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RESUMO 

O câncer de mama é uma neoplasia maligna que se desenvolve no tecido 

mamário, caracterizado pelo crescimento desordenado das células epiteliais. É o 

cancro mais freqüente nas mulheres e sofre influência da obesidade.  Sendo a 

obesidade e o câncer condições que direcionam um processo inflamatório crônico, 

cabe a necessidade de se estudar os mediadores dessa reação e suas possíveis 

conseqüências para o organismo. Corpúsculos lipídicos (CL) são organelas 

dinâmicas envolvidas no metabolismo de lipídeos e sinalização intracelular, que 

aumentam em número e tamanho nos leucócitos envolvidos nos processos 

inflamatórios, neoplásicos e infecciosos, incluindo infecções intracelulares por 

Mycobacterium bovis BCG e Trypanosoma cruzi. A lipogênese está associada com 

o mau prognóstico em diversas neoplasias, sugerindo o papel dos CLs no 

desenvolvimento do câncer. Diante disso, o presente trabalho estudou a 

correlação do tumor de mama e da obesidade na resposta inflamatória durante 

infecções por M. bovis BCG e T. cruzi.  Para esse propósito, camundongos Balb/c 

fêmeas foram tratados com dieta padrão e hiperlipídica por 16 semanas e 

estimulados com células da linhagem tumoral 4T1 por 14 dias. Macrófagos foram 

extraídos do tecido adiposo e do peritônio e re-estimulados in vitro com M. bovis 

BCG e T. cruzi para a análise da formação de CLs,citocinas e eicosanóides. Os 

resultados demonstraram que macrófagos obtidos de animais obesos estimulados 

in vivo com células tumorais e in vitro com BCG e T. cruzi, apresentam o número 

de CLs consideravelmente aumentando, mostrando que a presença das células 

tumorais e obesidade são capazes de estimular processo inflamatório, tendo em 

vista a formação destas organelas. Além disso, macrófagos de animais obesos 

apresentaram maior produção de PGE2 e expressão de COX-2 que os de animais 

magros. Foi demonstrado também que macrófagos dos animais obesos com 

tumores quando foram re-estimulados exibiram aumento significativo na síntese de 

leptina e das citocinas TNF-α, TGF-β em comparação com os macrófagos de 

animais magros com tumores. Como conclusão, nossos resultados sugerem que o 

desenvolvimento tumoral, em conjunto com a obesidade, potencia a formação dos 

CLs e a síntese de mediadores inflamatórios durante infecções por patógenos 

intracelulares, como BCG e T. cruzi, sugerindo o papel dos CLs como alvo para 

futuras intervenções terapêuticas no sentido de influenciar o balanço das 

interações entre o patógeno e o hospedeiro. 
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ABSTRACT 

Breast cancer is a malignant neoplasm that develops in the breast tissue, 

characterized by the uncontrolled growth of epithelial cells. It’s the most frequent 

cancer in women and is influenced by obesity. As obesity and cancer conditions 

that drive to a chronic inflammatory process, have a need to study the mediators of 

this reaction and possible consequences for the organism. Lipid bodies (LB) are 

dynamic organelles involved in lipid metabolism and intracellular signaling, which is 

increase in number and size in leukocytes involved in the inflammatory, neoplastic 

and infectious processes, including intracellular Mycobacterium bovis BCG and 

Trypanosoma cruzi. The lipogenesis is associated with poor prognosis in several 

cancers, suggesting the role of LB in cancer development. Therefore, this study 

presents the correlation of breast tumor and obesity in the inflammatory response 

during infection by M. bovis BCG and T. cruzi. For this purpose, Balb/ c female 

mice were treated with standard and fat diet for 16 weeks and stimulated with 

tumor cells 4T1 for 14 days. Macrophages were extracted from adipose tissue and 

peritoneum and restimulated in vitro with M. bovis BCG and T. cruzi for analysis of 

formation of LBs, cytokines, and eicosanoids. The results showed that 

macrophages obtained from obese animals stimulated with tumor cells in vivo and 

with BCG and T. cruzi in vitro, LBs showed a number considerably increased, 

showing that the presence of tumor cells and obesity are capable of stimulating 

inflammatory process, having for training these organelles. Moreover, 

macrophages from obese animals had higher production of PGE2 and expression 

of COX-2 than in thin animals. It has also been shown that macrophages from 

obese animals when restimulated with tumors exhibited a significant increased 

synthesis of leptin and cytokine TNF-α, TGF-β compared to macrophages from thin 

animals with tumors. In conclusion, our results suggest that tumor growth, together 

with obesity, enhances the formation of LBs and the synthesis of inflammatory 

mediators during infections by intracellular pathogens such as BCG and T. cruzi, 

suggesting the role of target LBs for future therapeutic interventions to influence the 

balance of the interactions between the pathogen and the host. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A habilidade em estocar a energia excedente na forma de tecido adiposo foi uma 

estratégia adaptativa útil que permitiu aos ancestrais sobreviverem em períodos de 

privação alimentar. Atualmente, esse traço evolutivo do metabolismo humano, quando 

associado à elevada ingestão calórica e à relativa falta de atividade física, resulta num 

fenótipo complexo que é a obesidade (FLEGAL et al, 2010). 

Sobrepeso e obesidade são classificados através do índice de massa corporal 

(IMC), sendo considerados adultos em sobrepeso aqueles com IMC maior que 25 

enquanto que obesos aqueles com IMC acima de 30 (OMS, 2013).  

A obesidade é um problema de saúde pública que atinge proporção epidêmica 

mundial (LOPES, 2010). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2012 

foi confirmado mais de dois bilhões de casos de obesidade, destes, aproximadamente 

300 milhões de mulheres. No Brasil, estudos divulgados em 2014 por Vigitel 

(Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito 

Telefônico) indicaram que em 2013, 50,8% dos brasileiros estavam acima do peso ideal 

(Figura 1) e que, destes, 17,5% estavam obesos (Figura 2). Esses resultados ultrapassam 

a média de crescimento da primeira edição, em 2006, quando a proporção de pessoas 

acima do peso era de 42,6% e de obesos era de 11,8%. A OMS ainda estima que em 

2015 sejam 2,3 bilhões de pessoas com excesso de peso e 700 milhões de obesos. 

 

 

Figura 1: Freqüência de excesso de peso no Brasil de 2006 a 2013 em porcentagem. Fonte: Conselho 

Nacional de Secretários da Saúde (CONASS) 
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Figura 2: Freqüência de obesidade no Brasil de 2006 a 2013 em porcentagem. Fonte: Conselho Nacional 

de Secretários da Saúde (CONASS) 

 

  

1.1 OBESIDADE E CÂNCER 

 

A obesidade representa um importante fator de risco para o aparecimento de 

outras doenças. Estudos demonstram que, proporcionalmente ao aumento do peso, 

segue o aumento dos níveis de gordura no sangue, glicemia e aumento da pressão 

arterial, além do aparecimento de doenças responsáveis pelo aumento das taxas de 

mortalidade e da diminuição da expectativa e da qualidade de vida, como diabetes, 

hipertensão arterial, hiperlipidemia, coronariopatias, doenças articulares e cânceres 

(GASTROMED, 2014).  

As comorbidades associadas à obesidade são, em grande parte, atribuídas à 

inflamação crônica, uma característica metabólica das condições de obesidade. Como 

consequência do aumento no tamanho dos adipócitos nessa condição fisiopatológica, há 

necrose dessas células e os sinais gerados pela inflamação permitem a infiltração de 

macrófagos nos tecidos alvos (CINTI et al, 2005). A inflamação crônica age como fator 

de regulação da promoção e progressão tumoral através de vários mecanismos como a 

aceleração da proliferação celular, evasão da apoptose e aumento da angiogênese e da 

metástase (AGGARWAL et al, 2006). 
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O câncer e a obesidade são duas das principais epidemias globais da atualidade. 

Quando se encontram num mesmo indivíduo, os efeitos são nocivos: a obesidade é o 

segundo maior fator de risco para o câncer, perdendo apenas para o tabagismo 

(RAMOS, 2012; TABACK, 2014). 

Diversos estudos indicam que, para cada 5kg/m² de aumento do IMC, observa-se 

um aumento de 12% na incidência do câncer (TABACK, 2014). Além disso, alguns 

estudos já mostraram uma relação mais clara em tumores que expressavam receptores 

de estrogênio e progesterona em mulheres na pós-menopausa. Sendo assim, o aumento 

da incidência do câncer de mama em mulheres obesas pode ser atribuído à maior síntese 

de estradiol, o principal agente promotor do câncer de mama (TABACK, 2014).  

Em termos etiológicos, a obesidade é uma doença multifatorial caracterizada não 

só pelo aumento da massa do tecido adiposo, mas também pela ocorrência de um 

processo inflamatório crônico relacionado à grande infiltração de células 

mononucleadas nos adipócitos (WELLEN E HOTAMILISGIL, 2003; HOTAMILISGIL 

et al, 2010). Isso ocorre porque o tecido adiposo está interligado com o sistema imune 

inato, no qual os adipócitos compartilham algumas propriedades importantes como a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (DINARELLO, 2001; HOTAMILISGIL et al, 

2003). Sendo assim, nos estados obesogênicos ocorre expressão de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas, que quando ativadas recrutam células do sistema imune 

como monócitos/macrófagos, células dendríticas e linfócitos para o tecido adiposo, 

desenvolvendo um processo inflamatório local e por esse motivo a obesidade é 

caracterizada como uma doença inflamatória crônica de baixo grau, resultando na 

ativação do sistema imune inato e adaptativo (RECH et al, 2007; PRADO et al, 2009; 

HAGITA et al, 2011; HELLMANN et al, 2011; ZALESIN et al, 2011). 

O tecido adiposo é considerado um tecido conjuntivo especializado que estoca 

energia na forma de lipídeo. Dois tipos de tecido adiposo com propriedades funcionais 

distintas são descritos em mamíferos, como tecido adiposo branco (TAB) e marrom 

(TAM), ambos envolvidos no balanço energético, porém, o TAM é especializado na 

dissipação da energia na forma de calor durante a termogênese, enquanto o TAB é o 

principal reservatório energético estocando lipídeos na forma de triagliceróis. 

Constituído por pré-adipócitos e adipócitos, células endoteliais que formam uma 

extensiva vasculatura, células mesenquimais, fibroblastos e células do sistema imune, 

como macrófagos (5 a 10%) (BERG E SCHERER, 2005).  
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 O TAB expressa e secreta a proteína quimioatrativa de macrófagos e monócitos 

1 (MCP-1), que recruta essas células para locais de inflamação. A hipertrofia dos 

adipócitos modifica o perfil de secreção e liberação de adipocinas, aumentando a 

secreção de MCP-1 que, por sua vez recruta macrófagos dando início a um estado pró-

inflamatório (GUILHERME et al, 2008; SCHIPPER et al, 2012). A expressão da MCP-

1 no tecido adiposo e seus níveis circulantes estão aumentados em camundongos obesos 

e isso sugere que a MCP-1, ao mediar a infiltração de macrófagos naquele tecido, pode 

contribuir para as anormalidades metabólicas relacionadas a obesidade (WEISBERG et 

al, 2003; SCHIPPER et al, 2012). 

Diferentes subtipos de macrófagos estão envolvidos na inflamação do tecido 

adiposo induzida pela obesidade. Macrófagos que se acumulam no tecido adiposo de 

camundongos magros são principalmente M2 ou alternamente ativados, enquanto que 

no obeso são M1 ou classicamente ativados (LUMENG, BODZIN e SALTIEL, 2007). 

Macrófagos do tecido adiposo magro, ou M2, exibem característica alternativa 

com maior produção de citocinas antiinflamatórias, como IL-10, IL-1 e TGF-β, que são 

ativados por IL-4 e IL-13. Em contraste, a expansão do tecido adiposo conduz 

hipertrofia dos adipócitos e liberação de IFN-ɣ, que induz o recrutamento e ativação de 

macrófagos M1 pela diminuição na produção de IL-10 e aumento de TNF-α (Figura 3). 

Esse recrutamento ocorre porque o tecido adiposo obeso expressa altos níveis de MCP-

1 e moléculas de adesão (KALUPAHANA, 2012; GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 

2010). 
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Figura 3: Mudanças induzidas pela obesidade na infiltração e polarização de macrófagos. 

Adaptado de Galic, Oakhill e Steinberg (2010) 

 

 

Estudos animais mostram que durante o desenvolvimento da obesidade há um 

aumento de fatores angiogênicos produzidos pelos macrófagos para compensar a 

expansão do tecido adiposo. Essa estimulação interfere no ganho de peso, que diminui a 

tensão dos vasos, ocasionando uma diminuição dramática na vascularização, resultando 

em hipóxia, no qual a diminuição de oxigênio levará ao recrutamento de macrófagos 

pela MCP-1, desenvolvendo o processo inflamatório (HOTAMISGIL et al, 2003; 

CARVALHO et al, 2006; ORTIZ, 2007; GRAÇA et al, 2010).  

A inflamação também ocorre em resposta ao desenvolvimento de um tumor, e, 

embora útil na luta contra o tumor, pode também contribuir para o processo 

tumorigênico. De fato, muitos cânceres surgem de sítios de infecção ou irritação e 

inflamação crônica (CARVALHO, 2013). 

