteristic processes of this infection were observed, like 

leukocitary recruitment , lipid bodies formation on these cells, the production of pro and 

anti-inflammatory cytokines, eicosanoids (PGE2) and adipokines. Was observed then, 

that the obese animals, presented a lower leukocitary recruitment , among then, less 

influx of neutrophils and eosinophils, lower formation of lipid bodies and production of 

PGE2  , higher production of anti-inflammatory mediators (IL-10 and adipokine) and 

lower production of pro-inflammatory mediators (leptin) . Overall , our data points to a 

more anti-inflammatory profile on the obese animals , occurring in a minor expression  

of factors that are important to the pathogen survival , like the formation of lipid bodies 

and eosinophilia , indicating that, the obesity, on the early stages of the infection, may 

be representing a disadvantaging factor to the disease.  
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1. Introdução  

 

       1.1 - Tuberculose 

  

A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa, mais comumente 

pulmonar, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (ou bacilo de Koch) e 

outros membros do complexo Mycobacterium tuberculosis, que inclui 

Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum (FRIEDEN et. al, 2003 ; 

FARHAT et al 2013). Esta doença  causa cerca de 1,4 milhões de morte ao 

ano, sendo constatados cerca de 8 milhões de novos casos ao ano (Figura 1), 

estando apenas atrás da AIDS na taxa de mortalidade por doenças infecciosas, 

(OMS) e seu sucesso se deve em parte à capacidade de viver de meses à 

décadas no hospedeiro, em estado assintomático (GALAGAN et al 2013). A 

proliferação de variedades letais e resistentes a múltiplas drogas fez a OMS 

pedir agilidade na pesquisa para novas drogas e tratamentos alternativos para 

a tuberculose, bem como um aumento no investimento em tais pesquisas de 

cerca de 1,6 bilhões de dólares (OMS).   

 

 Figura 1: Incidência dos novos casos de tuberculose para a cada 100 mil habitantes (OMS 2013). 
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A tuberculose apresenta algumas peculiaridades que tornam o 

tratamento complicado e favorecem o surgimento de variedades resistentes. 

Hoje sua cura ainda é lenta, levando cerca de 6 meses de tratamento com 

vários antibióticos, o que leva a uma grande taxa de abandono do tratamento 

em estágios iniciais (CLIFF et al, 2013; GUPTA et al 2013). Esse fato, 

associado ao uso excessivo ou equivocado de antibióticos favorecem tanto a 

proliferação do patógeno, quanto a resistência dos pacientes aos tratamentos 

usados atualmente (CLIFF et al, 2013; GUPTA et al 2013). De fato, estimativas 

da Organização Mundial de Saúde apontam para cerca de quase 500 mil casos 

de tuberculose causados por bacilos resistente à múltiplas drogas, e outros 

casos mais raros causados por bacilos resistentes a praticamente todas as 

drogas atualmente utilizadas (CAMPBELL et al 2011). O tratamento nestes 

casos é bastante complicado devido á ineficiência da primeira linha de 

antibióticos, sendo necessário o uso de outros medicamentos muito mais caros 

e com efeitos colaterais mais agressivos (CAMPBELL et al 2011). Por isso 

torna-se necessário e essencial o desenvolvimento de métodos mais eficazes 

de tratamento para a tuberculose (OMS). 

  

1.2 – Resposta inflamatória na tuberculose 

 

 

As bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis são bacilos álcool 

ácido resistentes, parasitas intracelulares, capazes de se replicar no interior de 

fagossomas, e aeróbicos (KAPOOR at al, 2013). A contaminação ocorre pelas 

vias aéreas e o patógeno se localiza nos alvéolos pulmonares aonde é 

fagocitado por macrófagos residente em um processo iniciado quando a 

bactéria é reconhecida por diferentes receptores, como os receptores de 

manose, receptores do tipo Toll (TLR), receptores de complemento e etc. 

Através da estimulação de receptores TLR-2 pela lipo proteína 19-kDa ocorre a 

redução da expressão do complexo principal de histocompatibilidade I (MHC-I) 
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e da apresentação de antígenos bacterianos pelo MHC II (ERNST, 2012). Com 

isso, macrófagos atraem, pela produção de quimiocinas, monócitos, linfócitos e 

neutrófilos inativados que não são eficientes em eliminar a bactéria. Começa 

então a se formar lesões granulomatosas formadas de células gigantes 

derivadas de macrófagos, chamados de macrófagos espumosos, que decorrem 

de um acúmulo de lipídios intracelular, armazenados em corpúsculos lipídicos 

desses macrófagos e de outros tipos de leucócitos (ERNST, 2012; CARDONA 

et al, 2000). Conforme a resposta imunológica se desenvolve, células contendo 

o Mycobacterium tuberculosis são mortas, formandos áreas com granulomas 

envoltas por fibroblastos, levando a fibrose do tecido infectado. Este processo 

leva a perda de função do tecido, comprometendo a atividade pulmonar e 

causando lesões (KAPOOR at al, 2013, GOPAL et al 2013; REECE E 

KAUFMANN, 2012; DORHOI et al 2011). 

 O Mycobacterium bovis (BCG), um membro da família do 

Mycobacterium tuberculosis, conforme supracitado, é o principal bacilo utilizado 

como modelo experimental em animais e comumente não é virulento ao 

homem. O BCG ainda é a única vacina disponível contra a tuberculose e esta 

linhagem atenuada foi isolada após 230 passagens seriadas em glicerol, de 

1908 a 1921, por Albert Calmette e Camile Guérin, que dão nome ao bacilo, no 

Instituto Pasteaur em Lille, na França (CALMETTE et al, 1924). Posteriormente 

foi concedido a laboratórios do mundo todo e se tornou amplamente distribuído 

e tomou grande importância médica quando foi apresentado pelo Programa 

Expandido de Imunização da Organização Mundial de Saúde em 1974 

(JOUNG et al, 2013). 

Durante a resposta ao BCG, a migração de leucócitos para o 

compartimento alveolar é bastante característica e o primeiro fagócito a se 

mobilizar para o sítio inflamatório são os neutrófilos (NEUFERT et al, 2001). 

Monócitos são encontrados nestes locais pouco depois dos neutrófilos e 

podem ser modificar localmente para macrófagos e células dendríticas (SKOLD  

E BEHAR, 2008). A ativação dos neutrófilos aumenta a resposta imune inata e 

leva a produção de peptídeos anti-microbianos, liberação do conteúdo de seus 

grânulos e aumento da duração da vida destas células (PERSON et al, 2009).  
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Por outro lado, dados também do grupo demonstram que o Mycobacterium 

bovis  é capaz de promover a apoptose destes neutrófilos e que este processo 

leva a indução da formação de corpúsculos lipídicos nos macrófagos que 

fagocitam estes corpos apoptóticos, um processo que, de maneira geral, 

favorece a replicação e sobrevivência do patógeno (D’AVILA et al, 2006). 

Monócitos e neutrófilos apresentam uma superexpressão de receptores para 

padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs), como os receptores do 

tipo Toll (TLRs) e a ligação do antígeno a estes inicia uma cascata de 

sinalização, geralmente ligada a MyD88, responsável pela ativação destes 

receptores (BRIGHTBILL et al, 1999 ; KAWAI et al, 2010). De fato, a literatura 

demonstra que animais knockout para o gene que expressa o receptor TLR2 

são incapazes de montar uma resposta imune inata adequada contra infecções 

micobacterianas (REILING et al , 2002). 

 Neutrófilos são encontrados em grande quantidade nos sítios de 

infecção de pacientes com tuberculose e são constantemente recrutados para 

estes sítios em casos de doença crônica (RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2002). 

CXCL8 é uma quimiocina de conhecida pela sua grande capacidade de 

quimoatração de neutrófilos e níveis aumentados desta são encontrados em 

plasma e em lavados broncoalveolares de pacientes com tuberculose (PENIDO 

et al, 2002 ; POKKALI  et al, 2009). Outra importante quimiciona é a CCL2 a 

qual é uma relevante quimioatraente e ativadora de monócitos e células T 

CD4+,  tendo papel importante na montagem de uma resposta imune frente a 

esta infecção em murinos (KIPNIS et al, 2003) 

 Outro importante leucócito, o eosinófilo, é um leucócito multifuncional 

que é a principal célula efetora em doenças inflamatórias do tipo 2, incluindo 

infecções helmínticas, asma e alergia e estes apresentam uma grande gama 

de funções imune reguladoras, incluindo a produção de citocinas e quimiocinas 

que vão levar a exacerbação da inflamação, secreção de muco, e remodelação 

dos pulmões. Eosinófilos podem ser também a fonte primária de IL-4 durante a 

fase inicial de respostas do tipo 2 e podem recrutar leucócitos para o pulmão 

durante o desenvolvimento da asma. O desenvolvimento destas células é 

governado por diversos fatores de transcrição, incluindo GATA-1 , PU.1, e 
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C/EBP, assim como por um arranjo de citocinas, em particular, GM-CSF, IL-3, 

IL-5, e IL-9 (ADAMKO et al, 2005) 

Eosinofilia é também característica de infecções por micobactérias, e o 

recrutamento destes leucócitos é comumente associado ao crescimento 

irrestrito do bacilo em animais susceptíveis à infecção, bem como é um 

processo característico em indivíduos imunodeficientes com uma infecção 

secundária por M. tuberculosis (WERNECK BARROSO et al, 2000 ; ELLIOT et 

al, 2003), sugerindo que este leucócito está associado a um processo de 

susceptibilidade frente a estas infecções. 

 De maneira geral, uma das respostas principais do hospedeiro frente a 

infecção por Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis, é a resposta 

mediada por células T, que produzem citocinas do tipo 1 (principalmente IFN-), 

que ativam macrófagos para conter o patógeno intracelular (COOPER , 2009). 