Sabe-se que as células cancerígenas aproveitam da deficiência do mecanismo de 

reparação diante da inflamação para se disseminar. Sendo assim, essa dupla face da 

inflamação que seria prevista para garantir a reparação tecidual passa a sofrer mudanças 

e a colaborar com o crescimento de uma lesão cancerígena, peroduzindo 

exageradamente as mesmas substâncias inflamatórias que desempenham o papel natural 

de reparação, como citocinas, prostaglandinas e leucotrienos, o que favorece a 

multiplicação da célula tumoral (BARRETO et al, 2011). Sendo assim, o processo que 

permite ao sistema imune reparar as lesões e destruir agentes agressores é desviado em 
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favor da célula tumoral e a inflamação permite que as células malignas se infiltrem nos 

tecidos e alcancem a corrente sanguínea e linfática, disseminando-se. Além disso, a 

apoptose sofre bloqueio e o tumor ganha tamanho (BARRETO et al, 2011). 

A presença de células inflamatórias e de mediadores inflamatórios nos tecidos 

tumorais, no remodelamento tecidual e na angiogênese são características marcantes 

dessa relação (PORTA et al, 2009) e, embora essas células possuam a habilidade de 

prevenir o estabelecimento e a expansão tumoral, evidências indicam que em lesões 

malignas, as células inflamatórias adquirem funções de suporte ao crescimento e 

disseminação tumoral, sugerindo que o próprio processo inflamatório promova um 

microambiente propício ao desenvolvimento de tumores malignos (CARVALHO, 

2013). 

Além disso, o tecido adiposo é considerado como um órgão endócrino, pela sua 

importante função de armazenar energia. O excesso de energia consumida é convertido 

em triagliceróis sob ação da insulina, enquanto que em situações de restrição energética 

os estoques de energia são rapidamente mobilizados sob influencia hormonal 

(GUIMARÃES et al, 2007).  

O tecido adiposo intervém no metabolismo dos esteróides sexuais através da 

aromatização de hormônios pela aromatase P450, que cataliza a conversão de 

androstenediona em esterona e de testosterona em estradiol. Estas vias contribuem 

significativamente para os níveis de esteroides sexuais na mulher, sobretudo na pós-

menopausa (PRINS, 2002; REHERAN, 2008). É uma enzima presente em diversos 

tecidos, dentre eles o tecido adiposo e importante na produção de estrogênios. Quando 

expressa em excesso nos quadros obesogênicos, apresenta um importante fator de risco 

para o câncer, principalmente o câncer de mama (CLELAND, 1985; PRINS, 2002; 

SAAD et al, 2002; TABACK, 2014). Após a menopausa, caracterizada pela 

insuficiência ovariana, os andrógenos que passaram a ser produzidos pelo córtex supra-

renal são metabolizados nos tecidos periféricos pela aromatase, e por esse motivo, a 

maior produção hormonal requer uma maior demanda enzimática para o metabolismo, 

aumentando a produção de estrogênio e contribuindo com a progressão tumoral (SAAD 

et al, 2002). Atualmente têm-se utilizado inibidores de aromatase no tratamento de 

câncer de mama hormônio-dependente especialmente em mulheres na menopausa, 

agindo no bloqueio dessa conversão hormonal (SAAD et al, 2002; TABACK, 2014). 

Outro fator endócrino importante no tecido adiposo é a leptina, produzida quase 

que exclusivamente no tecido adiposo (PRINS, 2002; TRAYHURN, 2005; MITCHELL 
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et al, 2005) e que pode contribuir para o aumento do risco do câncer de mama 

(XAVIER et al, 2012). Estudos anteriores sugeriram que a leptina age como fator de 

sinalização do tecido adiposo para o sistema nervoso central, regulando a ingestão 

alimentar e o gasto energético, participando então, da homeostase do peso corporal 

(ALAAS, 1995; XAVIER et al, 2012). 

A leptina é um hormônio secretado pelo adipócito e é um mediador central do 

controle do apetite e da homeostasia energética (ZHANG et al, 1994). O alvo 

fisiológico mais importante para a ação desse hormônio é o sistema nervoso central, 

sendo o receptor de leptina (OBR) também expresso em tecidos periféricos, em 

concentrações reduzidas (COHEN et al, 2001; MOSCHOS et al, 2002; XAVIER et al, 

2012). Pesquisas recentes apontam que a leptina pode contribuir para o crescimento de 

tumores, como o de mama, pelo aumento da proliferação e sobrevida das células 

tumorais (XAVIER et al, 2012).  

 

1.2 CÂNCER E INFLAMAÇÃO 

 

Sabe-se que os seres vivos são compostos por células, as quais o conjunto dá 

origem aos tecidos e órgãos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1997; INCA, 2001; INCA, 

2014). Essas células apresentam genes de regulação de crescimento, no qual maturam 

até certo ponto e depois morrem. Porém, algumas podem escapar do processo 

regulatório, crescendo e se dividindo descontroladamente, designando uma neoplasia, 

que pode ser benigna ou maligna. Benignos quando são autolimitantes e não se 

propagam entre os tecidos adjacentes e malignos quando apresentam crescimento 

ilimitado, podendo propagar para tecidos vizinhos, sendo este o fenômeno da metástase. 

Sendo assim, o câncer é um processo patológico que começa quando uma célula 

anormal é transformada por mutação, forma um clone e se prolifera ignorando os sinais 

de regulação e adquirindo características invasivas (BORGES-OSÓRIO & 

ROBINSON, 2001; INCA, 2014). 

A transformação começa com uma célula que, sofrendo lesão genética, forma 

clone e expande (ABBAS et al, 2005). Os proto-oncogenes, que são genes que 

codificam proteínas reguladoras essenciais para a proliferação celular normal, quando 

mutados originam os oncogenes (BORGES-OSÓRIO & ROBINSON, 2001). 

A transformação para oncogene se dá pela alteração na estrutura do gene, 

resultando na síntese de uma oncoproteína, que exerce uma função aberrante ou por 
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alteração na regulação da expressão gênica, resultando na produção aumentada da 

proteína de promoção do crescimento celular (HJALGRIM, 2003). A partir desse 

momento inicia-se a codificação das oncoproteínas, que são semelhantes às proteínas 

normais, mas destituídas de elementos reguladores importantes e sua produção é 

independente de fatores de crescimento ou sinais externos (HJALGRIM, 2003).   

Além disso, o organismo humano encontra-se exposto a múltiplos fatores 

carcinogênicos e, independentemente da exposição à carcinógenos, as células sofrem 

processos de mutação espontânea (LOEB e HARRIS, 2008; INCA, 2014).  

O câncer de mama é o tipo de câncer que mais acomete mulheres em todo o 

mundo, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos, sendo 

considerado problema de saúde pública. Cerca de 1,67 milhões de novos casos foram 

esperados para o ano de 2012, representando 25% de todos os tipos de câncer 

diagnosticados nas mulheres. Suas taxas de incidência variam e encontram-se maiores 

na Europa Ocidental (96/ 100 mil) e as menores na África Central e na Ásia Oriental 

(27/ 100 mil) (INCA, 2012). Estima-se que nos EUA uma a cada oito mulheres ao 

atingir 80 anos irá desenvolver o câncer de mama e que esta seja a segunda principal 

causa de morte associada a câncer em mulheres, sendo a maioria decorrente de doença 

metastática não controlada (DESANTIS et al, 2014).  

Nas últimas décadas ocorreu expressivo aumento da incidência e mortalidade do 

câncer de mama em todo o mundo. No Brasil, representa a neoplasia maligna de maior 

incidência e mortalidade que acomete o sexo feminino. Em 2006 foi estimado o 

aparecimento de 48.930 casos da neoplasia em todo o Brasil e para 2014 foram 

esperados 57.120 novos casos, correspondendo a um aumento de 20% (Figura 4) e com 

risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2013). 
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Figura 4: Estimativa para o ano de 2014 das taxas de incidência por 100 mil habitantes e do 

número de novos casos de câncer, segundo sexo e localização primária. Fonte: INCA. 

 

 

A mama de uma mulher adulta é constituída por glândulas produtoras de leite na 

frente da parede torácica. Cada mama assenta no músculo peitoral maior, suportado por 

ligamentos do esterno e envolve também vasos linfáticos, na qual transportam a linfa, 

terminando nos gânglios linfáticos (Figura 5) (SEELEY et al, 2005; ROCHE et al, 

2013; STOPECK e ALISON, 2014). 
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Figura 5: Estrutura anatômica da mama. Adaptado de STOPECK e ALISON (2014) 

 

 

O cancro da mama tem origem de uma disfunção celular, que se caracteriza pelo 

processo de multiplicação e crescimento desordenado das células epiteliais (STOPECK 

e ALISON, 2014).  

A maioria das neoplasias malignas da mama é denominada adenocarcinomas, 

pois têm origem nos ductos ou nos lóbulos. Os dois tipos mais frequentes são o 

carcinoma ductal e o lobular (National Institute Cancer, 2012), sendo o carcinoma 

ductal in–situ (CDIS) é o mais frequente, caracterizado por ser não invasivo e sem 

capacidade para metastizar (HARTMANN et al, 1997).  

Apesar de as células tumorais derivarem de células do hospedeiro, os tumores 

provocam respostas imunológicas (ABBAS et al, 2011). Paul Ehrlic foi um dos 

primeiros a defender que o sistema imune reprime o crescimento de carcinomas 

(DUNN, 2002). As novas descobertas no campo da imunologia confirmam essa 

hipótese, ao mesmo tempo em que lançam a idéia de que o sistema imune pode, além de 

proteger, promover o crescimento de tumores com imunogenicidade reduzida (DUNN, 

2002). 

Estudos histopatológicos tumorais têm demonstrado a forte infiltração de 

leucócitos dentro e nas adjacências dos tumores. Nos cânceres, estas células de defesa 

são recrutadas em resposta ao tumor, em decorrência de processos inflamatórios pré-

câncer ou por substâncias produzidas pelas próprias células tumorais (VAKILLA, 2004; 

ABBAS et al, 2011). 
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O reconhecimento de uma célula tumoral pelo sistema imune pode se processar 

de maneiras distintas, no qual exige a participação de elementos da imunidade inata e 

adaptativa. Em se tratando de imunidade inata, o controle tumoral é feito, sobretudo, por 

meio de citocinas, principalmente IFN-ɣ, macrófagos e células NK. Quando o sistema 

imune é estimulado pela primeira vez, há ativação e recrutamento de células 

inflamatórias e linfócitos através da liberação de citocinas e quimiocinas específicas 

(SHI et al, 2003).  

Infiltrados de macrófagos são frequentemente observados nos tecidos 

neoplásicos, e quando estimulados por citocinas pró-inflamatórias são ativados e podem 

destruir células tumorais através da produção de TNF- α, induzindo morte por apoptose, 

naturalmente seguido de fagocitose dos corpos apoptóticos e subsequente criação de 

processo inflamatório, que requer a presença de citocinas como TNF-α, IL-2, IL-12 e 

IL-18 (KLIMP et al, 2002; LIN et al, 2001).    

Nas últimas décadas, o papel dos macrófagos no crescimento tumoral tem sido 

estudado, sendo os macrófagos capazes de exercer importante papel na resposta 

inflamatória antitumoral (KLIMP et al, 2002; COUSSENS & WERB, 2002). 

Como mencionado anteriormente, os macrófagos podem se modificar por meio 

de diferentes estímulos e então se diferenciar em macrófagos com diferentes funções, no 

qual a via clássica é caracterizada pela alta capacidade de apresentar antígenos, com alta 

produção de IL-12 e alta produção de óxido nítrico (NO) (MANTHOVANI, 2004). 

Sugere que essa via leve à ativação de macrófagos efetores potentes que eliminam 

microorganismos e células tumorais e produzem grande quantidade de citocinas pró-

inflamatórias, as quais já foram citadas (OHRI et al, 2009; MA et al, 2010).  

Após a migração dessas células para os sítios neoplásicos, ocorrem mudanças 

nas suas propriedades fenotípicas e genotípicas (SHURIN e SALTER, 2009). Estudos já 

mostraram a presença de diferentes genes expressos em macrófagos associados aos 

tumores (TAMs), que podem produzir menores quantidades de NO, prejudicando sua 

atividade tumoricida (BASKIC et al, 2001). Os TAMs fazem parte do microambiente 

tumoral em torno da massa, sendo componente chave desse microambiente, além da 

presença de fibroblastos e outras células migratórias hematopoiéticas (MANTOVANI, 

2011).   

O reconhecimento e lise das células tumorais também se dão por células NK, 

que podem ser ativadas por citocinas, como IL-12 e IFN-ɣ, desencadeando lise celular 

através da liberação de perforinas e granzimas (KAPLAN, 1998; DUDLEY et al, 2002).  
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Além disso, sabe-se que os adipócitos produzem moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade de classe II (MHCII). Elevados níveis de leptina 

provocados pela hipertrofia excita as células CD4+ a produzir IFN-ɣ, que por sua vez 

estimula a polarização de macrófagos M2 para M1, caracterizando o perfil pró-

inflamatório (KAPLAN, 1998; DUDLEY et al, 2002) (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Esquema de ativação dos macrófagos pela apresentação de antígenos. Adaptado de Dudley et al 

(2002) 

 

Adicionalmente, a IL-12 produzida por macrófagos e células dendríticas, possui 

participação importante na fase inicial da ativação de células NK estimulando-as a 

exercerem citotoxicidade e a produzirem mais IFN-ɣ que, por sua vez, aumenta o 

potencial tumoricida dos macrófagos (ENZLER et al, 2003; DE VISSER et al, 2006).  

Em seguida, são produzidos os IFNs-ɣ, que ativam as APCs, especialmente as 

células dendríticas, responsáveis pela iniciação da imunidade adquirida (KAPLAN, 

1998).  

As células dendríticas são as APCs mais eficientes quando comparadas a 

linfócitos B e macrófagos, sendo capazes de apresentar peptídeos ligados ativando 

células T CD4+ e CD8+. As células T auxiliares CD4+ reconhecem o antígeno pelo 

MHCII e produz IFN-ɣ e os linfócitos T citotóxicos CD8+ reconhecem antígenos 

apresentados pelo MHCI e desenvolvem grânulos citoplasmáticos ligados a membrana 

contendo proteínas, incluindo perforinas e granzimas, cuja função é destruir outras 

células. Além disso, esses linfócitos são capazes de secretar IFN-ɣ e TNF-α atuando na 
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ativação de macrófagos (DUDLEY et al, 2002; GUERMONPREZ et al, 2003; HEATH 

et al, 2004; ABBAS, 2007; STEINMAN, 2007; LIN et al, 2008). Em conjunto, esses 

dados demonstram a intrínceca relação entre inflamação, ativação do sistema imune e 

desenvolvimento de células cancerígenas. 

 

 

1.3 MEDIADORES LIPÍDICOS, CORPÚSCULOS LIPÍDICOS E 

INFLAMAÇÃO 

 

Os mediadores lipídicos desempenham um papel importante nos estágios iniciais 

da inflamação, bem como nas etapas de resolução do processo inflamatório. Após a 

lesão tecidual, a produção de prostaglandinas e leucotrienos está associada ao processo 

de vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento celular de 

neutrófilos, gerando uma resposta pró-inflamatória, característica dos primeiros estágios 

da resposta inflamatória aguda. Já nos estágios tardios, a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos por macrófagos recrutados para o sítio inflamatório induz uma mudança na 

categoria de mediadores lipídicos para um perfil antiinflamatório e consequentemente a 

redução no influxo de células ao local da lesão (LAWRENCE; WILLOUGHBY; 

GILROY, 2002). 

O metabolismo alterado de lipídeos nas células do cancro envolve a modulação 

de múltiplas enzimas lipogênicas, tais como ciclooxigenases e prostaglandinas 

(ACCIOLY et al, 2008). 

As prostaglandinas (PGs) são mediadores lipídicos formados a partir do ácido 

araquidônico (AA), presente na maioria das células como parte integrante da reserva 

celular de fosfolipídios (OLIVEIRA et al, 2006; NARD, 2007).  

A exposição da célula a um determinado estímulo ativa a enzima Fosfolipase A2 

existente na membrana celular. Após a sua liberação, o ácido araquidônico é 

metabolizado por dois sistemas enzimáticos, um pela pela da lipooxigenase, produzindo 

leucotrienos, outro pela ação da ciclooxigenase (COX), que após a inserção de uma 

molécula de oxigênio no ácido araquidônico promove a produção de  PGG2, que é 

rapidamente convertida em PGH2, por ação da COX, que, por sua vez se transforma em 

outras PGs (PGE2, PGD2, PGF2, PGI2), assim como em tromboxano e prostaciclinas 

(Figura 7) (OLIVEIRA et al, 2006; NARD, 2007). 
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Figura 7: Esquema do metabolismo do ácido araquidônico pela via da ciclooxigenase. Adaptado 

de Calderon (2005) 

 

Sabe-se que há pelo menos dois tipos de ciclooxigenases que exercem no 

organismo diferentes funções fisiológicas: A COX-1 e COX-2. A COX-1 é expressa de 

forma constitutiva em muitos tecidos, sintetizando as PGs que regulam a função celular. 

A inibição da COX-1 conduz a efeitos colaterais bem conhecidos, como as úlceras 

gástricas e a toxicidade renal (SOUZA et al, 2001; WANG et al, 2006). Sendo assim, as 

PGs modulam funções fisiológicas nesses órgãos, mantendo o aporte sangüíneo no 

tecido renal, evitando quadros de isquemia, e no trato gastrintestinal preservando a 

integridade do estômago pela produção de PGs gastroprotetoras que impedem a 

isquemia dos vasos gástricos e células como as plaquetas (MURRAY & BRATER, 

1993; DAVIES, 1995). 

A COX-2 não é encontrada nas células em repouso em quantidade significativa, 

mas sua expressão é aumentada significativamente nos estados inflamatórios (BEAM et 

al, 2003; NARD, 2007). A COX-2 parece atuar na carcinogênese de várias formas, 

incluindo efeitos sobre a apoptose, proliferação celular, imunomodulação, agressão do 

tumor, neoangiogênese e invasão tumoral (BRAMBILLA, 2006; OLIVEIRA et al, 

2006). 

Além das ciclooxigenases citadas, a COX-3, possivelmente uma variante da 

COX-1, vem sendo estudada e já se sabe que é uma ciclooxigenase encontrada 
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principalmente no córtex cerebral (CHANDRASEKHARAN et al, 2002; KIS et al, 

2005).  

Nas últimas décadas estudos clínicos experimentais e epidemiológicos têm 

ligado o desenvolvimento e progressão das neoplasias com a presença da COX-2 nas 

células tumorais humanas (BEAM et al, 2003).  

A COX-2 é considerada um ponto em comum entre inflamação e câncer. Em 

resposta à vários estímulos externos, como citocinas pró-inflamatórias, 

lipopolissacarídeos bacterianos e radiação UV, a expressão dessa enzima torna-se 

elevada, levando à proliferação celular, supressão da apoptose e indução de angiogênse 

e metástase (BOL et al, 2002; CAO & PRESCOTT, 2002; WANG & DUBOIS, 2004; 

MILLANTA et al, 2006; KUNDU, SURH, 2008). Além disso, a atividade catalítica da 

COX-2 resulta na produção e potencialização de danos do DNA por radicais livres. A 

combinação desses efeitos contribui para que ocorram lesões permanentes no DNA, 

justificando a hipótese dos processos inflamatórios levarem ao aparecimento do câncer 

(NARDI, 2007).  

Muitas neoplasias são associadas com a supressão da resposta do sistema imune 

por elevados níveis de PGE2, formada pela atividade da COX-2. Ocorre supressão na 

proliferação de linfócitos B e T e formação de células Natural Killer (NK) (NARDI, 

2007).  

Além disso, têm-se como estruturas de localização de enzimas formadoras de 

eicosanóides, a formação de gotículas de gorduras no citoplasma da célula, conhecidas 

como Corpúsculos Lipídicos (CLs) (D’ÁVILA, 2006; BOZZA et al, 2007; D’ÁVILA, 

2008). 

Os corpúsculos lipídicos são inclusões citoplasmáticas compostas por 

triglicerídeos e ésteres de colesterol, sendo também depósitos intracelulares de AA, que 

pode ser metabolizado para a formação de eicosanóides (ACCIOLY et al, 2008). Dentre 

estes eicosanóides, a PGE2 é o de maior relevância, sendo considerado um potente 

mediador capaz de modular a mobilidade, sobrevivência e proliferação celular e 

angiogênese, que são processos importantes na restauração da homeostase do tecido 

epitelial após injúria (ACCIOLY et al, 2008). 

Os corpúsculos lipídicos podem ser observados em diversos tipos celulares e 

recebem diversas denominações na literatura, como gotas lipídicas (“lipid droplets”) 

quando presentes em adipócitos, glóbulos lipídicos (“lipid globules”) quando presente 
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em células mamárias ou partículas lipídicas (“lipid bodies ou particles”) em várias 

células animais e fúngicas (MURPHY, 2001; MARTIN E PARTON, 2005). 

Com o uso da fixação apropriada e coloração com tetróxido de ósmio ou sudan 

black, os corpúsculos são claramente visualizados tanto na microscopia de luz como na 

eletrônica, sendo antigamente confundidos com vacúolos (MURPHY, 2001; 

PACHECO, 2002; MARTIN E PARTON, 2005). É possível identificar estas organelas 

em microscopia de luz utilizando fixação apropriada com paraformaldeído, 

glutaraldeído (DIDONATO E BRASAEMLE, 2007), tetróxido de ósmio (WELLER et 

al, 1991; BOZZA et al, 1996) ou Oil red (GREENSPAN et al, 1985) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Corpúsculos lipídicos em macrófagos ativados. Microscopia de luz (A-C), após 

coloração com May-Grunwald Giemsa (A), tetróxido de ósmio (B), oil-red (C). Adaptado de 

Bozza et al, 2007 e D'Ávila et al (2008). Em A, os corpúsculos lipídicos são vistos como imagem 

negativa, em B e C como estruturas arredondadas no citoplasma das células. 

 

 

Em contraste com outras organelas citoplasmáticas, os corpúsculos lipídicos são 

envoltos por uma única camada de fosfolipídeos, apresentando um centro rico em 

lipídeos neutros, como triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG) e éster de colesterol 

(EC), com densidade eletrônica variada, circundado por uma linha eletrodensa medindo 

cerca de 2-2,5 nm de espessura (MURPHY, 2001; TAUCHI-SATO et al, 2002). 

Apresentam variações em seu tamanho, desde organelas recém-formadas medindo 50 
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nm de diâmetro até 200 mm diâmetro, encontrados em adipócitos maduros (MURPHY 

E VANCE, 1999; MURPHY, 2001). 

A biogênese de corpúsculos lipídicos vem sendo estudada, porém ainda é pouco 

compreendida. A hipótese mais aceita atualmente é que são formados a partir do 

retículo endoplasmático (RE). Com a síntese de triacilglicerol e ésteres de colesterol 

pelas enzimas acil CoA-diacilglicerol aciltransferase e acilCoA-colesterol 

aciltransferase no RE, há um acúmulo destes lipídeos entre as camadas citosólicas 

fosfolipídicas da membrana, gerando um brotamento para formar uma organela 

independente, limitada por uma monocamada de fosfolipídeos e proteínas (Figura 9) 

(ROBENEK et al, 2004). 

 

 

Figura 9: Biogênese do corpúsculo lipídico. Adaptado de Martin e Parton (2006) 

 

Além disso, vários estudos já demonstraram que citocinas e quimiocinas ativam 

vias de sinalização intracelular levando a formação de CLs, como MCP-1 e TGF-β 

(BOZZA et al, 1998; MELO et al, 2001; MELO et al, 2002; PACHECO et al, 2007).  

A mobilidade de corpúsculos lipídicos também tem sido observada em processo 

de fagocitose. Essas estruturas têm sido encontradas próximas à fagossomos em 

macrófagos, sugerindo interação entre essas organelas (D'AVILA et al, 2006).  

Por muito tempo essas organelas foram representadas como depósitos inertes de 

gordura e sítios de transporte de lipídeos. Em síntese, corpúsculos lipídicos eram 

descritos como sítios de estocagem, e metabolicamente inativos em termos de funções 

celulares. Atualmente são consideradas organelas dinâmicas e funcionalmente ativas. 
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Sugere-se o envolvimento de corpúsculos lipídicos nas mais variadas funções como, por 

exemplo, no metabolismo e tráfego de lipídeos, na sinalização celular e na produção de 

mediadores inflamatórios (MURPHY, 2001; MARTIN E PARTON, 2006; BOZZA et 

al, 2007). 

Diversos estudos têm levado a um novo conceito de que os corpúsculos lipídicos 

não são somente um estoque de lipídeos neutros do tecido adiposo, mas uma organela 

multifuncional presente em vários tipos celulares (MURPHY, 2001; YAO et al, 2005). 

Atualmente sabe-se que em leucócitos, essas estruturas aumentam em tamanho e 

número nos processos inflamatórios e infecciosos, além de participar na sinalização e 

ativação celular, tráfego e metabolismo lipídico, bem como controle da síntese e 

secreção de mediadores inflamatórios (BOZZA et al, 2009). 

Especificamente nos leucócitos, os corpúsculos lipídicos estão presentes em 

situações normais, embora em pequeno número e tamanho e, como já citado, estas 

estruturas sofrem modificações morfológicas e funcionais notórias quando estes 

leucócitos são submetidos a diferentes processos que induzem ativação celular. A 

quantidade e proporção de lipídeos neutros presentes no núcleo dessas organelas são 

variáveis e dependem do tipo celular. Estudos demonstraram aumento no número e 

tamanho dos corpúsculos lipídicos de leucócitos obtidos de pacientes com distúrbios 

inflamatórios, como síndrome hipereosinofílica (BOZZA et al, 1998), síndrome da 

angústia respiratória aguda (TRIGGIANI et al,1995), doença de Chron (BEIL et al, 

1995) e em infecções por vários agentes patogênicos, dentre eles Trypanosoma cruzi, 

Mycobacterium bovis BCG, M. leprae etc (CHARRON et al, 2002; MELO et al, 2003; 

D`AVILA et al, 2006; BOZZA et al, 2007). Dentre essas doenças nosso grupo tem 

investigado a formação dessas organelas especialmente nas infecções causadas por BCG 

e T. cruzi. 

A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa causada por bactérias do 

complexo Mycobacterium tuberculosis (ou bacilo de Koch) (FRIEDEN et al, 2003). É 

uma doença que causa cerca de 1,4 milhões de morte por ano, sendo constatado 8 

milhões de novos casos, estando atrás apenas da AIDS na taxa de mortalidade por 

doenças infecciosas, de acordo com dados da OMS em 2013 (GALAGAN et al, 2013). 