De fato, indivíduos deficientes na produção de IFN- ou IL-12 demonstram um 

risco muito maior de desenvolver a doença que indivíduos saudáveis (KUMAR 

et al, 2013). Outras citocinas pró-inflamatórias são de grande importância, 

como TNF-, que contribui para formação e manutenção do granuloma e 

melhor eliminação do patógeno. Além disso, a inibição de TNF- em murinos 

leva a reativação da infecção e é uma prática válida para modelos 

experimentais de tuberculose crônica (KEANE et al, 2001). Em humanos, 

tratamentos contra doenças autoimunes, como doença de Crohn, que são 

realizados com supressão de TNF- parecem ser um fator de risco para o 

desenvolvimento da tuberculose (KEANE et al, 2001).  A IL-17 por sua vez, 

está diretamente relacionada com o recrutamento de neutrófilos e o acúmulo 

de células T CD4+ produtoras de IFN- nos sítios de infecção (KHADER et al, 

2007 ; LOCKHART et al, 2006). 

 Por outro lado, citocinas anti-inflamatórias também apresentam papel 

fundamental no desenvolvimento da tuberculose, por exemplo a IL-10, que em 

estágios iniciais da infecção, aparenta impedir a formação e maturação de 

granulomas fibróticos (CYKTOR et al, 2013), enquanto que em estágios tardios 
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favorece a reativação da infecção e o estabelecimento da tuberculose crônica 

(TURNER et al, 2002).   

 O balanço entre estes mediadores, ao controlar fatores que favorecem 

(como a formação de reservatórios para o patógeno em macrófagos 

espumosos) e desfavorecem (como redução da eosionofilia) o crescimento 

bacteriano, determinam o desenvolvimento da doença. 

  

 

1.3 – Corpúsculos Lipídicos e Prostaglandina E2 

 

Como citado anteriormente, a diferenciação de macrófagos em 

“macrófagos espumosos” é uma observação patológica comum nos 

granulomas tuberculosos (HERNANDEZ-PANDO et al., 1997; CARDONA et al., 

2000). Este aspecto espumoso dos macrófagos é um reflexo do acúmulo 

intracelular de lipídios que são estocados em organelas hidrofóbicas chamadas 

de corpúsculos lipídicos. 

Corpúsculos lipídicos são organelas com afinidade por tetróxido de 

ósmio e que apresentam uma monocamada fosfolipídica com centro rico em 

lipídeos neutros e diversas proteínas. Estas organelas estão presentes em 

grande parte dos leucócitos e outros tipos celulares, como células endoteliais, 

fibroblastos e mastócitos (DVORAK at al, 1993; BOZZA et al, 2007).  

Os corpúsculos lipídicos recebem diversas denominações na literatura, 

dependendo do tipo celular, como por exemplo: gotas lipídicas (“lipid droplets”) 

em adipócitos, glóbulos lipídicos (“lipid globules”) em células mamárias, 

corpúsculos lipídicos ou partículas lipídicas (“lipid bodies ou particles”) em várias 

células animais e fungos, e corpos oleosos (“oil bodies”) em sementes de plantas 

superiores (MARTIN E PARTON, 2005; MURPHY, 2001). No passado, os 

corpúsculos foram erroneamente confundidos com vacúolos ou fagossomos, pois 

eram vistos como imagens negativas após colorações que não preservavam 

lipídios. Atualmente, com o uso de fixação apropriada e coloração ou contraste 
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específicos para lipídios celulares, como sudan black ou tetróxido de ósmio, os 

corpúsculos lipídicos são claramente visualizados tanto na microscopia de luz 

como na eletrônica (Figura 1). Os corpúsculos lipídicos também podem ser 

reconhecidos através da utilização de marcadores fluorescentes, incluindo Nile 

red, lipídios contendo sondas fluorescentes como ácido pirenododecanóico (P96), 

e 2-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4-diaza-s-indacene-3-pentanoil)-1-

hexadecanoil-sn-glicero-3-fosfato, diammonium salt (-BodipyFL C5-HPA) 

(Bozza et al, 2007). Dentre as proteínas localizadas em corpúsculos lipídicos, 

destaca-se proteínas estruturais (ADRP, Perilipina e TIP47), bem como, enzimas 

metabólicas, algumas quinases e pequenas GTPases da família Rab (D'AVILA et 

al., 2008a; D'AVILA et al., 2008b; D'AVILA et al., 2006; BOZZA et al., 2007). Por 

sua constituição lipídica e protéica, muitos estudos têm estabelecido que, os 

corpúsculos lipídicos são organelas dinâmicas, que podem atuar como sítios de 

sinalização intracelular em leucócitos ativados, onde aumentam em número e 

tamanho em processos inflamatórios. Nos leucócitos, os corpúsculos lipídicos 

parecem participar da regulação do metabolismo lipídico e do controle da síntese 

e secreção de mediadores inflamatórios em resposta a infecções (D`AVILA et al 

2011; BOZZA et al., 2007; D'AVILA et al., 2006; PACHECO et al., 2002). 

 Estas organelas foram erroneamente caracterizadas por muitos anos 

como apenas uma reserva de energia, hoje sabe-se que os corpúsculos 

lipídicos são organelas dinâmicas e com grande importância no controle da 

síntese de lipídeos e em processos inflamatórios. Várias proteínas já foram 

caracterizadas como conteúdo de corpúsculos lipídicos, entre elas, enzimas 

metabolizaradoras de ácidos graxos, citocinas,  proteínas da família RAB e 

pequenas GTPases (D’AVILA et al, 2008,  D’AVILA et al, 2006; WAN et al, 

2007; BOZZA et al., 2007). Assim sendo, corpúsculos lipídicos podem controlar 

o metabolismo de lipídeo, o tráfico de membranas, a sinalização intracelular e a 

produção de mediadores inflamatórios diversos (D’AVILA et al, 2006).  
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 Figura 2 - Corpúsculos Lipídicos em leucócitos pleurais durante infecção por BCG, após 

coloração com tetróxido de ósmio (esquerda, D`AVILA et al., 2006). Macrófago espumoso de 

granuloma tuberculoso (direita) (CARDONA et al., 2000). 

 

 

Estas estruturas são também sítio de localização de enzimas formadoras 

de eicoisanóides, como por exemplo, ciclooxigenase-2 e lipooxigenases. De 

fato, em células participantes de processos inflamatórios e neoplasias, a 

quantidade e o tamanho destes corpúsculos sofrem um grande aumento 

(D’AVILA et al, 2006 ; D’AVILA et al, 2008;). Tanto a formação destes lipídeos, 

quanto a compartimentalização de enzimas nos corpúsculos lipídicos são 

processos altamente regulados por processos inflamatórios e envolvidos no 

aumento da capacidade de leucócitos de formar eicosanóides frente estímulos 

(MELO et al, 2006). 

 Dentre estes eicosanóides, um de grande relevância é a prostaglandina 

E2 (PGE2), que é uma pequena molécula derivada de ácido araquidônico (AA) 

produzida por ciclooxigenases, como, por exemplo, a ciclooxigenase 

constitutivamente ativa 1 (COX1), e COX-2 (isoforma induzível) (JOHANSON et 

al, 2013). Apesar da PGE2 promover um influxo de neutrófilos, macrófagos e 

mastócitos para o sítio de inflamação, pela produção de quimiocinas como 

CXCL8 e CCL2, (NAKAYAMA et al, 2006) sua atuação sobre estas diversas  
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células apontam para um papel supressor da atividade inflamatória por parte 

deste eicosanóide.  A PGE2 reduz a capacidade citotóxica de linfócitos NK, 

pela redução da sensiblidade a IL-12, IL-15 e IL-2 e diminuição da produção de 

IFN- por estes (WALKER et al, 2004 ; JOSHI et al, 2001). Limita também a 

capacidade de fagocitose de macrófagos alveolares bem como sua capacidade 

de eliminação do patógeno pela indução da cinase-M associada a IL-1R, a qual 

bloqueia a fagocitose mediada por receptor do tipo scavenger e a ativação de 

TNF-  dependente de TLR (HUBBARD et al, 2010). 

 A PGE2 também participa ativamente do balanço entre as respostas 

imunológicas Th1/Th2, sendo que, em baixas quantidades, demonstra a 

capacidade de levar esta resposta em direção a um perfil Th2/Th17 que 

medeiam processos muito menos danosos aos tecidos (KALINSKI, 2012). Isto 

ocorre, pois esta atua na inibição da produção de citocinas características do 

perfil Th1, como IFN- e não em citocinas Th2, como IL-4 e IL-5 (SNIJDEWINT 

et al, 1993). Em altas doses, PGE2 atua inibindo a produção e a sensibilidade 

de células T a IL-2, a proliferação ativação destas. Sendo responsável então, 

de maneira geral, pelo controle da proliferação e ativação de células NK, 

células da resposta Th1 e CTLs (KALINSKI, 2012). 

 

 

1.4 – Corpúsculos lipídicos e infeções micobacterinas.  

  

 

 Estudos demonstram a importância dos corpúsculos lipídicos em 

infecções micobacterianas, como por exemplo pelo Mycobacterium leprae 

(MATTOS et al, 2009 ; MATTOS et al, 2010). Neste caso, o fenômeno de  

acúmulo de lipídeos observados durante a doença apresenta um papel 

importante na patogênese da lepra por facilitar a persistência bacteriana no 

hospedeiro por transformar células presentes nas lesões em sítios catalíticos 

ativos de produção de PGE2, inibindo então a as atividades bactericidas do 
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macrófagos e regulando negativamente a resposta imune (MATTOS et al, 

2010). Além disso, foi demonstrado que lipídeos representam uma fonte de 

nutrição importante para a micobactéria, ajudando também a persistência 

destes no hospedeiro (PANDEY et al, 2008). 