A doença de Chagas é uma zoonose que tem como agente etiológico o 

protozoário flagelado Trypanosoma cruzi. Constitui um dos principais problemas 

médico-sociais brasileiros e um importante problema de saúde pública na América 

Latina. De acordo com a OMS, a prevalência é de 13 milhões de pessoas em 15 países, 
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com incidência anual de 200.000 casos (UNICEF, 2003). No Brasil estima-se que há 

cerca de três milhões de portadores (SILVA et al, 2010).  

A resposta imune contra microorganismos intracelulares se inicia com o 

reconhecimento pelos receptores Toll Like-2 (TLR-2), que induz expressão do MCHI e 

II e com isso os macrófagos atraem, pela produção de quimiocinas, monócitos, 

linfócitos e neutrófilos inativados que não são suficientes para eliminar a bactéria. 

Começa então a se formar lesões granulomatosas formadas de células gigantes 

derivadas de macrófagos espumosos que decorrem de um acúmulo de lipídeos 

intracelular, armazenados em CLs desses macrófagos e outras células. O aparecimento 

dos macrófagos espumosos é uma observação patológica comum no granuloma 

tuberculoso, sendo o aspecto espumoso um reflexo do acúmulo intracelular de lipídeos 

estocados nos corpúsculos lipídicos (CARDONA et al, 2000). Além disso, a literatura 

demonstra que estes macrófagos espumosos e adipócitos podem ser reservatórios de 

longa duração para o M. tuberculosis (PEYRON et al, 2008). 

No caso específico da infecção por micobactérias e T cruzi, a transformação do 

ácido araquidônico em PGE2 pela COX2, parece favorecer a sobrevivência dos 

patógenos, e a supressão da produção de PGE2 impede o seu crescimento (RANGEL 

MORENO et al, 2002; D’ÁVILA et al 2006; D’ÁVILA et al 2011; FREIRE-DE-LIMA 

et al, 2000). Com isso, a formação aumentada de corpúsculos lipídicos na infecção por 

micobactérias e protozoários, induz uma maior produção de PGE2 derivada destas 

organelas, favorecendo a infecção (D’ÁVILA et al, 2012; BOZZA et al, 2009). Além 

disso, trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que no modelo experimental 

em camundongos, uma dieta rica em lipídios, bem como a estimulação com leptina, são 

capazes de causar a formação de corpúsculos lipídicos, PGE2, e citocinas, como TNF-α 

e IL-6 (MAYA MONTEIRO et al, 2008), demonstrando o envolvimento do controle do 

metabolismo lipídico, e por consequencia da obesidade, no processo inflamatório 

durante infecções. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A obesidade é uma doença extremamente complexa que envolve uma série de 

interações entre fatores genéticos e ambientais. Com o objetivo de tratar e superar a 

obesidade surge a necessidade de desenvolver um profundo conhecimento das bases 
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celulares e moleculares sob a expansão do tecido adiposo em estados fisiológicos ou 

patológicos, que conduzem à obesidade. 

Diante disso, sabendo da caracterização da obesidade como um quadro de 

inflamação de baixo grau crônica, contribuindo na formação de tumores malignos e 

tendo influência sobre a resposta à infecções por patógenos, uma vez que a síntese de 

eicosanoides é maior diante da inflamação e é induzida formação de corpúsculos 

lipídicos, o presente trabalho visa estudar a correlação do tumor de mama e obesidade 

na resposta inflamatória durante infecções por patógenos intracelulares, analisando a 

formação de corpúsculos lipídicos e a síntese de mediadores inflamatórios. 

  

3. HIPÓTESE 

 

Baseado em estudos anteriores do grupo, que mostraram que a infecção por M. 

bovis aumenta a quantidade de corpúsculos lipídicos em macrófagos, associado com um 

aumento na produção de PGE2 (D’AVILA et al, 2008) e, ainda neste contexto, já 

demonstrado que durante a infecção por T. cruzi há um aumento na formação de 

corpúsculos lipídicos em macrófagos, também associada com a produção de PGE2 no 

sítio inflamatório (MELO et al, 2003; SABBAN; WELLER, 2006; D’ÁVILA et al, 

2011), investigamos a correlação desses agentes infecciosos na presença de um processo 

inflamatório intenso, caracterizado pela obesidade e pela presença de tumores de mama 

metastáticos. 

Espera-se observar a potencialização da infecção nos animais obesos com tumor, 

relacionando com a resposta inflamatória na re-estimulação com os patógenos 

intracelulares, caracterizada pelo aumento de corpúsculos lipídicos e aumento de 

citocinas pró e⁄ou antiinflamatórias no grupo obeso, quando comparados com o grupo 

magro com tumor.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

   

Investigar os efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipídica e o 

desenvolvimento de tumores de mama na resposta do hospedeiro contra infecções por 

patógenos intracelulares, BCG e T. cruzi, tendo como alvo a análise de corpúsculos 

lipídicos e síntese de mediadores pró e antiinflamatórios por macrófagos. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 Analisar a formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos do tecido 

adiposo e macrófagos peritoneais de animais com tumores obesos e magros, re-

estimulados ou não com M. bovis e T. cruzi; 

3.2.2 Investigar a produção de PGE2 pelos macrófagos do tecido adiposo e 

macrófagos peritoneais de animais com tumores obesos e magros, re-estimulados ou 

não com M.bovis e T.cruzi; 

3.2.3 Analisar a expressão da COX-2 em macrófagos do tecido adiposo e 

macrófagos peritoneais de animais com tumores obesos e magros, re-estimulados ou 

não com M.bovis e T.cruzi; 

3.2.4 Analisar a produção de leptina e adiponectina pelos macrófagos do tecido 

adiposo de animais com tumores obesos e magros, re-estimulados ou não com M.bovis e 

T.cruzi; 

3.2.5 Analisar a produção das citocinas, IL-10, TNF-α e TFG-β por macrófagos 

do tecido adiposo de animais com tumores obesos e magros, re-estimulados ou não com 

M.bovis e T.cruzi. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos Balb/c fêmeas, com idade entre 4 e 6 semanas e 

peso entre 18 e 20g, obtidos do Biotério de Centro de Biologia da Reprodução da 

Universidade Federal de Juiz de Fora, em conjunto com o grupo de pesquisa da Dra. 

Jacy Gameiro no laboratório de Imunologia,  acondicionados em gaiolas de propileno, 

cobertas com cama de maravalha, dotadas de cochos para ração e local para mamadeira 

com água filtrada.  

Os procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética da UFJF, 

certificado pelo protocolo de nº 039/2012 – CEUA.  

 

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Foi utilizado modelo de obesidade induzido por dieta hiperlipídica. Os animais 

controles (magros) receberam dieta padrão. Para caracterizar o modelo de obesidade foi 

feito controle do peso e consumo da ração dos animais semanalmente, por 16 semanas 

(dados não mostrados). 

Ao fim do período da dieta, os animais foram divididos em grupos de animais 

magros (controle) e obesos e todos os animais foram estimulados com 5x104 células de 

linhagem tumoral 4T1, concentração previamente definida por Kim e colaboradores 

(2011).  Após 14 dias de crescimento tumoral, os animais foram eutanasiados para as 

seguintes análises: Contagem de corpúsculos lipídicos, dosagem de leptina, 

adiponectina, TNF-α, IL-10 e PGE2 e Westerin-Blotting para COX-2 (Figura 10). 
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Figura 10: Esquema do delineamento experimental. 

 

 

5.3 INDUÇÃO DA OBESIDADE 

 

Os animais controles foram alimentados com ração comercial padrão 

Nuvilab®, composta por milho integral moído, farelo de soja, farelo de trigo, calcário 

calcítico, fosfato bicaloico, cloreto de sódio, premix vitamínico mineral aminoácido, 

sendo 10% advindas de lipídeos. O grupo dos animais obesos foi tratado com dieta rica 

em lipídeos (HFD, do inglês “High fat diet”), preparada no laboratório de 

Imunologia/UFJF. A ração é composta por amido de milho (57,75g), caseína (100g), 

amido de milho dextrinizado (66g), sacarose (50g), óleo de soja (20g), banha de porco 

(156g), celulose microfina (25g), mistura de minerais (17,5g), mistura de vitamina (5g), 

L-cistina (1,5g), bitartarato de colina (1,25g), sendo cada ingrediente cuidadosamente 

pesado e homogeneizado com auxilio de um multiprocessador (PHILLIPS WALITA), 

acondicionado em recipiente de plástico e congelado a -20°C até o momento da 

distribuição nas gaiolas. Os ingredientes foram adquiridos da empresa 

PRAGSOLUÇÕES Biociência. 

Em seguida os animais foram divididos em grupos de camundongos obesos e 

magros e alimentados por 16 semanas. 

 

5.4 INDUÇÃO DO TUMOR DE MAMA E EUTANÁSIA 

 

Foi realizado o inóculo da linhagem celular 4T1 na concentração de 5x104 

células (KIM et al, 2011) no volume de 100uL por injeção intradérmica na mama 

superior esquerda. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 ao fim de 14 dias 

com tumor, tempo necessário para o desenvolvimento do processo inflamatório. 
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5.5 OBTENÇÃO DO LAVADO PERITONEAL E DO TECIDO ADIPOSO 

 

Para a extração dos macrófagos peritoneais foi realizada lavagem peritoneal com 

PBS 1x gelado (5mL) e retirado o lavado contendo as células, posteriormente o lavado 

foi centrifugo a 1500 rpm por 10 minutos e as células ressuspendidas em meio de 

cultura RPMI 1640 com 2% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de 

Penicilina/Estreptomicina, segundo descrito em Almeida et al (2009). 

O tecido adiposo foi obtido das gorduras retroperitoneais. O tecido adiposo foi 

incubado com meio RPMI 1640 contendo colagenase a 0,2% por 2 horas a 37ºC sob 

agitação, para dissolução do tecido e obtenção dos macrófagos. A reação foi paralisada 

acrescentando SFB para concentração final de 10%. As células foram lavadas três vezes 

com PBS 1x e ressuspendidas em meio de cultura RPMI com 2% de SFB. Para 

contagem das células na câmara de Newbawer. Para a contagem, as células foram 

diluídas (1:40) em solução de Turk (Cristal violeta a 0,005% em solução de ácido 

acético a 2% em PBS).  

Após as contagens, as células obtidas do lavado peritoneal e do tecido adiposo 

foram plaqueadas (1x106/poço) em placas de 24 poços contendo lamínulas circulares no 

fundo para adesão dos macrófagos para a contagem de corpúsculos lipídicos, e em 

placas de 6 poços (2x10-6) para análise por Western Blotting. As células foram 

incubadas por 2 horas e, posteriormente, os poços foram lavados por três vezes com 

PBS 1x para a retirada das células não aderidas. Em seguida as células foram incubadas 

com meio RPMI com 2% de SFB e cultivadas para posterior estimulação com M.bovis e 

T.cruzi. 

 

5.6 ESTÍMULO COM TRYPANOSOMA CRUZI E MYCOBACTERIUM 

BOVIS BCG 

 

Macrófagos peritoneais e do tecido adiposo foram estimulados com T.cruzi 

cepas DM28C com 0,5 mL/poço (MOI 3:1) em placas de 24 poços para análise de 

corpúsculos lipídicos e em placas de 6 poços para Western Blotting, ambas contendo 

macrófagos cultivados em meio de cultura RPMI com Penicilina/Streptomicina e soro 

fetal bovino a 2% (SFB). 
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Após 24h incubando na estufa a 37ºC, os poços foram lavados três vezes com 

PBS 1x estéril para retirada dos parasitos não internalizados e as células foram 

incubadas por mais 24 horas conforme descrito em D’Ávila (2011).  

Para infecção por M.bovis BCG, foi utilizada a vacina liofilizada obtida da 

Fundação Athaulfo de Paiva/RJ e ressuspendida (50 x 106/ml) em RPMI sem soro e sem 

antibiótico. Macrófagos peritoneais e do tecido adiposo em placas de 24 e 6 poços 

cultivados em meio de cultura RPMI com Penicilina/Streptomicina e SFB a 2%, foram 

infectados por BCG (MOI 1:1). Após 1 hora os poços foram lavados três vezes com 

PBS 1x estéril para retirada das bactérias não internalizadas e as células foram 

incubadas por mais 24h a 37ºC, como descrito em Almeida et al (2009). 

 

5.7 CONTAGEM DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS 

 

As células nas placas de 24 poços, destinadas para a coloração de corpúsculos 

lipídicos, foram fixadas em formalina 3,7% por 10 minutos, lavadas em tampão 

cocodilato 0,1M (pH 7,4) e posteriormente coradas com tetróxido de ósmio a 1,5% 

reduzido por tiocarbohidratazida a 1% por 5 minutos. Em seguida as lamínulas, lavadas 

em água destilada, foram montadas e preparadas para contagem de corpúsculo lipídico 

de 50 células consecutivas, utilizando microscopia de luz com objetiva de 100x 

(D’ÁVILA, 2006). Os resultados expressos em média  EPM. 

 

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS, ADIPOCINAS E EICOSANÓIDES 

 

O sobrenadante das culturas, livre de células, foi coletado e armazenado a -20ºC 

para as posteriores dosagens. As dosagens de TNF-ɑ, TGF-ß, IL-10, adiponectina e 

leptina foram realizadas por ELISA, conforme especificações do fabricante (R&D 

Systems). 

A dosagem de PGE2 foi realizada por ensaio imunoenzimático (EIA) segundo 

especificações do fabricante (Cayman Chemicals CO). 

 

5.9 WESTERN BLOTTING 

 

Macrófagos peritoneais e do tecido adiposo foram lisados com 80uL de tampão 

de lise e 30uL de amostra e os lisados celulares foram submetidos à eletroforese em 
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SDS-PAGE 10% e transferida para uma membrana de PVDF. Após a transferência a 

membrana foi processada segundo descrito em Almeida et al (2009) para quantificação 

de COX-2. 

Após a preparação dos géis separadores (7mL) e “stacking” (3mL) (Tabela 1), o 

“Temed” foi aplicado com a mistura entre as placas de vidro e adicionado Isopropanol 

para a polimerização do gel, as amostras foram fervidas para desnaturação da proteína, 

aplicados 30uL e foi feita a transferência em 80V por aproximadamente uma hora e 

quarenta minutos. Após a transferência, a membrana foi incubada por 1 hora com 

solução bloqueadora de leite em pó Molico® (2,5g) e posteriormente lavada cinco vezes 

com TBS tween. O anticorpo primário específico para COX-2 foi incubado overnight na 

geladeira, em seguida a aplicação do anticorpo secundário e revelação na câmara escura. 

 

  Separate 

(mL) 

Stack 

(mL) 

H20 5,9 4,1 

30% acrilamida 5,0 1,0 

1,5M Tris 3,8 0,75 

10% SDS 0,15 0,06 

10% APS 0,15 0,06 

Temed 0,006 0,006 

 
 Tabela 1: Protocolo de soluções para Western blotting para quantidade proporcional a dois géis. 

Adaptado de Almeida et al (2009) 

 

  

Foi realizada a mesma técnica para detecção da β-actina, proteína mais 

abundante no citoesqueleto e presente nas células em altas concentrações, considerada 

controle no protocolo de Western Blotting. 

 

5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A confecção dos gráficos e as análises estatísticas foram realizada através do 

programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softtware), através da análise de variância 

ANOVA dos fatores e teste t de Student para comparação de dois grupos. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Efeitos da dieta hiperlipídica no ganho de peso dos animais 

 

Segundo Kim et al (2011), camundongos Balb/c obesos alimentados com dieta 

hiperlipídica tendem a um aumento de vacúolos lipídicos nos adipócitos, que nesse 

contexto podem atuar no desenvolvimento do processo inflamatório durante o a 

progressão tumoral. 

Para avaliar as condições da obesidade, camundongos Balb/c fêmeas foram 

divididos em dois grupos: magros, alimentados com dieta padrão Nuvilab e obesos, 

alimentados com dieta hiperlipídica (HFD, do inglês “High fat diet”), sendo essa ração 

preparada pelo próprio laboratório de imunologia da UFJF e as pesagens realizadas 

semanalmente (0 a 16 semanas). Inicialmente, os animais não apresentaram diferença 

entre pesos. Ao término do período da dieta, ambos os grupos, magros e obesos, 

apresentaram diferença significativa em relação ao peso inicial (Figura 11), indicando 

que a dieta padrão e hiperlipídica induziram o ganho de peso dos animais. Entretanto, 

animais alimentados com a dieta hiperlipídica HFD apresentaram maior ganho de peso 

quando comparados com os animais alimentados com a ração padrão Nuvilab (Figura 

11). 
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Figura 11: Efeitos da dieta padrão e hiperlipídica no ganho de peso de camundongos Balb/c fêmeas. 

Animais (n=24) foram alimentados com dieta padrão Nuvilab (n=12) e dieta hiperlipídica “HFD” (n=12) 

por 16 semanas. As células tumorais de linhagem 4T1 foram injetadas no final da dieta e os animais 

eutanasiados após 14 dias. O símbolo (*) indica diferença significativa p<0,05. Gráficos projetados a 

partir do Programa Graphpad prism 6® utilizando o teste estatístico ANOVA. Os resultados foram 

expressos em média ± EPM. 
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6.2 Efeito do desenvolvimento tumoral e da obesidade na formação de 

corpúsculos lipídicos em macrófagos durante infecção por BCG e T. cruzi 

 

Sabe-se que a ativação celular dependente de condições como inflamação, 

infecções por patógenos, como por M. bovis BCG e T. cruzi, e neoplasias podem levar a 

um aumento no número e nas dimensões dos corpúsculos lipídicos nas células do sítio 

inflamatório (WELLER et al,1989; PACHECO et al, 2002; MELO et al, 2003; 

D’ÁVILA et al, 2006; MAYA-MONTEIRO et al, 2008; ACCIOLY et al, 2008).  

Para investigar o efeito do desenvolvimento tumoral diante da obesidade na 

formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos durante infecções, macrófagos 

peritoneais e isolados do tecido adiposo de animais magros e obesos com tumores foram 

re-estimulados in vitro com BCG ou T. cruzi por 24 horas. Macrófagos do tecido 

adiposo do grupo de animais magros e obesos, não infectados, apresentaram pequeno 

número de corpúsculos lipídicos (Figura 12 A, C) e não houve diferença entre eles. O 

mesmo foi observado nos macrófagos peritoneais (Figura 12 B, D). No entanto, quando 

ambos os tipos de macrófagos foram infectados por BCG (Figura 12 A, B) ou T. cruzi 

(Figura 12 C, D) foi possível observar aumento do número de corpúsculos lipídicos, 

tanto no grupo magro quanto no obeso. Macrófagos extraídos tanto do tecido adiposo 

quanto do peritônio de animais obesos, quando re-estimulados apresentaram aumento 

significante quando comparados com os macrófagos extraídos dos animais magros e re-

estimulados, entretanto houve maior formação de corpúsculos lipídicos diante do 

estímulo por BCG (Figura 12 A, B) quando comparados com o estímulo com T. cruzi 

(Figura 12 B, D). Estes dados sugerem que a obesidade por si só não aumenta o número 

dessas organelas durante o desenvolvimento tumoral, mas a infecção por patógenos 

induz formação dessas organelas, sendo este fenômeno potenciado na obesidade (Figura 

12 A-D). Note em destaque, o grande número de corpúsculos lipídicos de grande 

diâmetro nos macrófagos de tecido adiposo de animais obesos infectados por M. bovis 

BCG.    
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Figura 12: Formação de Corpúsculos lipídicos em macrófagos extraídos do tecido adiposo e do 

peritôneo de animais obesos e magros com tumor de mama. Animais (n≥4) com 14 dias de 

estimulação por células tumorais de linhagem 4T1. As células extraídas do tecido adiposo (A, C) e do 

peritôneo (B, D) foram re-estimuladas in vitro por M. bovis BCG (A, B) e T. cruzi (C, D) durante 24 

horas para a contagem de corpúsculos lipídicos. O símbolo (*) indica diferença significativa, p<0,05. 

Gráficos projetados a partir do Programa Graphpad prism 6® utilizando o teste estatístico ANOVA. Os 

resultados foram expressos em média ± EPM. Em destaque, macrófagos do tecido adiposo extraído de 

animais obesos re-estimulados com BCG, exibindo corpúsculos lipídicos corados com tetróxido de ósmio 

e observados em microscopia de luz. 
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6.3 Efeito do desenvolvimento tumoral e da obesidade na produção de PGE2 e 

expressão de COX-2 em macrófagos durante infecção por BCG e T. cruzi 

 

 

A PGE2 é um eicosanóide formado a partir do ácido araquidônico, resultante da 

ação catalizadora da enzima COX-2 quando a célula é estimulada nos processos 

inflamatórios. Bozza e cols (2007) mostraram que a produção de PGE2 ocorre em 

paralelo ao aumento na formação de corpúsculo lipídico e D’Ávila e cols (2006; 2012) 

mostraram que os corpúsculos lipídicos são as principais regiões de produção de PGE2 

em leucócitos estimulados com patógenos, como M. bovis BCG e T. cruzi. Diversos 

estudos demonstraram que a PGE2 é capaz de promover a proliferação, angiogênese 

associada ao tumor e inibição da apoptose, favorecendo e modulando o crescimento 

tumoral, contribuindo para o processo de metástase (CAMACHO et al, 2008; KUNDU, 

SURH, 2008). 

Para investigar o desenvolvimento tumoral diante da obesidade, da síntese de 

PGE2 e da expressão da COX-2 em macrófagos durante infecções, macrófagos 

peritoneais e isolados do tecido adiposo de animais magros e obesos com tumores, 

foram re-estimulados in vitro com BCG ou T. cruzi por 24 horas. A produção da PGE2 

foi avaliada nos sobrenadantes de cultura de macrófagos e a expressão da COX-2 foi 

avaliada por Western blotting no lisado celular. Macrófagos extraídos do tecido adiposo 

(Figura 13 A, C) e do lavado peritoneal (Figura 13 B, D) do grupo de animais obesos 

não estimulados com BCG e T. cruzi demonstraram tendência a uma maior produção de 

PGE2 e expressão de COX-2 (Figura 13 E) quando comparados aos grupos magros sem 

estímulo. Macrófagos extraídos do tecido adiposo dos animais magros e estimulados 

com M. bovis BCG, e T. cruzi obtiveram maior síntese de PGE2 e maior expressão de 

COX-2 quando comparados aos seus respectivos controles sem estímulo (Figura 13 A, 

E). Essa produção foi potencializada nos macrófagos extraídos do tecido adiposo dos 

animais obesos após o estímulo (Figura 13 A). Por outro lado, macrófagos peritoneais 

dos grupos obesos e magros estimulados com BCG produziram menos PGE2 quando 

comparados aos seus respectivos controles não infectados (Figura 13 B), podendo 

indicar que no peritônio a resposta seja mais lenta quando comparada à resposta no 

tecido adiposo. Entre macrófagos peritoneais e do tecido adiposo de animais obesos não 

houve diferença na expressão de COX-2 entre controles não infectados e estimulados 

com BCG e T. cruzi, no entanto os controles obesos já apresentavam grande expressão 
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de COX-2 (Figura 13 E, F). Além disso, houve alta produção de PGE2 por macrófagos 

extraídos do peritônio (Figura 13 C, D), podendo-se destacar um aumento gradativo nos 

grupos infectados com T. cruzi (Figura 13 D), cuja síntese desse eicosanóide foi 

potenciada nos macrófagos extraídos de animais obesos, podendo indicar que no 

peritônio a resposta ao Trypanosma é branda, independente do quadro de obesidade. 
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Figura 13: Análise da produção de mediadores inflamatórios nos macrófagos extraídos do tecido 

adiposo e do peritôneo de animais obesos e magros com tumor de mama e a expressão de COX-2. 

Animais (n≥4) com 14 dias de estimulação por células tumorais de linhagem 4T1. As células extraídas do 

tecido adiposo (A e C) e do peritôneo (B e D) foram re-estimuladas in vitro por M. bovis BCG (A e B) e 

T. cruzi (C e D) durante 24 horas para a dosagem de PGE2 e expressão de COX-2. O símbolo (*) indica 

diferença significativa p<0,05. Gráficos projetados a partir do Programa Graphpad prism 6® utilizando o 

teste estatístico ANOVA. Os resultados foram expressos em média ± EPM. Western Blotting da 

expressão de COX-2 no tecido adiposo (E) e peritônio (F), e seus respectivos controles com β-actina.  
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6.4 Efeito do desenvolvimento tumoral e da obesidade na produção de 

adiponectina e leptina em macrófagos durante infecção por BCG e T. cruzi 

 

Macrófagos isolados do tecido adiposo de animais magros e obesos com tumores 

foram re-estimulados in vitro com BCG ou T. cruzi por 24 horas. Após o cultivo das 

células, as dosagens de adipocinas foram realizadas no sobrenadante da cultura através 

de ELISA. Foi demonstrado que houve maior produção de adiponectina pelos 

macrófagos extraídos de animais magros com tumor (Figura 14 A, C), sendo esta 

produção diminuída quando o macrófago sofre estímulo com BCG (Figura 14 A) e 

aumentada quando sofrem estímulo com T. cruzi (Figura 14 C), além da diminuição da 

produção pelos macrófagos extraídos dos obesos. Por outro lado, pôde-se perceber que 

na presença de tumor em conjunto com um patógeno intracelular, a adiponectina, que é 

uma adipocina antiinflamatória, encontrou-se significativamente aumentada quando os 

macrófagos extraídos do tecido adiposo obeso são estimulados com BCG (Figura 14 A) 

e T. cruzi (Figura 14 C) em comparação ao obeso não infectado e com o magro 

infectado, sugerindo intensa resposta antiinflamatória. Em relação à leptina, não houve 

diferença entre magros infectados e não infectados (Figura 14 B, D). Entretanto, quando 

as células de animais obesos são estimuladas com BCG (Figura 14 B) e T. cruzi (Figura 

14 D) ocorre um aumento significativo desta adipocina pelos macrófagos extraídos dos 

grupos estimulados quando em comparação com o grupo dos animais obesos não 

estimulados (Figura 14 B, D). 
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Figura 14: Análise da produção de adipocinas nos macrófagos extraídos do tecido adiposo de 

animais obesos e magros com tumor de mama. Animais (n≥4) com 14 dias de estimulação por células 

tumorais de linhagem 4T1. As células extraídas do tecido adiposo foram re-estimuladas in vitro por M. 

bovis BCG (A e B) e T. cruzi (C e D) durante 24 horas para a dosagem das adipocinas inflamatórias - 

adiponectina e leptina. O símbolo (*) indica diferença significativa p<0,05. Gráficos projetados a partir 

do Programa Graphpad prism 6® utilizando o teste estatístico ANOVA. Os resultados foram expressos 

em média ± EPM.  
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6.5 Efeito do desenvolvimento tumoral e da obesidade na produção de citocinas 

em macrófagos durante infecção por BCG e T. cruzi 

 

Dentre as diversas citocinas que participam da resposta imune, nós analisamos a 

produção de: IL-10, TNF-α e TGF-β para comparação com trabalhos anteriores do 

nosso grupo (D’Ávila e col, 2006, D’Ávila e col, 2011 e Almeida e col, 2009).  