 Já na infecção por Mycobacterium tuberculosis, o ácido araquidônico 

livre e a transformação do ácido araquidônico em suas formas oxigenadas, 

parecem modular a sobrevivência do bacilo, uma vez que em pequenas 

quantidades, a PGE2 regula positivamente a produção de iNOS e o 

amadurecimento do fagossoma, enquanto em grandes quantidades, regula 

negativamente, suprimindo a resposta celular e permitindo a progressão da 

doença (RANGEL MORENO et al, 2002). A supressão da produção de PGE2 

impede o crescimento da micobactéria (RANGEL MORENO et al, 2002), 

indicando que, a formação de corpúsculos lipídicos, bem como a consequente 

indução a produção aumentada de PGE2, aparentam favorecer o patógeno e a 

progressão da infecção. Kim e colaboradores (2010) demonstraram abundante 

concentração de proteínas envolvidas no metabolismo lipídico no granuloma 

tuberculoso em pacientes humanos, sugerindo um desequilíbrio do 

metabolismo lipídico das células hospedeiras induzido pelo patógeno. 

 De fato, trabalhos anteriores demonstraram que no modelo 

experimental em camundongos, uma dieta rica em lipídios, bem como a  

estimulação com leptina (MAYA-MONTEIRO, et al, 2008),  são capazes de 

causar um estimulo à produção de corpúsculos lipídicos, eicosanódes 

derivados destas organelas, e citocinas como TNF-α e IL-6 (LEITE, et al., 

2005). Além disso, a literatura demonstra que macrófagos espumosos podem 

ser reservatórios de longa duração para o Mycobacterium tuberculosis 

(PEYRON et al., 2009). 

Estes estudos tomados em conjunto sugerem que o tecido adiposo pode 

contribuir não somente na fisiopatologia da resposta inflamatória durante a 

tuberculose, mas também ser sítio de acúmulo de bactérias em estado latente. 

Tornando promissor o estudo da obesidade no desenvolvimento da 
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fisiopatologia da tuberculose, para melhor compreender os mecanismos ainda 

obscuros do desenvolvimento da doença. 

 

 

1.5-  Obesidade e doenças infecciosas  

 

 Obesidade é um grande problema de saúde mundial, sendo associada a 

morte de quase 3 milhões de pessoas no mundo, sendo que hoje 12% da 

população mundial é considerada obesa e mais de 1,5 bilhões de pessoas 

estão em sobrepeso. No Brasil, dados do Ministério da Saúde apontam que 

mais da metade da população se encontra na situação de sobrepeso. As 

causas da obesidade são diversas, podendo variar entre fatores sócio 

econômicos, alimentação, fatores genéticos, doenças adquiridas, uso de 

medicamentos e falta de atividade física regular (OMS).  

 

 

 Figura 3: Evolução do número de pessoas obesas e em sobrepeso no Brasil de 1989 a 

2009 (IBGE, 2009).  
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Obesidade, como um excesso de tecido adiposo, é atribuída a eventos 

sequênciais de hiperplasia e hipertrofia de adipócitos. Esse ganho exacerbado 

de tecido adiposo esta relacionado com os problemas comumente decorrentes 

da obesidade, como maior risco de doenças cardíacas, infarto, 

tromboembolismo venoso, hiperglicemia, hiperlipidemia, hipertensão, e asma 

(GUILHERME et al, 2008). Recentemente, processos inflamatórios tem surgido 

como mediadores importantes destas condições (VENDRELL et al, 2009). 

 Esse ganho exacerbado de tecido adiposo se deposita principalmente de 

modo visceral e subcutâneo (SAMARAS et al, 2010), porém também não é raro 

acúmulos de adipócitos por todo o corpo, associado a diversos órgãos, como 

coração, rins, medula óssea e pulmões, associados a estados inflamatórios 

locais (CHATTERJEE et al, 2009). 

 A obesidade está associada a uma resposta inflamatória crônica no 

tecido adiposo branco decorrente de uma constante infiltração de macrófagos, 

sendo estes responsáveis pela superexpressão de TNF-α. Camundongos 

obesos apresentam uma maior quantidade de ácidos graxos livres, os quais 

ativam receptores do tipo toll 4 (TLR4) que medeiam positivamente a 

expressão de TNF-a que por sua vez induz fosforilação do substrato-1 do 

receptor de insulina (IRS-1) em resíduos de serina, fato que impede a interação 

da proteína IRS-1 com a subunidade beta do receptor interrompendo a via de 

sinalização da insulina. Por outro lado receptores TLR2, que regulam 

negativamente a expressão deste fator, aparentam ser disfuncionais nos 

macrófagos de indivíduos obesos, levando a um acúmulo local desta citocina 

(ZHOU et al, 2011). Boa parte da produção de IL-6 presente nestes sítios, 

também é produzida por estas células infiltradas. Além destes marcadores pró-

inflamatórios, a obesidade está relacionada com a desregulação na produção 

de leptina (KARLSSON E BECK, 2010). 

 Leptina é um hormônio responsável pela regulação do apetite e a 

resistência a este é um fator importante no desenvolvimento da obesidade 

(OZATA et al, 1999). Além disto, a leptina tem importante papel na quimiotaxia 

de neutrófilos, geração de espécies reativas de oxigênio, geração e 
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citotoxicidade de células natural-killer (GENONI et al, 2014) e regulação de 

diversas citocinas e perfis imunológicos, como o aumento na produção de IL-2 

e IFN-, enquanto promove redução na produção de IL-4, tendo assim um 

importante papel na regulação do balanço entre a resposta Th1/Th2. A leptina 

também modula a produção de citocinas por macrófagos/monócitos, como por 

exemplo, aumenta a produção dependente de LPS de TNF-, IL-6 e IL-12 em 

macrófagos peritoneais de camundongos e em monócitos humanos 

(LOFFREDA et al, 1998 ; SANTOS-ALVAREZ et al, 1999). Ela também tem um 

papel chave na linfopoiese e na mielopoiese, representando uma fonte 

importante de estímulos pró-sobrevivência de timócitos durante a maturação de 

células T (GENONI et al, 2014). Humanos com deficiência na produção deste 

hormônio apresentam susceptibilidade a doenças infecciosas oportunistas, com 

menor proliferação de linfócitos T CD4+, menor produção de interferon-, IL-4 e 

IL-10 e aumento na produção de TGF-β (LAM e LU, 2007) e criança deficientes 

de leptina apresentam peso normal ao nascimento, mas rapidamente evoluem 

para um quadro de hiperfagia e obesidade infantil e, como já demonstrado, 

sofrem com infecções recorrentes desde os estágios iniciais de vida (GENONI 

et al, 2014). 

 A obesidade desregula também a produção de adiponectina, um 

hormônio proteíco, sendo que em homens obesos, os níveis séricos desta 

proteína específica do tecido adiposo é consideravelmente menor que em 

homens magros (YANG et al, 2001). A adiponectina é ligada a sensibilização 

da insulina. Esta é produzida pelos adipócitos e apresenta uma grande gama 

de células alvo, como hepatócitos, cardiomiócitos e células beta do pâncreas 

(HOLLAND et al, 2011). A adiponectina esta ligada a patologias com 

componente inflamatório, como doenças cardiovasculares, disfunções 

endoteliais, diabetes tipo 2, doenças reumáticas e possivelmente, doenças 

infecciosas diversas (MATSUZAWA et al, 2006). O papel da adiponectina ainda 

não é totalmente compreendido, mas sabe-se que em alguns casos ela pode 

induzir a produção de citocinas como IL-6, IL-8 e também a produção de PGE2 

(LEE et al, 2012), porém, de maneira geral, adiponectina participa da 

expressão das citocinas anti-inflamatórias IL-10, IL-1RA (WULSTER-
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RADCLIFF et al, 2004) e atua na supressão da via do NF-kB dependente de 

TNF-, interrompendo a sinalização dependente de cAMP, inibindo assim a 

transcrição de genes pró-inflamatórios, apresentando um papel anti-

inflamatório e anti-apoptótico, se tornando um alvo interessante em patologias 

causadas por resposta inflamatória exacerbada (RAKATAZI et al, 2004). 

 A literatura mostra também, que a obesidade está relacionada com a 

alteração da população de linfócitos T circulantes, inibindo a quantidade de 

linfócitos CD8+ e NK e a liberação de células T-naive pelo timo, tendo 

consequências importantes na resposta a certos tipos de patógenos. Foi 

demonstrado que indivíduos obesos apresentam uma menor resposta primária 

ao vírus influenza, pela diminuição da produção de IFN -α/-β, além de maior 

suceptibilidade a infecções por Mycobacterium abscessus, Klebsiella 

pneumoniae  e Streptococcus pneueumoniae (KARLSSON E BECK, 2010). 

  

 

1.6 – Obesidade e a tuberculose 

 

 

A influência da tuberculose e a obesidade ainda é pouco compreendida 

e pouco estudada e , apesar de estudos demonstrarem que de maneira geral a 

obesidade é prejudicial à montagem de respostas imunológicas eficientes 

contra diversos patógenos, alguns estudos recentes começam a demonstrar 

que de alguma maneira, a obesidade resulta em risco menor de 

desenvolvimento de tuberculose pulmonar, bem como em respostas mais 

brandas e menos lesivas por parte do sistema imunológico do hospedeiro 

(HANRAHAN, 2010 ; LEUNG et al, 2010). Além disso, a literatura a muito 

tempo demonstra que estar abaixo do peso (ou seja, baixo IMC) é um fator de 

risco para desenvolvimento da doença (TVERDAL, 1986 ; PALMER et al, 1957) 

Uma pesquisa realizada em Hong Kong, com 2 mil pacientes idosos 

demonstrou que, indivíduos obesos apresentaram uma incidência 36% menor 
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de tuberculose ativa do que indivíduos com baixo peso corporal (LEUNG et al, 

2010) e outro estudo demonstra que a taxa de mortalidade em pacientes 

soropositivos devido a uma infecção secundária oportunista por Mycobacterium 

tuberculosis cai drasticamente em indivíduos obesos em relação aos magros, 

indicando que a obesidade pode representar um favor de algum modo protetor, 

frente a esta infecção (HANRAHAN, 2010). 