Para investigar o efeito do desenvolvimento tumoral diante da obesidade, na 

modulação da resposta inflamatória, macrófagos isolados do tecido adiposo de animais 

magros e obesos com tumores foram re-estimulados in vitro com BCG ou T. cruzi por 

24 horas para a análise das citocinas citadas através da técnica de ELISA. Foi 

demonstrado que os macrófagos extraídos de animais magros com tumor obtiveram 

maior expressão de IL-10 (Figura 15 A, D). Por outro lado, quando as células extraídas 

dos animais obesos são estimuladas com M. bovis BCG (Figura 15 A), assim como nos 

grupos estimulados com T. cruzi (Figura 15 D), houve menor produção desta citocina, 

enfatizando a modificação para um perfil pró-inflamatório (Figura 15 A, D), 

caracterizado pelo aumento significativo da citocina pró-inflamatória TNF-α pelos 

macrófagos extraídos dos animais obesos com tumor e estimulados com BCG (Figura 

15 B) e T. cruzi (Figura 15 E). O aumento do TNF-α produzido pelos macrófagos 

extraídos do tecido adiposo de animais obesos demonstra a intensidade da resposta 

inflamatória, cujos macrófagos extraídos de animais obesos com tumor apresentam 

aumento significativo na produção desta citocina quando comparados ao seu respectivo 

controle (Figura 15 B, E). E quando as células extraídas são estimuladas in vitro com 

BCG (Figura 15 B) e T. cruzi (Figura 15 E) a produção torna-se exacerbada, sendo 

diferente estatisticamente do seu respectivo controle e do grupo dos animais magros 

com BCG e T. cruzi (Figura 15 B, E). Além disso, foi demonstrado um aumento 

gradativo da produção da citocina reguladora TGF-β, que foi menor nos grupos magros 

do que nos obesos (Figura 15 C e F), e maior significativamente diante do estímulo com 

BCG (Figura 15 C) e T. cruzi (Figura 15 F) nos grupos estimulados quando comparados 

com seus respectivos controles e quando comparados os grupos obesos e magros. Esses 

resultados podem sugerir a presença de um estímulo para a angiogênse após a injúria 

causada pela resposta inflamatória.  
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Figura 15: Análise da produção de citocinas nos macrófagos extraídos do tecido adiposo de animais 

obesos e magros com tumor de mama. Animais (n≥4) com 14 dias de estimulação por células tumorais 

de linhagem 4T1. As células extraídas do tecido adiposo (A-F) foram re-estimuladas in vitro por M. bovis 
BCG (A-C) e T. cruzi (D-F) durante 24 horas para a dosagem de citocinas. O símbolo (*) indica diferença 

significativa p<0,05. Gráficos projetados a partir do Programa Graphpad prism 6® utilizando o teste 

estatístico ANOVA. Os resultados foram expressos em média ± EPM.  
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7. DISCUSSÃO 

 

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a influência da obesidade e do 

desenvolvimento de tumores de mama na modulação da resposta contra infecção por 

patógenos intracelulares, como Mycobacterium bovis BCG e Trypanosoma cruzi, tendo 

como foco a inflamação e seus mediadores. A associação entre obesidade e o risco para 

o desenvolvimento do câncer é observada tanto em homens quanto em mulheres 

(HOTAMILISGIL, 1993; HOTAMILISGIL, 1995) e a inflamação é uma das condições 

verificadas na obesidade que pode contribuir, a princípio, com o desenvolvimento de 

um cancro.  

O carcinoma mamário é uma das neoplasias malignas com maior incidência na 

mulher, caracterizado pelo crescimento desordenado das células epiteliais da mama. A 

mama é composta por adipócitos, as mesmas células que compões o tecido adiposo, o 

qual compartilha funções semelhantes ao sistema imunológico, como a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (CINTI et al, 2005).  

As comorbidades associadas à obesidade são, em grande parte, atribuídas à 

inflamação crônica, uma característica metabólica da obesidade. Como conseqüência do 

aumento no tamanho dos adipócitos, há necrose dessas células e geração de sinais que 

induzem a infiltração de macrófagos nos tecidos através da produção da Proteína 

Quimioatrativa de Monócitos-1 (MCP-1) (CINTI et al, 2005).  

Sabe-se que além de adipócitos, o tecido adiposo é composto por células do 

sistema imune, como macrófagos e que nos quadros obesogênicos, com a hipertrofia do 

tecido adiposo, essas células sofrem alterações, dando início a um processo inflamatório 

(BERG, 2003; BAYS, 2008). Segundo revisão feita por Trayhurn & Wood (2004) a 

obesidade é caracterizada como estado de inflamação crônica de baixa intensidade. A 

inflamação responde de forma diretamente proporcional ao aumento da adiposidade 

corporal, e a maior infiltração de macrófagos, em proporção ao aumento do tamanho 

dos adipócitos, aumenta a produção de citocinas pró-inflamatórias e proteínas de fase 

aguda, dentre elas a MCP-1, já que tanto os adipócitos hipertrofiados quanto os 

macrófagos são capazes de secretar tais citocinas (WEISBERG, 2003; BERG, 2005; 

YE, et al, 2007; HAJER, 2008). Sendo assim, a inflamação crônica age como fator de 

regulação da promoção e progressão tumoral através de vários mecanismos como a 

aceleração da proliferação celular, evasão da apoptose e aumento da angiogênese e da 

metástase (AGGARWAL et al, 2006). Ye et al (2007) realizaram estudo in vitro com 
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modelos animais e mostraram que na obesidade existe hipóxia e que esta pode 

contribuir com a inflamação crônica de baixa intensidade. Trayhurn & Wood (2004) 

sugerem que os adipócitos hipertrofiados comprimem a vasculatura do tecido, 

reduzindo a chegada de oxigênio, induzindo a hipóxia. Esta por sua vez estimula a 

produção de citocinas pró-inflamatórias com finalidade de aumentar a angiogênese e o 

fluxo sangüíneo. Diante disso, hoje já se sabe que a hipóxia causada pela hipertrofia 

tecidual é o mecanismo inicial de estímulo à produção de citocinas pró-inflamatórias e 

que a inflamação progride com a expansão do tecido adiposo, capaz de gerar um 

microambiente propício ao desenvolvimento de tumores. Nosso estudo avaliou a 

resposta inflamatória de macrófagos extraídos do peritônio e comparou com a resposta 

de macrófagos extraídos do próprio tecido adiposo através da análise da formação de 

corpúsculos lipídicos e síntese de adipocinas e eicosanóides que modulam a resposta 

inflamatória. Além disso, os macrófagos foram re-estimulados com M. bovis BCG e T. 

cruzi para investigar a relação entre obesidade, câncer e resposta do hospedeiro 

infectado. 

Com relação ao câncer, sabe-se que o carcinoma mamário murino induzido por 

células 4T1 é um modelo experimental muito utilizado na avaliação e compreensão da 

biologia de tumores. Trata-se de uma linhagem celular altamente tumorigênica e 

invasiva, onde são observadas metástases em diversos órgãos (CRISTINA, 2013). A 

imunossupressão diante de um tumor inicia-se com o desenvolvimento tumoral e atinge 

seu pico com o estabelecimento da metástase (WHITESIDE, 2009). No entanto, a 

imunossupressão induzida não é uma imunodeficiência clássica, mas sim, uma inibição 

agressiva às células do sistema imune responsáveis pela resposta antitumoral 

(WHITESIDE, 2009). Os modelos experimentais usando inoculação direta de células 

tumorais são avaliados através do estudo em camundongos imunodeprimidos Balb/c, 

permitindo um desenvolvimento mais eficaz e rápido dos cancros e metástases, e por 

isso a escolha desse modelo no presente estudo e em outros de colaboradores, como 

Salvador (2014) e Gualberto (2015). 

Vários modelos experimentais de obesidade foram desenvolvidos com o intuito 

de auxiliar na compreensão da fisiopatologia da obesidade (BOUSTANY et al, 2005; 

DU TOIT et al, 2005; CARROLL et al, 2006). Estudos sugerem que animais 

alimentados com dieta hiperlipídica apresentam resposta exagerada em condições de 

estresse (BOUSTANY et al, 2005; DU TOIT et al, 2005; CARROLL et al, 2006) e que 

a utilização de dietas ricas em carboidratos e pobres em gorduras não são tão eficientes 
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quanto a dietas indutoras de obesidade com alto teor de gordura e pobres em 

carboidratos (HARROLD et al, 2000; ELLIS et al, 2002; GHIBAUDI et al, 2002).  

Além disso, segundo Kim et al (2011), camundongos balb/c obesos alimentados 

com dieta hiperlipídica tendem a um aumento de vacúolos lipídicos nos adipócitos e, 

associado com as células tumorais, esses adipócitos podem atuar no desenvolvimento 

do processo inflamatório. Diante disso, nesse estudo foram utilizados camundongos 

Bab/c fêmeas tratadas com dieta padrão e dieta hiperlipídica, diferenciados entre magros 

e obesos, respectivamente, para se avaliar a influência da obesidade e progressão do 

tumor de mama na resposta inflamatória, avaliando macrófagos extraídos do tecido 

adiposo e do peritônio desses animais, e estimulados in vitro com os patógenos 

intracelulares M. bovis BCG e T. cruzi. Foi demonstrado que, ao término do período da 

dieta os grupos magros e obesos apresentaram diferença significativa de peso, indicando 

que a dieta padrão e hiperlipídica induziram um efeito de ganho de peso nos animais. E 

que os animais alimentados com a dieta hiperlipídica apresentaram maior ganho de peso 

quando comparados com os animais alimentados com a ração padrão.  

Em se tratando de inflamação, o primeiro mediador que permitiu estabelecer 

uma relação entre obesidade e inflamação foi a citocina pró- inflamatória TNF-α 

(HOLST et al, 2008; LUMENG et al, 2007), altamente sintetizada e expressa no tecido 

adiposo tanto de animais como de humanos obesos (LUMENG et al, 2007; BAUD et al, 

2009; RAHAMAN et al, 2006; BENSINGER et al, 2008), bem como por macrófagos 

infiltrados (HOTAMISGIL et al, 1993; KENNEDY et al, 2009; RAHAMAN et al, 

2006).  

A inflamação é um processo desencadeado por meio de mediadores originados 

nos tecidos lesados e nas células migratórias, que provocam distúrbios na membrana 

celular ocasionando a ativação da enzima fostolipase A2 e liberação de ácido 

araquidônico (AA), cuja atividade catalítica da COX-2 dá origem às prostaglandinas. A 

COX-2 é uma das isoformas da enzima ciclooxigenase, responsável pela síntese das 

prostaglandinas e encontram-se super-expressas nos estados inflamatórios, infecciosos, 

assim como nos tumores. Dentre os eicosanóides, a PGE2, age diretamente nos tecidos 

promovendo crescimento celular, inibindo a apoptose, aumentando a produção de 

fatores angiogênicos, invasividade e crescimento metastático (WANG et al, 2009), 

sendo encontrada aumentada nos processos inflamatórios, na presença de tumores e nas 

infecções por patógenos intracelulares, entre eles o T. cruzi (MELO et al, 2003; 

FREIRE et al, 2000; D’ÁVILA, 2011) e M. bovis BCG (D`AVILA et al, 2006; 
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RANGEL et al, 2002; SHIBATA et al, 2005), com participação importante no 

mecanismo de patogênese destes agentes. Além disso, têm-se como estruturas de 

localização de enzimas formadoras de eicosanóides, a formação de gotículas de 

gorduras no citoplasma da célula, conhecido como Corpúsculos Lipídicos (CLs) 

(BOZZA et al, 2007; D’ÁVILA, 2006; D’ÁVILA, 2008). 

Os corpúsculos lipídicos estão envolvidos no estoque e processamento de 

lipídios e presentes em todos os organismos. No entanto, apenas recentemente foram 

reconhecidos como organelas (FARESE; WALTHER, 2009), uma vez que participam 

de diversos processos celulares como sinalização, tráfico de membranas e síntese de 

mediadores inflamatórios (BOZZA et al, 2011). São organelas que apresentam uma 

grande quantidade de ácido araquidônico, o principal substrato utilizado na síntese de 

eicosanóides, além de proteínas relacionadas com o processo de sinalização celular 

(WAN et al, 2007). Tem sido demonstrado que os corpúsculos lipídicos podem ser os 

principais sítios intracelulares de produção de eicosanóides, uma vez que possuem um 

ambiente hidrofóbico ideal para o funcionamento da maquinaria responsável pela 

síntese de mediadores lipídicos. Foi demonstrado que a formação dos corpúsculos, 

constituição lipídica e o seu engajamento na produção de mediadores lipídicos estão 

relacionados com o estímulo inflamatório, mostrando que a formação dessas organelas 

em leucócitos teria um importante papel durante a resposta inflamatória em diversos 

processos patogênicos (D’AVILA; MAYAMONTEIRO; BOZZA, 2008). 