Tendo em vista a literatura conflitante sobre o efetivo papel da 

obesidade em infecções bacterianas e os possíveis mecanismos que modulam 

a resposta do hospedeiro no curso destas infecções, tornam os  estudos sobre 

a relação da obesidade com a tuberculose uma área bastante promissora. 
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2 – Objetivos: 

 

2.1 – Objetivo geral: 

 

- Avaliar o envolvimento da obesidade na fisiopatologia da tuberculose, 

utilizando um modelo experimental de infecção por M. bovis BCG em 

camundongos, com a finalidade de elucidar potenciais alvos para o 

desenvolvimento de novas estratégias no combate a tuberculose. 

 

2.2 – Objetivos específicos: 

 

- Investigar o envolvimento da obesidade na migração de células durante 

infecção experimental por M. bovis BCG em camundongos susceptíveis; 

- Comparar a formação de corpúsculos lipídicos nos leucócitos do sítio 

inflamatório nos animais infectados obesos e magros; 

- Analisar a produção de prostaglandina E2 nos animais infectados obesos e 

magros 

- Comparar a produção das citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

nos animais infectados obesos e magros; 

- Investigar a produção das adipocinas, leptina e adiponectina, nos animais 

infectados obesos e magros; 
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3. Metodologia 

 

3. 1 – Animais. 

 

 Foram utilizados camundongos machos C57Bl/6, com idade de 5 a 6 

semanas de vida e peso médio variando entre 20 a 25 gramas, obtidos do 

Centro da Biologia da Reprodução (CBR – UFJF). 

Estes animais foram acondicionados em gaiolas de propileno, cobertas 

com cama de maravalha, dotadas de cocho para ração e local para mamadeira 

com água filtrada. Os animais foram divididos em 5 animais para cada gaiola 

de 30 x 19  x13 cm ou 10 animais para cada gaiola de 49 x 34 x16 cm e foram 

mantidos no Laboratório de Biologia Celular e no Laboratório de Imunologia 

durante o experimento. 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo CEUA- 

UFJF (protocolos 50/2012 e 109/2012). 

 

3.2 – Dieta e indução do modelo de obesidade 

 

 Os animais foram aclimatados por cerca de 10 dias no laboratório de 

Biologia Celular e, em seguida, foram pesados para termos o peso destes 

animais no momento de início do tratamento (dieta) e receberam marcações na  

nas cauda para identificação de cada indivíduo. Feito isto, os animais 

receberam por 0 (T0), 60 ou 90 dias dieta especial hiperglicídica, enquanto os 

animais controles (magros) receberam apenas a ração comum Nuvital®.  

 A ração hiperglicídica foi produzida em nosso laboratório, aonde cada 

ingrediente foi precisamente pesado utilizando uma balança BK300 da Indústria 

e Compania Eletro-Eletrônica Gehaka® e homogenizado manualmente. A 
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mistura foi transferida para uma forma convencional e colocada em uma Estufa 

de Secagem e Esterilização da empresa Labor® a temperatura de 60°C por 

cerca de 3 horas para dar a ração aspectos físicos mais próximos da ração 

comum controle Nuvital®. A composição da ração hiperglicídica está descrita 

na tabela 01. 

Duas vezes por semana foi realizado o monitoramento do consumo de 

ração por cada grupo. Ao final de cada semana, estes animais foram pesados 

para realizar o controle do ganho de peso em relação ao tipo de dieta 

apresentada. 

 

 

Ingrediente Peso (g) 

Ração comum Nuvital 

Leite condensado 

Água 

Açucar Refinado 

660 

660 

540 

140 

 

Tabela 1: Composição da dieta hiperglicídica descrita. 
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3.3 – Delineamento Experimental 

 

 

 

Figura 4: Representação esquemática do delineamento experimental. 

 

Para avaliarmos a influência da obesidade na infecção experimental por 

Mycobacterium bovis BCG em camundongos, utilizamos o modelo de 

obesidade induzida por tratamento com dieta hiperglicídica (PARK et al., 1999) 

por dois ou três meses, seguido da infecção intrapleural com BCG, conforme 

demonstrado na figura 4. 

Os animais infectados e controles tiveram a glicemia pré e pós pandrial 

medida 24 horas após a infecção, e foram eutanasiados por overdose de 

tiopental para a coleta de sangue, lavado pleural e gorduras retroperitonial e 

perigonadal. 
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Os dados da glicemia e a coleta de gordura foram utilizados como 

parâmetros do modelo de obesidade em estudo, para demonstrar uma possível 

resistência à insulina e adiposidade induzida pela dieta. No lavado pleural foi 

avaliado o influxo de leucócitos para o sítio da infecção, tanto 

quantitativamente, quanto qualitativamente, bem como a formação de 

corpúsculos lipídicos nestas células, ambos os casos, por microscopia de luz. 

Este material foi usado também para a dosagem das citocinas, adipocinas e 

PGE2. O sangue coletado foi centrifugado e o plasma sobrenadante foi 

armazenado para futura dosagem de leptina. 

 

3. 4- Infecção 

 

Foi utilizada a vacina Mycobacterium bovis BCG (cepa Moreau) obtida 

da Fundação Athaulfo de Paiva, RJ, tendo cada embalagem uma ampola com 

40 mg do bacilo. O BCG foi diluído em salina estéril a uma concentração de 10 

mg/ml e armazenado em geladeira. Metade dos animais dos grupos T0, da 

dieta controle (magros) e dieta especial (obesos) foram infectados com 100 μl 

da solução supracitada de BCG através de injeção intratorácica (i.t.), realizada 

com uma seringa de um 1 ml e uma agulha de 0,45 x 13 mm,  e estimulados 

por 24h. A outra metade dos animais (controles) receberam 100 μl de solução 

salina estéril. 

 

3.5- Curva glicêmica 

 

 Após 0, 60 ou 90 dias de tratamento com dieta controle ou 

especial, os animais infectados 24h por BCG e controles, submetidos ao jejum 

de 12 horas, tiveram sua glicemia pré prandial medida, com auxílio de um 

aparelho tradicional de medição de glicemia (Accu chek perfoma). Em seguida, 

os animais recebem uma injeção peritoneal de solução de glicose de 2 g/kg. 
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Após uma hora, foi realizada a medição pós prandial para realização da curva 

glicêmica. 

 

3.6- Eutanásia e lavado pleural 

 

 Os animais foram anestesiados com tiopental (150 mg/kg, i.p.) em 

seguida foi realizado o lavado pleural com injeção de 1 ml de PBS levemente 

resfriado na cavidade torácia, o qual foi coletado,  após agitação da cavidade,  

e armazenado em tubos tipo eppendorfs a -80º C. 

 Em seguida, foi realizada a punção cardíaca com o uso de seringas pré-

heparinizadas de 3 ml, com agulhas de 0,45 x 13mm no animal com o tórax ja 

aberto e o coração exposto. Consequente a este processo, os animais foram 

eutanasiados por exsanguinação sob anestesia. 

 

3.7- Extração do tecido adiposo.  

 

 Tecidos adiposos das regiões perigonadais e retroperitoniais foram 

removidos de cada animal e realizada a pesagem desse material para verificar 

a relação entre sua quantidade e a dieta a cada grupo apresentada. 
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 Figura 5: Demonstração da localização das gorduras retroperitonial (A) e 

perigonadal (B) (Malafaia et al, 2013). 

 

 

3.8- Contagem de influxo de leucócito para cavidade pleural  

  

 

Para contagem total de leucócitos, 10 µl do lavado pleural foram diluídos 

em 390 ml de solução de turk (cristal violeta a 0,005% em solução de ácido 

acético a 2% em PBS) para hemólise dos eritrócitos e coloração do núcleo dos 

leucócitos. Os leucócitos foram contados em câmara de neubauer sob 

microscopia de luz.  Citoesfregaços contendo cerca de 1 a 3 x 105 

células/lâmina foram preparados (450 rpm/5 mim). As laminas destinadas a 

contagem diferencial de leucócitos, foram coradas com um kit de panótico 

rápido (Laborclin) para a contagem diferencial de leucócitos, sendo que cada 

lâmina ficou emersa em cada corante por 2 minutos. Foram contadas 100 

células consecutivas em microscópio de luz, com objetiva de 100x, para o 

estabelecimento das porcentagens de cada tipo celular. Os resultados foram 

expressos em média  EPM. 
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3.9 - Contagem de Corpúsculos Lipídicos. 

 

 

As lâminas destinadas a coloração por tetróxido de ósmio foram fixadas 

em formaldeído a 3,7% por pelo menos 10 minutos, lavadas em tampão 

cacodilato 0,1M (pH 7,4) e coradas em tetróxido de ósmio a 1,5% por 30 

minutos. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em água destilada, tratadas 

com tetróxido de ósmio a 1,5% reduzido por tiocarbohidrazida a 1% por 5 

minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada, lavadas em 

tampão de cacodilato 0,1M e coradas com tetróxido de ósmio a 1,5% por 3 

minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada e 

montadas. As lâminas foram analisadas em microscópio de luz, com objetiva 

de 100x. Foram contados os corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas. 

Os resultados foram expressos como média  EPM. 

 

3.10 – Processamento do  lavado pleural 

  

Após a preparação dos citoesfregaços, o lavado pleural foi centrifugado 

10.000 rpm/1 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado (-80ºC) para 

dosagem de citocinas, leptina, adiponectina e prostaglandina E2. 

 

 3.11 -  Dosagem das citocinas e adipocinas 

  

 A concentração das citocinas TNF-a, IL-10 e as adipocinas leptina e 

adiponectina no lavado pleural foi determinada por ELISA por meio da 

utilização de kits Duo set (R&D Systems) e os ensaios foram realizados 

seguindo as recomendações do fabricante. A leitura da densidade ótica foi 
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realizada em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 

450 nm utilizando o programa Softmax Pro.  A quantificação das citocinas e 

adipocinas foi calculada a partir das curvas padrão, obtidas da diluição seriada 

dos respectivos recombinantes. Os resultados foram expressos como média  

EPM. 

 

3.12 – Dosagem de PGE2 

 

 A concentração de PGE2 no lavado pleural foi determinada pelo Ensaio 

Imunoenzimático  - EIA  seguindo as recomendações do fabricante (Cayman 

Cheminal). A leitura da densidade ótica foi realizada em leitor de microplacas 

(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 405 nm utilizando o programa 

Softmax Pro. Os resultados foram expressos como média  EPM. 

 

  

 3.13 – Processamento das imagens  

 

 

 As imagens foram capturadas a partir das laminas confeccionadas para 

a análise quantitativa e qualitativa do recrutamento celular para o sítio de 

infecção, bem como as lâminas confeccionadas para a contagem da indução 

da formação de corpúsculos lipídicos pelo Mycobacterium bovis BCG. O 

equipamento utilizado foi o PannoramicScan  da 3D HDHITECH e as imagens 

foram processadas pelo seu programa próprio PannoramicViewer para 

posicionamento da barra de escala e ajuste do foco e aumento (80x). 
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 3.14 – Gráficos e Análise Estatística 

 

Os gráficos foram montados através do programa GraphPad Prism® 6 

(GraphPad Software) e os resultados foram expressos como Média ± EPM e 

analisados estatisticamente segundo ANOVA seguido pelo teste t de Student, 

com significância de p< 0.05. 
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         4 – Resultados  

 

4.1- Efeito da Dieta hiperglicídica no ganho de peso em camundongos 

C57/Bl6. 

   

        Alguns trabalhos demonstraram que a obesidade influencia na resposta 

inflamatória a certos tipos de patôgenos por induzir um estado de inflamação 

crônica decorrente da infiltração de macrófagos no tecido adiposo e a indução 

da produção de TNF-α  e IL-6 por estes macrófagos (HOTAMISLIGIL et al., 

1993; GOLDBERG, 2009). A obesidade afeta também produção de linfócitos T 

pelo timo, as quantidades de células NK e T CD8+ circulantes e menor 

produção de IFN -α/-β, afetando então, de maneira geral, a resposta 

imunológica (KARLSSON E BECK, 2010). Com base nisso, animais foram 

tratados por 0, dois e três meses com dieta hiperglicídica com intuito de induzi-

los a um estado de obesidade. 

       Nossos dados demonstram que os animais que receberam a dieta 

especial, apresentam já a partir da segunda semana de tratamento um peso 

médio maior (Figura 6) que os animais que receberam a dieta controle,  porém 

o peso final entre os grupos tratados, após 3 e 2 meses de tratamento, difere 

significativamente apenas em relação aos animais em tempo zero, indicando 

que enquanto existe um ganho de tecido adiposo por parte dos animais 

obesos, existe um ganho compensatório de massa magra por parte dos 

animais magros (Figura 7). 
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Fig 6 – Controle do ganho de peso dos animais ao longo do período experimental. 

Camundongos (n≥3) foram pesados semanalmente, a partir do início do tratamento,  para o 

controle do ganho de peso até o final dos três meses de dieta controlada. Gráficos projetados a 

partir do programa Graphpad prism 5®. Os resultados foram expressos como média  EPM. 
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Fig 7 – Peso final dos animais em tempo zero, em dieta controle e em dieta 

hiperglicídica. Camundongos (n≥3) foram pesados no dia da eutanásia para controle do 

ganho de peso com tratamento de T0, três meses (A) e dois meses (B. O símbolo (*) indica 

diferença significativa p ≤ 0,05 dos grupos T0 em relação aos outros grupos. Gráficos 

projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados foram 

expressos em Média ± EPM. 
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4.2- Dieta hiperglicídica induziu ganho de gordura retroperitonial e 

perigonadal. 

      

      Vários fatores são importantes para a caracterização de um quadro de 

obesidade, como IMC, adipocidade, diminuição da tolerância á glicose, 

medidas corporais como circunferência abdominal, entre outros (OMS, 2012). 

Para experimentação animal, os fatores mais avaliáveis são a adiposidade e a 

resistência à glicose e por isso, nós medimos estes parâmetros a partir das 

gorduras retroperitoniais e perigonadais destes animais, além da realização da 

curva glicêmica dos animais em jejum de 12 horas. 

   Nosso resultados demonstraram que, após o tratamento com dieta  

hiperglicídica, os animais apresentaram um ganho significativo de gordura 

retroperitonial e perigonadal em relação aos animais que receberam a dieta 

controle e os animais T0 (Fig. 8 A - D). Porém, não foi caracterizado um quadro 

de diabetes pelos animais tratado, apesar dos nossos dados apontarem para 

uma diminuição da tolerância à glicose frente ao tratamento (Fig 9 e 10), 

indicado pela diminuição da área sob a curva. 
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Fig  8 – Acúmulo de gordura nas regiões perigonadal e retroperitonial de animais em 

tempo zero, dieta controle e dieta especial.  Camundongos (n ≥ 3) em tempo zero (t0), dieta 

controle e dieta especial de dois (C e D) e três meses (A e B) tiveram o tecido adiposo retirado 

das regiões perigonadal (A e C) e retroperitonial (B e D)  e pesados para quantificação. 

Gráficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados 

foram expressos como média  EPM. O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 entre 

o grupo e seu respectivo controle. 
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Fig 9  - Área sob a curva da curva glicêmica realizada em jejum de 12 horas dos animais 

em tempo zero, em dieta controle e dieta hiperglicídica. A medição da curva glicêmica foi 

realizada pela medição da glicemia em animais (n ≥ 3) de 3 meses (A) e 2 meses (B) em 12 

horas de jejum, seguida de  injeção intraperitoneal de glicose e nova medição de glicemia 1 

hora após O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus respectivos 

controles. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os 

resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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Fig 10 – Diminuição da tolerância à glicose com aumento de glicemia em animais em 

dieta controlada. A glicemia dos animais de 3 meses (A) e 2 meses (B) (n ≥ 3) foi quantificada 

em jejum (0’) e após 60 minutos (60’) da inoculação intraperitoneal de glicose. O símbolo (*) 

indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus respectivos controles. Gráficos 

projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados foram 

expressos em Média ± EPM. 

 

 

4.3 – A migração de leucócitos para o sítio inflamatório, frente a infecção 

por Mycobacterium bovis BCG, é reduzida em animais obesos. 

 

   

 A literatura descreve uma interação da condição de obesidade com o 

desenvolvimento da resposta imunológica a diversos patógenos, como por 

exemplo, um déficit em relação a resposta primária ao vírus Influenza e maior 

susceptibilidade a diversas infecções bacterianas (KARLSSON E BECK, 2010).  

Com a finalidade de investigar a interação entre a obesidade e a tuberculose, 

animais obesos e magros, foram inoculados com Mycobacterium bovis BCG i.t. 

por 24 horas e tiveram lavado pleural coletado para avaliação de fatores 

participantes da resposta inflamatória, como por exemplo PGE2 e citocinas. 

 Nossos resultados demonstraram que a infecção por BCG induziu uma 

migração de células para a cavidade pleural nos 3 grupos analisados. No 

entanto, animais obesos infectados apresentaram, de forma geral, um menor 

recrutamento de leucócitos para cavidade intrapleural em comparação com os 

animais T0 e magros; e este consiste em sua maioria de células 

mononucleadas (Fig 11 e 12, A e B), um resultado que sugere uma menor 

intensidade de resposta inflamatória no grupo obeso. Houve também uma 

significativa redução no número de neutrófilos em comparação aos animais em 

T0 e magros. Com relação ao número de eosinófilos, os animais obesos 

demonstraram uma tendência de inibição em relação aos animais T0 e magros, 

Estes resultados foram observados tanto nos experimentos de 2 meses, quanto 
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de 3 meses de dieta (Fig. 11 e 12). Imagens de microscopia de luz, capturadas 

pelo Pannoramic Scan da 3Dhistotech demonstram qualitativamente a maior 

neutrofilia e eosinofilia dos animais T0B e MB frente aos animais controle e os 

OB (Fig 13). 
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Fig 11 – Migração de leucócitos para a cavidade pleural de animais To, magros e obesos 

após 24h de infecção por BCG. Animais (n ≥ 3) em tempo zero (A,B,C,D) e em três meses 

(E,F,G,H) de dieta hiperglicídicas foram inoculados com 100 ml de solução de BCG 10mg/ml e 

os controles receberam 100 ml de solução salina. Foi realizada a contagem total de células 

recrutadas (A,E) e a contagem relativa dentre este total de leucócitos mononucleares (B,F), 

eosinófilos (C,G) e neutrófilos (D,H). O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em 

relação aos seus respectivos controles.. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad 

prism 5®. Os resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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Fig 12 – Migração de leucócitos para a cavidade pleural de animais To, magros e obesos 

após 24h de infecção por BCG  - Animais (n ≥ 3) tempo zero (A,B,C,D) e em dois meses 

(E,F,G,H) de dieta hiperglicídicas foram inoculados com 100 ml de solução de BCG 10mg/ml e 

os controles receberam 100 ml de solução salina. Foi realizada a contagem total de células 

recrutadas (A,E) e a contagem relativa dentre este total de leucócitos mononucleares (B,F), 

eosinófilos (C,G) e neutrófilos (D,H). O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em 

relação aos seus respectivos controles. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad 

prism 5®. Os resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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Fig 13 – Recrutamento  de leucócitos para o sítio de infecção no animais controles e 

infectados. Animais em tempo zero (A) , Magros (B) e Obesos (E) receberam a inoculação de 

100 ml de solução de BCG 10mg/ml, enquanto animais controle em tempo zero (C), Magros (D) 

e Obesos (F) receberam inoculação de 100 ml de solução salina. Após 24 horas, foi coletado o 

lavado e feita a contagem diferencial do recrutamento celular para o sítio de infecção nestes 

animais, por microscopia de luz após coloração com Panótico. Imagens foram capturadas 

através do Pannoramic Scan da 3Dhistetch e estão apresentadas em aumento de 80x. Barra = 

50 m. As setas vermelhas indicam leucócitos mononucleares, as setas pretas indicam 

eosinófilos e as cabeças de setas pretas indicam neutrófilos. 
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4.4 – A formação de corpúsculos lipídicos frente a  infecção por 

Mycobacterium bovis BCG é reduzida em animais obesos. 