É amplo o número de citações bibliográficas que relacionam corpúsculos 

lipídicos com processos inflamatórios e infecciosos. Durante processos de estimulação 

de natureza inflamatória, estes corpúsculos aumentam em número e tamanho em 

diversos subtipos celulares, incluindo macrófagos, mastócitos, eosinófilos e neutrófilos 

e se tornam sítios de importância significativa na condução do processo inflamatório 

(BOZZA et al, 2007; D`AVILA et al, 2008). Há cada vez mais evidências de que 

corpúsculos lipídicos são organelas dinâmicas e funcionalmente ativas (WAN et al, 

2007), compostas por lipídeos e proteínas, que variam conforme o estímulo ou tipo 

celular (MURPHY, 2001; MARTIN E PARTON, 2006; BOZZA et al, 2007). São 

organelas envolvidas em diversas funções como metabolismo lipídico (LONDOS et al, 

2005), tráfego de membranas (LIU et al, 2003) e resposta imune (BOZZA et al, 2007).  

Diversos patógenos intracelulares estão envolvidos com diversos tipos de 

ativação celular, assim como na geração de mediadores inflamatórios que participam da 

construção da resposta imune inata e adaptativa para esta infecção, dentre esses eventos, 
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destacamos e formação de corpúsculos lipídicos (DVORAK et al, 1983; WELLER et al, 

1994, 1999; BOZZA et al, 2005). Nesse contexto tem sido mostrado que estas organelas 

participam da produção de mediadores durante a infecção. Pacheco e cols (2002) 

mostraram que LPS é capaz de induzir a formação de corpúsculo lipídico de maneira 

dependente de dose e tempo, e identificou nestas organelas, enzimas das vias de 

produção de leucotrienos e prostaglandinas, associando-a com a produção destes 

mediadores in vitro em modelo murino (PACHECO et al, 2002). Microorganismos 

inteiros ou componentes isolados da membrana destes microrganismos, tais como de M. 

bovis, aumentaram a quantidade de corpúsculos lipídicos em macrófagos, o que esteve 

associado com um aumento na produção de PGE2 (D’AVILA et al, 2008). Melo e cols 

(2003) mostraram que durante a infecção em animais por T. cruzi houve uma intensa 

formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos peritoneais, o que esteve 

correlacionado com a produção de PGE2 no sítio inflamatório (MELO et al., 2003; 

MELO; SABBAN; WELLER, 2006).  

Dados do grupo têm demonstrado que, ao infectar camundongos C57/Bl6 

magros e obesos com M. bovis e T. cruzi há a indução do influxo de leucócitos para a 

cavidade intrapleural. Estes mesmos estudos demonstraram uma redução no influxo 

total de leucócitos e menor formação de corpúsculos lipídicos nos animais obesos, 

sugerindo que estes animais possam apresentar menor resposta inflamatória ou evolução 

lenta da resposta contra essas infecções em decorrência da obesidade (RODRIGUES et 

al, em preparação). Nossos resultados experimentais mostraram que ao utilizar 

camundongos Balb/c e estimular com células tumorais, a obesidade pode contribuir com 

o aumento da formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos extraídos do tecido 

adiposo e do peritônio, mostrando que o próprio tumor seja capaz de induzir inflamação 

e formação de corpúsculos lipídicos, sendo potenciados durante a obesidade em 

conjunto com infecções in vitro por M. bovis BCG e T. cruzi. 

A correlação entre a formação de corpúsculos lipídicos e o aumento da produção 

de eicosanóides foi descrita anteriormente em infecções bacterianas e por parasitas in 

vivo (D’AVILA et al, 2006; D’ÁVILA et al, 2011; D’ÁVILA et al, 2012). Nestes 

mesmos estudos foi demonstrado que os corpúsculos lipídicos são os principais sítios 

intracelulares de formação de PGE2 (D`AVILA et al, 2006), reforçando o papel dessas 

organelas como regiões de síntese de mediadores lipídicos capazes de modular a 

resposta contra patógenos intracelulares. A COX-2 é a enzima que metaboliza o ácido 

araquidônico para formar as prostaglandinas. É induzida e expressa por células 
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envolvidas na inflamação e outras condições patológicas, como as neoplasisas. De 

acordo com Eberhart et al (1994), a COX-2 está associada ao crescimento celular e ação 

de oncogenes. Esses autores demonstraram a presença dessa enzima em tecidos 

neoplásicos e sua ausência em tecidos normais. Além disso, a super expressão de COX-

2 nas neoplasias tem sido associada a mecanismos de promoção tumoral, devido a 

indução da angiogênese, inibição da apoptose, aumento da capacidade de invasão e 

metástase, modulação da inflamação e da resposta imune (TSUJII et al, 1998; CAO & 

PRESCOTT, 2002; WANG & DUBOIS, 2004). A expressão aumentada da COX-2 leva 

a alta concentração de prostaglandinas, especialmente a E2, que está relacionada com 

resistência à apoptose, promoção da angiogênese, capacidade de invasão e indução de 

imunossupressão (DEMPKE et al, 2001). A COX-2 modula a angiogênese e determina 

a habilidade em estimular o crescimento de células endoteliais, induzindo a formação de 

novos vasos sangüíneos, que é fundamental para a ocorrência de metástases (WANG & 

DUBOIS, 2004).   

Os corpúsculos lipídicos de eosinófilos, neutrófilos e macrófagos são regiões 

intracelulares de acúmulo de lipídeos neutro e fosfolipídeos, além da presença do ácido 

araquidônico (JOHNSON, 1999; WELLER, 1991; YU; 1998). Além destes 

componentes lipídicos, já foi demonstrada a presença de enzimas relacionadas ao 

metabolismo do ácido araquidônico, entre elas a fosfolipase A2. 

A importância dos corpúsculos lipídicos na síntese de mediadores inflamatórios 

já foi demonstrada em diversos processos inflamatórios, infecciosos e neoplásicos de 

ocorrência natural ou experimentalmente induzidos (BOZZA, 1998; TRIGGIANI, 

1995; BEIL, 1995; WEINSTEIN, 1980). D’Ávila e cols (2011) demonstraram que a 

síntese de PGE2 pelo ácido araquidônico pode ocorrer no interior do corpúsculo lipídico 

e que a inibição da formação do corpúsculo lipídico modula a síntese de PGE2, além de 

modular a replicação do patógeno.  Alterações no metabolismo lipídico da célula 

hospedeira são freqüentemente observados e o aumento de corpúsculos lipídicos em 

leucócitos e outras células emergem como um fenótipo comum em doenças bacterianas, 

virais, fúngicas e parasitárias.  

Segundo Anes et al (2003), a conversão enzimática do ácido araquidônico em 

PGE2 no interior dos corpúsculos lipídicos parece favorecer a sobrevivência do 

patógeno no interior do fagócito. Sendo assim, o aumento da capacidade dos 

macrófagos em produzir PGE2 derivada dos corpúsculos lipídicos pode estar 
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relacionado com a inibição da resposta do hospedeiro, modulando negativamente a 

função imunológica do macrófago e positivamente o patógeno. 

Ao avaliar a produção de PGE2 por macrófagos extraídos do tecido adiposo e 

peritônio de camundongos Balb/c, e estimulados in vitro com M. bovis BCG e T. cruzi, 

demonstramos que houve uma tendência à maior produção deste mediador lipídico nos 

grupos de animais infectados, que é potencializado nos animais obesos. Além disso, as 

células extraídas do peritônio produziram menor PGE2 quando comparados aos seus 

controles, indicando que as células peritoneais podem desenvolver uma resposta mais 

lenta ao tumor e ao patógeno. Os dados de produção de PGE2 no tecido adiposo 

correlacionam-se com os dados da formação de corpúsculos lipídicos, demonstrando 

que a PGE2 pode estar sendo formada a partir do ácido araquidônico contido no interior 

do corpúsculo lipídico, como descrito na literatura.  

Em contrapartida, um estudo realizado pelo nosso grupo, utilizando 

camundongos C57Bl6 estimulados com BCG, porém sem tumor, observou-se menor 

produção de PGE2 nos animais obesos quando comparados com os magros, dados estes 

co-relacionados com a diminuição da formação de corpúsculos lipídicos nos mesmos 

grupos de animais, mostrando mais uma vez a ação do tumor modificando a resposta 

inflamatória nos macrófagos dos animais obesos quando infectados. 

Ao avaliarmos a expressão da COX-2, vimos que os macrófagos extraídos do 

tecido adiposo e do lavado peritoneal dos grupos de animais obesos não estimulados 

demonstraram uma maior expressão de COX-2, quando comparados aos grupos magros 

sem estímulo; e macrófagos do tecido adiposo estimulados obtiveram maior expressão 

de COX-2 quando comparados aos seus respectivos controles sem estímulo. Isso pode 

indicar que a obesidade esteja contribuindo para a maior expressão de COX-2 nos 

macrófagos extraídos do tecido adiposo e do peritônio dos animais obesos durante o 

desenvolvimento tumoral contribuindo com uma possível metástase. Além disso, a 

metástase e o desenvolvimento tumoral parecem primar as células para a produção 

dessa enzima durante a infecção por BCG e T. cruzi. 

Experimentos realizados in vitro na fase aguda da doença de chagas 

demonstraram que PGE2 induz imunossupressão ao interferir no processo de 

apresentação de antígeno, no qual, inibindo a expressão de moléculas MHC classe II, 

inibem também a ativação de linfócitos T, além de reduzir a secreção de IFN-. As 

prostaglandinas também são capazes de induzir mudança de classe de imunoglobulinas 

em linfócitos B, levando preferencialmente à produção de IgE e IgG1, inibindo a 
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resposta Th1, juntamente com a IL-10 (SILVA et al, 1995; GOLDEN & TARLETON, 

1991; HARRIS et al, 2002), o que pode ser favorável ao patógeno. 

Um estudo realizado por D’Ávila e cols (2006) demonstrou que na infecção 

intrapleural com M. bovis BCG há um aumento da expressão de COX-2, ao mesmo 

tempo que há um aumento significativo de síntese de PGE2, como resultado da ação 

dessa enzima sobre o ácido araquidônico no interior dos corpúsculos lipídicos, levando 

em consideração que este mediador lipídico seja capaz de reduzir a capacidade de 

apresentação antigênica e diminuir a capacidade de produção de radicais oxidativos de 

nitrogênio e oxigênio pelos macrófagos. Além disso, este mesmo estudo conclui que a 

ação de alguns fármacos antiinflamatórios pode inibir a produção de corpúsculos 

lipídicos, auxiliando no combate ao patógeno. 

Alterações do metabolismo lipídico da célula hospedeira são frequentemente 

observados e o aumento do número de corpúsculos lipídicos em leucócitos podem 

emergir como fenótipo comum entre infecções intracelulares (BOZZA et al, 2009; 

D’ÁVILA et al, 2008). D’Ávila (2011) investigou o mecanismo de formação de 

corpúsculo lipídico e síntese de PGE2 na infecção por T. cruzi e demonstrou que este 

patógeno é capaz de modular o metabolismo lipídico. Demonstrou também a íntima 

relação da formação de corpúsculos lipídicos em células apoptóticas induzidas durante a 

infecção, além de demonstrar a expressão da COX-2 nas mesmas células. Além disso, 

esses dados reforçam os resultados anteriores que indicam que os metabólitos da COX-

2 são cruciais para inibir a atividade de macrófagos e aumentar o crescimento dos 

parasitas. Sugerindo, em conjunto, que o aumento de corpúsculos lipídicos, PGE2 e 

COX-2 em macrófagos de animais obesos juntamente com o desenvolvimento tumoral 

podem colaborar para a replicação dos patógenos. 

A leptina e a adiponectina são adipocinas que permitem que o tecido adiposo 

seja considerado um órgão endócrino, visto que a leptina atua como hormônio 

responsável pelo controle do balanço energético (PAE et al, 2008; KASINSKI et al, 

2008) e a adiponectina promove diminuição da adesão dos monócitos às células 

endoteliais e da formação de macrófagos ativos (BAUD et al, 2009). Sabe-se que os 

níveis de leptina encontram-se elevados em obesos (SINGH et al, 1995; KASINSKI et 

al, 2008) e sua concentração diminui com a perda de peso (SINGH et al, 1995). Ao 

contrário, os níveis de adiponectina aumentam com a redução significativa de peso 

(TOMAS-BARBEREN et al, 2000; GONTHIER et al, 2003).  
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No entanto, estudos anteriores do grupo demonstraram que durante a infecção 

por BCG em camundongos C57Bl6 magros e obesos, a produção da leptina tende a ser 

menor nos animais obesos e maior nos animais magros, além de a produção de 

adiponectina ser maior nos animais obesos, enfatizando o favorecimento do patógeno. 

Quando estimulamos camundongos balb/c com células tumorais, extraímos células do 

tecido adiposo e peritônio e re-estimulamos in vitro com BCG e T. cruzi, demonstramos 

que os macrófagos extraídos dos animais magros obtêm maior produção de 

adiponectina quando comparamos com o grupo dos obesos, dentro do esperado, já que a 

adiponectina trata de uma adipocina de perfil antiinflamaório. No entanto, na presença 

do tumor em conjunto com os patógenos, a adiponectina aumenta significativamente 

nos macrófagos do tecido adiposo obeso, mostrando a resposta antiinflamatória no 

animal estimulado com tumor. Embora não seja diferente estatisticamente, cabe 

ressaltar que a leptina tende a estar elevada nos animais magros não estimulados quando 

em comparação aos obesos não estimulados. A partir daí pode-se sugerir que a 

obesidade nos animais com tumor pode primar as células para a produção da leptina 

induzida por infecções intracelulares. Além disso, a leptina liberada por esses 

macrófagos pode também potenciar o mecanismo de formação de corpúsculos lipídicos 

por estes patógenos, uma vez que Maya-Monteiro e col (2009) mostra que a leptina por 

si só é capaz de induzir a formação de corpúsculo lipídicos. Cabe ressaltar que assim 

como o esperado, a leptina no tecido adiposo de animais obesos estimulados tende à 

aumentar, assim como a produção de corpúsculos lipídicos, indicando que fêmeas 

balb/c obesas com tumor desenvolvem uma resposta mais branda ao serem re-

estimulados com patógenos. 