 

Corpúsculos lipídicos apresentam papel fundamental no curso da 

infecção experimental por Mycobacterium bovis BCG e a literatura demonstra 

que o aumento na quantidade destas organelas aparenta favorecer o patógeno, 

devido a uma indução na produção de Prostaglandina E2 qu,e em pequenas 

quantidades favorece o amadurecimento do fagossoma, porém em grandes 

quantidades regula a resposta negativamente suprimindo a resposta celular, 

favorecendo o desenvolvimento da doença (RANGEL MORENO et al, 2002, 

DÁVILA et al, 2006; ALMEIDA et al., 2009). Além disso, a literatura demonstra 

que macrófagos espumosos podem ser reservatórios de longa duração para o 

Mycobacterium tuberculosis (PEYRON et al., 2009).  

Para avaliar a formação de corpúsculos lipídicos em animais magros, 

obesos e em tempo zero, lavado pleural foi coletado e corado com ósmio para 

quantificação destas organelas por célula. 

Nossos dados mostram que a infecção por BCG induziu significativa 

formação de corpúsculos lipídicos nas células do lavado pleural, nos 3 grupos 

experimentais; no entanto, os animais obesos apresentaram menor número de 

corpúsculos lipídicos por célula que os animais magros e em T0 após 2 e 3 

meses de dieta. Além disso, os animais magros também apresentaram 

significativa inibição na formação de corpúsculos lipídicos em comparação com 

os animais em T0  (Fig. 14)  
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Fig 14 – Formação de corpúsculos lipídicos frente à infecção por Mycobacterium bovis 

BCG em animais, T0, magros e obesos. Animais (n ≥ 3) em tempo zero (A), dieta controle e 

dieta especial por três (B) e dois (C) meses receberam a inoculação de 100 ml de solução de 

BCG 10mg/ml e tiveram o número médio de corpúsculos lipídicos  nos leucócitos recrutados 

estimados por microscopia de luz (coloração por ósmio). O símbolos (*) indica diferença 

significativa p ≤ 0,05 em relação aos respectivos controles e os grupos marcados. Gráficos 

projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados foram 

expressos em Média ± EPM. 
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4.5 – Animais obesos apresentam menor produção de Prostaglandina E2 

frente à infecção por Mycobacterium bovis BCG 

  

  

 A prostaglandina E2 (PGE2), que é uma pequena molécula derivada de 

ácido araquidônico (AA) produzida por ciclooxigenases, como por exemplo a 

ciclooxigenase constitutivamente ativa 1 (COX1), e COX-2 (PHIPS et al, 1991). 

A PGE2 participa de diversos processos imunológicos, como recrutamento de 

leucócitos, (YU et al, 2008 ; NAKAYAMA et al, 2006), controle do balanço da 

resposta Th1/Th2, redução da capacidade citotoxica de linfócitos NK, pela 

redução da sensiblidade à IL-12, IL-15 e IL-2 e diminuição da produção de INF-

 por estes (WALKER et al, 2004 ; JOSHI et al, 2001). 

 Na infecção por micobactérias, a PGE2, está intimamente relacionada 

com o aumento dos corpúsculos lipídicos, pois estas organelas são sítios de 

produção de PGE2,  e o aumento da sua produção representa um fator de 

proteção para o patógeno (DÁVILA et al, 2006; ALMEIDA et al, 2009; MATTOS 

et al, 2010).  

 Para avaliar a produção de PGE2nos animais obesos, magros, lavado 

pleural foi coletado e processado para EIA (ensaio Imunoenzimático). Nossos 

dados indicam que, acompanhando nossos dados sobre a formação de 

corpúsculos lipídicos, que a infecção por BCG induziu a formação de PGE2 nos 

animais magros, porém a produção de PGE2 em animais obesos infectados é 

menor que em animais magros infectados (Figura 15). 
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Fig 15 - Quantificação da produção de prosaglandina E2 no lavado pleural. Animais (n ≥ 3) 

receberam a inoculação de 100 ml de solução de BCG 10mg/ml e o lavado pleural coletado e 

centrifugado para coleta do sobrenadante. Prostaglandina E2 foi dosada por EIA neste material 

a 405nm. O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus respectivos 

controles. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os 

resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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4.6 – Durante infecção, animais obesos mesma produção de TNF- α que 

animais magros, porem maior produção de IL-10  

 

Apesar da literatura destacar a importância do TNF- α para a progressão 

da infecção por Mycobacterium bovis e pelo Mybocaterium tuberculosis 

(KEANE et al, 2001), e que indivíduos obesos apresentam uma 

superexpressão dessa citocina, apresentando assim um quadro de baixa 

inflamação crônica (HOLLAND et al, 2011), nossos experimentos demonstram 

que a resposta menos agressiva demonstrada por animais obesos e  por nós 

evidênciada parece ocorrer de maneira independente desta citocina, uma vez 

que seus níveis se mostraram iguais entre os animais magros e obesos 

infectados (Figura 15). 

A IL-10, por sua vez, tem papel fundamental no desenvolvimento da 

tuberculose, pois em estágios iniciais da infecção, aparenta impedir a formação 

e maturação de granulomas fibróticos (CYKTOR et al, 2013), enquanto em 

estágios tardios favorece a reativação da infecção e o estabelecimento da 

tuberculose crônica (TURNER et al, 2002). Ao contrário do TNF- α detectamos 

um aumento nos níveis de IL-10 no animal obeso infectado em relação ao 

animal magro infectado, indicando a importância desta na proteção inicial que 

os animais obesos aparentam ter frente a infecção (Figura 16). 
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Fig 16 – Quantificação da produção de citocinas no lavado pleural após 24h de infecção. 

Animais (n ≥ 3) receberam a inoculação de 100 ml de solução de BCG 10mg/ml e o lavado 

pleural coletado e centrifugado para coleta do sobrenadante. IL-10 (A) e TNF-α (B) foram 

dosados por Elisa. O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus 

respectivos controles. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando 

ANOVA. Os resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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4.7 – Animais obesos apresentam uma menor produção de leptina e uma 

maior produção de adiponectina frente à infecção por Mycobacterium 

bovis 

 

  Leptina e adiponectinas são hormônios responsáveis respectivamente  

pela regulação do apetite e pela sensibilização à insulina sendo que em 

homens obesos. A resistência à leptina este é um fator importante no 

desenvolvimento da obesidade (OZATA et al, 1999) e os níveis séricos de 

adiponectina é consideravelmente menor que em homens magros (YANG et al, 

2001). 

 Além destas funções, estes hormônios apresentam papeis importantes 

na regulação da resposta imunológica a diversos patógenos, e a literatura vem 

demonstrando que a leptina pode modular a produção de citocinas por 

macrófagos/monócitos, como por exemplo, aumenta a produção dependente 

de LPS de TNF-alfa, IL-6 e IL-12 (LOFFREDA et al, 1998 ; SANTOS-ALVAREZ 

et al, 1999), bem como pode ser estímulo pra formação de corpúsculos 

lipídicos e produção de PGE2 (MAYA-MONTEIRO et al, 2008). A adiponectina 

por sua vez, de maneira geral, participa na expressão de citocinas anti-

inflamatórias como IL-10 e (WULSTER-RADCLIFF et al, 2004) e atua na 

supressão da via do NF-kB dependente de TNF-a apresentando um papel anti-

inflamatório e anti-apoptótico (RAKATAZI et al, 2004). 

 Para avaliarmos a produção destes hormônios nos animais obesos, 

magros e em tempo zero, lavado pleural foi coletado, processado e estes foram 

dosados neste material por Elisa. Nossos dados apontam para uma maior 

produção de adiponectina (Figura 17) e uma menor produção de leptina (Figura 

18) nos animais obesos infectados, indicando um perfil mais anti-inflamatório 

da resposta nos animais obesos. 
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Fig 17 - Quantificação da produção de leptina no lavado pleural. Animais (n ≥ 3) em tempo 

zero (A) e em dois meses (B) receberam a inoculação de 100 ml de solução de BCG 10mg/ml e 

o lavado pleural coletado e centrifugado para coleta do sobrenadante. Leptina foi dosada por 

Elisa. O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus respectivos 

controles. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Os 

resultados foram expressos em Média ± EPM. 
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Fig 18 - Quantificação da produção de adiponectina no lavado pleural. Animais (n ≥ 3) em 

tempo zero (A) e em dois meses (B) receberam a inoculação de 100 ml de solução de BCG 

10mg/ml e o lavado pleural coletado e centrifugado para coleta do sobrenadante. Adiponectina 

foi dosada por Elisa . O símbolo (*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação aos seus 

respectivos controles e entre os MB e OB. Gráficos projetados a partir do programa Graphpad 

prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados foram expressos em Média ± EPM 
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5 - Dicussão 

 

A obesidade tomou proporções epidêmicas em todo o mundo, sendo 

associada a morte de quase 3 milhões de pessoas no mundo, sendo que hoje 

12% da população mundial é considerada obesa e mais de 1,5 bilhões de 

pessoas estão em sobrepeso. Além disso, 44% dos casos de diabetes e 23% 

dos casos de doenças isquêmicas do coração, por exemplo, estão associados 

com o sobrepeso (OMS, 2013). 

  Hoje sabe-se que o tecido adiposo é um tecido ativo, constitutivamente 

inflamado e que a condição de obesidade está diretamente relacionada com a 

resposta imunológica à diversas doenças infecto-parasitarias (Karlsson e Beck, 

2010). A literatura mostra que nesse tecido ocorre infiltração de macrófagos  e 

estes, por estímulos locais, por exemplo a secreção de  leptina (estimulo local 

no caso da ativação destes macrófagos), produzem constantemente TNF-

gerando um quadro de inflamação crônica (KARLSSON E BECK, 2010). De 

fato, indivíduos obesos apresentam uma maior quantidade de proteína reativa 

C (CRP) circulante, IL-6 e de outros marcadores pró-inflamatórios, além do 

próprio TNF-DAS et al, 2002)Estes altos níveis de mediadores inflamatórios 

circulantes, estão ligados por exemplo, com o desenvolvimento de diabetes tipo 

2 e doenças auto-imunes brandas (FORD, 2003). Além disto, pré-adipócitos 

tem a capacidade de realizar fagocitose frente a certos estímulos e 

compartilham com macrófagos constituvamente ativos genes para certos 

fatores de transcrição, produção de citocinas e moléculas sinalizadoras de 

inflamação (MAKOWSKI et al, 2001 ; COUSIN et al, 1999). Como foi 

constatado, indivíduos obesos apresentam déficit de resposta primária ao vírus 

influenza e susceptibilidade a infecção por diversas bactérias, (KARLSSON E 

BECK, 2010), além de apresentarem maior risco de desenvolverem certos tipo 

de câncer (VONA DAVIS et al, 2013) 
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 Com fins de estudar a relação da obesidade com a evolução da infecção 

por Mycobacterium bovis BCG, animais foram tratados com ração enriquecida 

com leite condensado e açúcar (hiperglicídica), por zero, dois ou três meses, 

com objetivo de que estes desenvolvessem um estado de sobrepeso. Animais 

controle receberam uma dieta controlada com ração comum. Estes animais 

tiveram seus pesos monitorados e, na data do experimento, suas gorduras 

perigonadal e retroperitonial coletadas para avaliação do ganho de peso e 

tecido adiposo. 

 Apesar dos grupos magros e obesos não terem apresentado uma 

diferença significativa de peso, estes apresentaram uma diferença significativa 

na quantidade das gorduras localizadas, principalmente da gordura 

retroperitonial, que em um individuo magro é praticamente ausente, indicando 

uma grande variação da quantidade de tecido adiposo entre os grupos, e que o 

estado de obesidade proposto foi atingido. Apesar da diferença  do peso entre 

os animais em alimentação controle e os animais em tempo zero, a quantidade 

de gordura entre estes não variou significativamente, indicando que este peso 

final maior atingindo pelos animais magros é decorrente de um ganho de 

massa magra e do próprio amadurecimento e desenvolvimento destes animais.  

 Atualmente compreende-se melhor as bases moleculares para a relação 

entre a obesidade e a diabetes e já foi demonstrado que a ativação de 

macrófagos pela via do receptores do tipo Nod (NLR), devido a sinais 

decorrentes da inflamação constitutiva gerada no tecido adiposo, ativam o 

inflamassoma NLRP3 e induzem a produção de IL-1 e IL-18 e estas citocinas 

representam estímulos para apoptose de células  pancreáticas ( ZHOU et al, 

2011).  

Tendo estes dados e o conhecimento da relação epidemiológica entre 

obesidade e diabetes em vista, para avaliarmos se com a dieta, além do ganho 

de peso, os animais apresentavam alguma alteração na glicemia, foi 

acompanhada glicemia dos animais durante a execução do experimento.  Com 

a realização da curva glicemica e da medição da área sob os dois pontos 

(glicemia pré prandial e pós prandial), pudemos concluir que nem 2, nem 3 
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meses de dieta especial controlada, são suficientes pra indução de um estado 

de diabetes em camundongos C57/BL6. A diminuição da área sob a curva, dos 

animais em tratamento em relação aos animais em tempo zero, pode estar 

indicando um estado de pré diabetes, sendo necessário a dosagem da insulina 

sérica para a avaliação deste estado. De fato, é demonstrado na literatura que 

animais C57/BL6 podem corresponder a um modelo válido de diabetes 

experimental frente a uma ração especial hipergordurosa em um tratamento 

mais longo, de 4 meses, pois esta condição leva mais tempo pra ser 

desenvolvida que o estado de sobrepeso (SCHREYER et al, 1998). 

 Dados do grupo demonstram que na resposta a infecção por 

Mycobacterium bovis BCG em camundongos C57/Bl6, ocorre o influxo de 

leucócitos para a cavidade intrapleural. Inicialmente nota-se um grande 

aumento da migração de neutrófilos, seguida de um aumento na migração de 

eosinófilos. Neutrófilos são leucócitos de meia vida curta, e comprometidos 

com a resposta rápida à antígenos e no caso da infecção experimental por 

Mycobacterium bovis os neutrófilos são importantes pois são capazes de 

fagocitar o bacilo e liberar potentes mediadores inflamatórios que dão 

seguimento à resposta imunológica frente ao estímulo (D’AVILA et al, 2006). 

Por outro lado, dados também do grupo demonstram que o Mycobacterium 

bovis  é capaz de promover a apoptose destes neutrófilos e que este processo 

leva a indução da formação de corpúsculos lipídicos nos macrófagos que 

fagocitam estes corpos apoptóticos, um processo que, de maneira geral, 

favorece neste caso o patógeno (D’AVILA et al, 2006). Eosinófilos por sua vez, 

estão associados geralmente a superfícies do corpo que estão em constante 

contato com o meio externo, como por exemplo, o trato respiratório e estão 

mais comumente envolvidos em respostas a helmintos e respostas alérgias, 

apesar de terem papéis importantes em outras repostas (ADANKO et al, 2005). 

Eosinofilia é também característica de infecções por Mycobacterium, e o 

recrutamento destes leucócitos é comumente associado ao crescimento 

irrestrito do bacilo em animais susceptíveis à infecção, bem como é um 

processo característico em indivíduos imunodeficientes com uma infecção 

secundária por Mycobacterium tuberculosis (WERNECK BARROSO et al, 2000 
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; ELLIOT et al, 2003), sugerindo que este leucócito está associado a um 

processo de suceptibilidade frente a estas infecções. Além disso, em termos 

totais, o recrutamento celular aumenta consideravelmente até o tempo de 24h 

de infecção, podendo perdurar por até 15 dias, sendo uma característica 

marcante de todo o processo. (D’AVILA et al, 2006; D´AVILA et al,  2007).  

A fim de investigar a influência da obesidade na evolução da infecção 

experimental por Mycobacterium bovis BCG, os indivíduos  tratados com 

alimentação especial controlada foram inoculados com  BCG e tiveram, após 

24 horas de infecção, seu lavado pleural coletado e analisado 

quantitativamente e, posteriormente, qualitativamente por microscopia de luz. 

Nossos dados demonstram uma redução significativa no influxo total de 

leucócitos que migraram para a cavidade pleural, bem como redução do influxo 

de neutrófilos e eosinófilos em indivíduos obesos em comparação com 

indivíduos magros e em T0 . Estes dados sugerem que, os indivíduos obesos 

apresentam uma menor resposta inflamatória, ou uma evolução mais lenta da 

resposta frente à infecção por BCG e que consequentemente, os processos 

característicos de eosinofilia e apoptose de neutrófilos, que aparentam 

favorecer o patógeno, ocorrem em menor frequência nos animais obesos. Em 

relação aos animais em tempo zero, mesmo os animais magros apresentaram 

uma redução significativa destes recrutamentos, indicando que mesmo um 

ganho de massa magra e a idade, estão influenciando também diretamente na 

evolução da infecção. 

Levando em consideração que singularmente, na tuberculose, a 

fisiopatologia se desenvolve a ponto de que a própria resposta imunológica, por 

formação de fibromas e granulomas, é a causadora dos danos característicos 

da doença (perda de função e lesão do tecido pulmonar, levando a 

insuficiências respiratórias graves, por exemplo) (ERNST, 2012), o fato dos 

indivíduos obesos apresentarem uma resposta mais branda ao patógeno, pode 

sugerir que a maior quantidade de tecido adiposo desfavorece o BCG. Além 

disto, processos característicos que favorecem o patógeno, como eosinofilia e 

apoptose de neutrófilo, sofrem uma redução como consequência desse menor 

recrutamento leucocitário, sendo também outro fator de desfavorecimento ao 
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Mycobacterium bovis. Estes dados vão ao encontro a estudos que demonstram 

que a mortalidade em indivíduos obesos soropositivos tuberculosos é até dez 

vezes menor que nos indivíduos magros soropositivos e tuberculosos, 

indicando que de algum modo a obesidade exerce um efeito favorável quanto a 

evolução da doença (HANRAHAN, 2010) Embora trabalhos demonstrem que 

células do tecido adiposo podem ser reservatório utilizado pelo M. tuberculosis 

para a persistência por longo tempo, e podendo ser um possível sítio de 

reativação da doença (PEYRON et al., 2009). 