Infecções e injúria tecidual induzem uma cascata complexa de eventos 

fisiológicos conhecida como resposta inflamatória, que promove proteção aos tecidos, 

restringindo os danos no local da infecção, podendo ter efeitos deletérios quando de 

forma exacerbada. A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes 

infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorrência de infecções 

(JANEWAY, 2001).  

Citocinas são glicoproteínas bioativas envolvidas na comunicação intercelular e 

atuam modulando aspectos da inflamação vascular, alterando a proliferação, 

diferenciação e função de uma variedade de tipos celulares. Estes produtos das células 

imunes são especialmente importantes na regulação de respostas imunes e inflamatórias, 

atuando em diversas etapas da imunidade inata e adaptativa (GIRN et al., 2007; 
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GALKINA; LEY, 2009). São secretadas por diversos tipos celulares, sendo os 

macrófagos a principal fonte (LIBBY et al., 1995; TEDGUI; MALLAT, 2006; 

BIASILLO et al., 2010). Sabe-se hoje que o tecido adiposo possui, além da capacidade 

de regulação do armazenamento e da distribuição de gordura, comunicação com o 

sistema nervoso central e trato gastrintestinal, desempenhando importante papel na 

resposta inflamatória em condições autócrinas, parácrinas ou endócrinas (HEBER, 

2010).  Atualmente, mais de cinqüenta produtos derivados dos adipócitos já foram 

isolados e caracterizados (TILG et al, 2006). Nesse sentido, estudos experimentais 

mostraram que ratos obesos aumentam não apenas os níveis de TNF-α, mas também de 

outras citocinas pró-inflamatórias (GREGOR et al, 2011). Em contrapartida, em 

condições normais, ratos obesos diminuem os níveis de adipocinas antiinflamatórias, 

como a adiponectina e citocinas como a IL-10 (ARSLAN et al, 2010).  

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória (ZHANG, 2002; XU et al, 2002; 

YANG, 2006; KRAYCHETE, 2006; ARSLAN et al, 2010), secretada por 

monócitos/macrófagos e expressa nos adipócitos (KERN, 1995), diretamente 

relacionada com o processo inflamatório durante a obesidade após a infiltração de 

macrófagos (HARA et al, 2002). Dentre as diversas funções desta citocina está o 

aumento da secreção de adipocinas pró-inflamatórias (KRAYCHETE, 2006; 

KENNEDY et al, 2009; BULLO et al, 2009), diminuição das citocinas antiinflamatórias 

(AGGARWAL et al, 2006) e promoção da apoptose celular (GÓNGORA, 2002; 

MURIEL, et al, 2009). Descrito em 1975 como fator solúvel no soro capaz de provocar 

necrose em células tumorais (CARSWELL et al, 1975), o TNF-α foi associado ao 

desenvolvimento de vários cânceres através da promoção da angiogênese 

(LEIBOVICH, 1987) e metástase (OROSZ et al, 1993), sendo que as concentrações 

elevadas dessa citocina tanto em roedores obesos induzidos quimicamente (JAIN et al, 

2010) quanto em humanos obesos (KERN et al, 2001) sugerem uma ligação plausível 

entre obesidade e tumorigênese. Em modelos animais de obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica, a interrupção da sinalização do TNF-α, através da deleção do gene que 

codifica o receptor do TNF-α (Tnfr1), bloqueia os efeitos carcinogênicos (PARK et al, 

2010). 

Pensava-se que a razão para o aumento observado dos níveis séricos desta 

citocina em indivíduos obesos fosse a superprodução realizada pelo excesso de tecido 

adiposo. Entretanto, atualmente tem sido reconhecido que esse aumento é devido à 
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infiltração de macrófagos M1 no tecido adiposo (GALIC, 2010; ARSLAN et al, 2010; 

GREGOR et al, 2011).  

Os leucócitos ativados pelo TNF-α produzem espécies reativas de oxigênio e de 

nitrogênio, essenciais para a eliminação de microrganismos (LIEW et al 1990; 

MEGYERI et al, 1995; TRACEY et al. 2008). Desta forma, a ativação de células do 

sistema imune pelo TNF-α é essencial para o controle de infecções, como M. bovis 

BCG e T. cruzi. Nossos experimentos demonstraram aumento significativo de TNF-α 

nos macrófagos extraídos do tecido adiposo de animais obesos estimulados com tumor e 

re-estimulados com ambos os patógenos, quando comparados aos demais grupos, 

mostrando a existência de um processo inflamatório intenso. Também já foi 

demonstrado que o aumento no processo inflamatório está associado com aumentos 

concomitantes nos níveis de leptina (BRADLEY et al, 2008), sendo esta capaz de 

influenciar na produção de TNF-α, reforçando a relação do processo inflamatório 

crônico de baixa intensidade com a obesidade.  

Nós demonstramos uma marcante produção, pelo menos basal, da leptina em 

todos os grupos, embora não haja diferença significativa nos animais magros, 

mostrando que o tumor por si só é capaz de induzir a produção dessa adipocina. Quando 

as células extraídas de animais obesos foram estimuladas com os patógenos, houve 

aumento significante de leptina nos grupos estimulados, assim como do TNF-α, 

mostrando uma possível relação dessa citocina com a leptina nas células do tecido 

adiposo, assim como já foi demonstrado por outro estudo do nosso grupo 

(RODRIGUES et al, em preparação). Nosso modelo experimental também foi capaz de 

confirmar o papel do macrófago de tecido adiposo como grandes produtores de TNF-α e 

leptina em animais obesos com tumor infectados com patógenos intracelulares. 

Além disso, já foi demonstrado também pelo nosso grupo que em animais 

obesos infectados in vivo com BCG, a resposta se desenvolve de forma mais lenta ao M. 

bovis, devido a maior expressão de uma citocina antiinflamatória, a IL-10. Em 

contrapartida, nossos experimentos mostraram que a resposta contra infecção in vitro 

com BCG e T. cruzi pelas células presentes no tecido adiposo juntamente com a 

presença de um tumor, é intensa e rápida, sendo que após 14 dias a expressão de TNF-α 

aumenta em níveis inversamente proporcionais à IL-10,  sugerindo que a intensidade da 

resposta se deve à menor expressão da citocina antiinflamatória.  

A IL-10 é uma citocina antiinflamatória produzida principalmente por 

macrófagos e linfócitos (ARSLAN et al, 2010) e encontra-se em maiores concentrações 
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em indivíduos magros, decaindo a medida que o tecido adiposo se expande (GALIC, 

2010). Além disso, estudos apontam que no tecido adiposo a IL-10 é produzida por 

macrófagos M2, principalmente em indivíduos magros (GALIC, 2010) e sua principal 

função é de regulação do sistema imune, inibindo significativamente a expressão e/ou 

síntese de citocinas ou adipocinas pró-inflamatórias (VOLP et al, 2008).  

Já foi demonstrado que na presença de infecções intracelulares por BCG, a IL-10 

encontra-se extremamente elevada nos animais obesos, realçando que nessas situações a 

resposta se desenvolve de forma lenta e menos agressiva. De forma contrária, nós 

demonstramos uma resposta antiinflamatória dessa citocina, que inicialmente esteve 

intensa, produzida por macrófagos extraídos do tecido adiposo de animais magros com 

tumor. Isso pode indicar que, embora haja presença do tumor, inicialmente a resposta 

não é tão agressiva nesses animais. Entretanto, ao estimular essas células com M. bovis 

e T. cruzi, há uma mudança no perfil da resposta dos macrófagos de tecido adiposo dos 

animais obesos, caracterizado pela diminuição drástica de IL-10, inclusive nos animais 

magros, podendo nos mostrar que a presença dos microorganismos intracelulares em 

estudo foi capaz de potenciar o processo inflamatório na obesidade. Sabendo que a IL-

10 pode ser relacionada com a adiponectina, nossos dados reforçam essa hipótese, 

mostrando a alteração do perfil de excreção de citocinas e adipocinas na presença de 

tumores, direcionando uma resposta mais agressiva.  

A presença de citocinas reguladoras de crescimento torna-se importante diante 

da injúria tecidual causada pelos processos inflamatórios. O TGF-β é uma citocina 

secretada por células T regulatórias, macrófagos, células dendríticas, células endotelias 

e musculares lisas (GRAINGER, 2004; HANSSON et al, 2006). Esta citocina pertence 

a uma grande família de moléculas reguladoras do crescimento multifuncionais com 

importantes propriedades pró e antiinflamatórias, dependendo do ambiente e da 

concentração em que se encontram (GRAINGER, 2004; HANSSON et al, 2006). O 

TGF-β é responsável por regular a proliferação e a diferenciação de células (KEHRL et 

al., 1986; LING & ROBINSON, 2002), estimular a síntese da matriz extracelular, a 

angiogênese e a imunomodulação (LING & ROBINSON, 2002). Aqui nós 

demonstramos um aumento dessa citocina nos grupos de animais obesos com tumor 

estimulados com M. bovis quando comparados aos seus respectivos controles, e, embora 

diante da infecção por T. cruzi não haja diferença entre obesos com tumor infectados 

comparados com seu controle, há uma tendência desse aumento. Dentre as propriedades 

pró-inflamatórias importantes do TGF-β, pode-se destacar a capacidade de recrutar 
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monócitos, células T e neutrófilos para os locais de inflamação, no início da infecção, 

através da modulação da expressão de moléculas de adesão das células endoteliais 

(GRAINGER, 2004; HANSSON et al, 2006). Nossos experimentos demonstraram essa 

importância, indicando que na presença de tumores, juntamente com os patógenos em 

estudo, essa citocina pode participar do recrutamento de células para o local no início da 

infecção, juntamente com a modulação do processo inflamatório diante dos estímulos. 

Além disso, o TFG-β também pode participar indiretamente do aumento da formação de 

corpúsculos lipídicos e síntese de PGE2 (D’ÁVILA et al, 2011) nos macrófagos de 

animais obesos infectados e esses dados vão ao encontro dos nossos dados que mostram 

maior formação de corpúsculos lipídicos nos animais obesos estimulados com BCG e 

T.cruzi , assim como maior produção de citocinas e adipocinas pró-inflamatórias, 

contribuindo para uma maior suscetibilidade dos animais durante a infecção. 

De maneira geral, o estímulo com células tumorais em camundongos Balb/c 

fêmeas juntamente com a obesidade induziram um processo inflamatório, com 

características favoráveis á infecção por patógenos intracelulares, especialmente com 

relação à produção de corpúsculos lipídicos, síntese de PGE2, TGF-β e adipocinas. 

Nossos dados reforçam a hipótese de que patógenos intracelulares, como BCG e T 

cruzi, são capazes de induzir a formação de corpúsculos lipídicos como estratégia de 

sobrevivência, modulando a resposta inflamatória a favor do próprio patógeno, 

mostrando mais uma vez, a participação dos corpúsculos lipídicos na modulação da 

resposta imune e da inflamação.  
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8. CONCLUSÃO 

 

Nessa dissertação foram abordadas as participações de citocinas, eicosanóides e 

corpúsculos lipídicos na modulação da resposta inflamatória durante a infecção por M. 

bovis BCG e T. cruzi em macrófagos oriundos de animais magros tratados com dieta 

padrão e obesos tratados com dieta hiperlipídica na presença de células tumorais. 

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a obesidade e a progressão 

tumoral foram capazes de modular a resposta do hospedeiro durante infecção por 

patógenos intracelulares, como M. bovis BCG e T. cruzi. Em oposição ao que já foi 

observado previamente em animais obesos sem tumores (RODRIGUES et al, em 

preparação), a formação de corpúsculos lipídicos, a expressão de COX-2, a produção de 

TNF-α e TGF-β foram potencializadas nos macrófagos  de animais obesos com tumores 

estimulados com os patógenos em estudo. Estes dados foram acompanhados por uma 

inibição na síntese de IL-10 e uma tendência de aumento de PGE2 pelos macrófagos de 

tecido adiposo de animais obesos com tumores durante as infecções.  

Com isso, animais obesos com tumores apresentaram mais fatores de 

favorecimento dos patógenos, como formação de corpúsculo lipídico, PGE2 e TGF-β, 

indicando que estes animais oferecem um ambiente mais favorável para o crescimento 

destes patógenos intracelulares. Entretanto, novos estudos, como testes de viabilidade 

dos patógenos e caracterização de populações de macrófagos e estudos in vivo, se fazem 

necessários para avaliarmos mais efetivamente os efeitos dessas alterações derivadas da 

obesidade e de tumores na sintomatologia da tuberculose e Doença de Chagas. 

Estes dados sugerem que na obesidade concomitante com o desenvolvimento 

tumoral, os macrófagos de animais obesos expressam características pró-inflamatórias e 

sugerem que o próprio tumor, em conjunto com a obesidade, estimule a formação dos 

corpúsculos lipídicos devido ao processo inflamatório, aumentando ainda mais em 

infecções intracelulares. 
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