 Resultados do grupo indicam que a infecção por Mycobacterium bovis em 

camundongos C57/BL6 induz a formação de corpúsculos lipídicos e estes são 

sítios de produção de eicosanoides, resultando na indução da produção de PGE2, 

por exemplo. (D’AVILA at al, 2006; ALMEIDA et al, 2009). A conversão enzimática 

do ácido araquidônico livre em seus metabólitos oxigenados (PGE2) no interior 

dos corpúsculos lipídicos parece favorecer a sobrevivência do patógeno no 

interior do fagócito, uma vez que o ácido araquidônico livre seria capaz de 

estimular a nucleação da actina e a maturação do fagossoma nas células 

infectadas, resultando em significativa morte da micobacteria (ANES et al., 2003) 

A literatura mostra também que a supressão da produção de prostaglandina pelos 

corpúsculos lipídicos, desfavorece a micobactéria, inibindo a replicação do bacilo 

(D´AVILA et al,  2006 ; ALMEIDA et al, 2009). Desta forma, o aumento da 

capacidade dos macrófagos de produzir PGE2 derivada dos corpúsculos lipídicos 

tem sido relacionado com a inibição de uma resposta protetora por parte do 

hospedeiro, modulando negativamente a função do macrófago e favorecendo a 

sobrevivência e replicação do patógeno no interior do fagócito. 

Afim de comparar a indução da formação destas organela entre os 

animais magros e obesos, lâminas de lavado pulmonar fixadas em formalina 

foram coradas com tetróxido de ósmio e analisadas por microscopia de luz. A 

quantificação média de corpúsculos lipídicos por individuo foi realizada e foi 

visto que existe uma redução na  formação destas organelas em células dos 

indivíduos obesos em relação aos indivíduos magros. Estes dados, vão ao 

encontro das contagens do recrutamento de células para a cavidade pleural, 

indicando novamente uma evolução mais lenta da doença em indivíduos 
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obesos. Em relação aos indivíduos em tempo zero, ambos os grupos com 

alimentação controlada exibiram uma diminuição no número médio de 

corpúsculos lipídicos, indicando novamente o efeito da idade e do ganho de 

peso decorrente do amadurecimento e desenvolvimento destes animais.  

Foi avaliada também a produção da Prostaglandina E2 entre os animais 

magros e obesos e condizendo com os resultados da formação de corpúsculos 

lipídicos, notamos uma menor produção deste eicosanóide nos animais obesos 

em relação aos animais magros, indicando então novamente, um 

desfavorecimento à sobrevida do patógeno nos animais obesos em relação aos 

magros. 

Ainda tendo em vista o fato de que em diversas infecções a formação de 

corpúsculos lipídicos favorecem o patógeno (BOZZA et al, 2007),  

interessantemente, nossos resultados sugerem que a obesidade de alguma 

maneira pode modular negativamente a evolução da tuberculose experimental.  

Para buscar compreender quais fatores decorrentes da adiposidade 

exacerbada nos indivíduos obesos poderiam estar influenciando nessa 

diferença de resposta entre os grupos, nós avaliamos fatores inflamatórios 

chaves para diversas respostas e que são reconhecidamente alterados em 

consequência da obesidade, como citocinas pró-inflamatórias (TNF-), anti-

inflamatórias (IL-10) e adipocinas (Leptina e Adiponectina). 

Leptina e Adiponectina são hormônios protéicos secretados por 

adipócitos relacionados respectivamente  com o balanço energético,  ingestão 

de alimento e o número de adipócitos em humanos e com a sensibilização à 

insulina, regulação da glicemia e catabolismo de ácidos graxos (VEGA E 

GRUNDY, 2013). Além disto, estes hormônios apresentam efeitos importantes 

para processos imunológicos, sendo que a adiponectina apresenta, de maneira 

geral, um perfil anti-inflamatório atuando na supressão da via do NF-kB 

dependente de TNF-a, interrompendo a sinalização dependente de cAMP, 

inibindo assim a transcrição de genes pró-inflamatórios (RAKATAZI et al, 2004) 

e induzindo a expressão das citocinas anti-inflamatórias IL-10, IL-1RA 

(WULSTER-RADCLIFF et al, 2004). 
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A leptina por sua vez apresenta um perfil mais pró-inflamatório e é capaz 

de ativar macrófagos e induzir a formação de corpúsculos lipídicos por um 

mecanismo dependente da ativação da via PI3K/mTOR (MAYA-MONTEIRO et 

al., 2008), ela também modula a produção de citocinas por 

macrófagos/monócitos, como por exemplo, aumenta a produção dependente 

de LPS de TNF-, IL-6 e IL-12 em macrófagos , participa da quimiotaxia de 

neutrófilos e representa uma fonte importante de estímulos pró-sobrevivência 

de timócitos durante a maturação de células T(GENONI et al, 2014). 

Para avaliação do efeito destas adipocinas perante a resposta 

diferenciada em animais obesos (em relação aos animais magros), o lavado 

pleural coletado foi armazenado e posteriormente processado para 

quantificação por ELISA. Nossas dosagens demonstraram que animais obesos 

apresentam uma tendência à menor produção de leptina em relação aos 

animais magros e uma produção significativamente maior de adiponectina.  

Estes dados vão ao encontro do perfil de resposta por nós antes traçado, pois 

como dito, a leptina é importante na formação de corpúsculos lipídicos e é um 

importante fator na quimiotaxia de neutrófilos e sua menor quantidade nos 

animais obesos ajuda a explicar o porque destes apresentarem menor 

formação destas organelas e menor recrutamento de tais leucócitos. Por outro 

lado, tendo em vista a capacidade imunosupressora parcial da adiponectina, a 

sua maior produção nos animais obesos ajudaria a explicar uma resposta mais 

branda destes frente a infecção pelo BCG, além de ser um fator anti-

apoptótico, o que pode levar a menor taxa de apoptose de neutrófilos que é, 

como já dito, um relevante processo de favorecimento do patógeno. 

Em seguida, avaliamos também, a produção nestes animais das 

citocinas IL-10, que é influenciada pelos níveis de adiponectina, e TNF-que é 

influenciada pelos níveis de leptina e pela condição de obesidade. A IL-10 em 

estágios iniciais da infecção, aparenta impedir a formação e maturação de 

granulomas fibróticos (CYKTOR et al, 2013), ou seja, de certo modo é 

responsável pelo atraso do desenvolvimento da doença e o TNF-contribui 

para a formação e manutenção do granuloma, melhor eliminação do patógeno, 
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ativação de macrófagos e facilitação da fagocistose destes (KEANE et al, 

2001). 

Para avaliação do efeito destas citocinas perante a resposta diferenciada 

em animais obesos (em relação aos animais magros), o lavado pleural coletado 

foi armazenado e posteriormente processado para quantificação por ELISA. 

Nossas dosagens demonstraram que os níveis de produção de TNF-a nos 

animais obesos foram iguais aos dos animais magros, porém a produção de IL-

10 foi significativamente superior, indicando que, a resposta mais lenta e 

aparentemente menos agressiva que estes animais apresentam, não se deve a 

redução de uma importante citocina pró-inflamatória, mas sim a maior 

expressão de uma citocina anti-inflamatória. Sabendo que, os níveis de IL-10 

estão relacionados com os níveis de adiponectina e que esta é responsável 

pelo atraso no desenvolvimento da tuberculose, estes dados novamente vão ao 

encontro dos nossos outros dados, apontando para, de maneira geral, um perfil 

mais anti-inflamatório de resposta menos agressiva por parte dos animais 

obesos, confirmando a indicação de que a obesidade modula negativamente a 

infecção experimental pelo Mycobacterium bovis. 

De maneira geral, o individuo obeso, apresentando um padrão mais 

parecido aos indivíduos controles não infectados, e consequentemente, menor 

expressão de fatores que caracteristicamente favorecem o BCG parecem 

apresentar um desenvolvimento mais lento da doença e proporcionar uma 

menor sobrevivência do bacilo no portador, pelo menos com relação aos 

parâmetros analisados até o momento. Porém por outro lado, a infecção pode 

ficar latente nestes indivíduos, e ser reativada posteriormente. Sendo assim, 

mais estudos, como por exemplo, quantificação de viabilidade bacteriana, são 

necessários para a análise do significado funcional da menor resposta 

inflamatória observada nos animais obesos . 
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6 - Conclusão 

 

Os resultados obtidos em nosso trabalho nos permitem concluir que, o 

tratamento de camundongos C57/BL6 com dieta hiperglicídica por 3 meses é 

capaz de induzir nestes um grande acúmulo de tecido adiposo característico de 

um quadro de obesidade. Esta por sua vez, é capaz de modular negativamente 

a resposta imunológica frente à infecção por Mycobacterium bovis , decorrendo 

em uma resposta mais branda, com menor recrutamento de leucócitos para o 

sítio inflamatório e menor produção de corpúsculos lipídicos e PGE2, e 

aparentemente atrasada em consequência de uma menor expressão de fatores 

pró-inflamatórios, como a leptina, e maior expressão de fatores anti-

inflamatórios, como a IL-10 e a adiponectina. Com isso, animais obesos 

apresentaram menos fatores de favorecimento do patógeno, como eosinofilia, 

apoptose de neutrófilos (devido ao menor recrutamento destes), formação de 

corpúsculos e metabolismo de ácido araquidônico, indicando que estes animais 

oferecem um ambiente menos favorável para o BCG. Entretanto, novos 

estudos, como testes de viabilidade bacteriana e análise histológica pulmonar 

destes indivíduos, se fazem necessários para avaliarmos mais efetivamente os 

efeitos dessas alterações derivadas da obesidade na sintomatologia da 

tuberculose. 
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