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RESUMO

Impactos da obesidade no desenvolvimento de malaria grave murina causada
por Plasmodium berghei - ANKA

A obesidade € motivo de preocupagao para a saude publica em todo o mundo.
Apesar de existirem muitos estudos sobre seu impacto no sistema imunoldgico, a
influéncia nas doencgas infecciosas € pouco relatado. A incidéncia da obesidade vem
aumentando em paises em desenvolvimento, assim é de grande importancia o
estudo do papel da obesidade na resposta imunologica a patogenos, principalmente
em doencgas infecciosas de grande relevancia como a malaria. A obesidade é
caracterizada por uma inflamacgao sistémica de baixo grau crénica, e acredita-se que
as manifestacbes complicadas da malaria, como a malaria cerebral, injuria
respiratoria, denominada malaria grave, podem ser resultado da resposta
inflamatoria exagerada causada pelo sequestro de hemacias infectadas nos vasos
endoteliais de orgaos vitais como cérebro e pulméo. Portanto a inflamagdo na
obesidade pode alterar o curso da infecgdo do Plasmodium berguei ANKA, parasitas
causadores da malaria cerebral em modelo murino. Neste trabalho, investigamos a
influéncia da obesidade na resposta imune frente a infeccdo por Plasmodium
berguei ANKA. Para isso foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com
idade de 4 a 6 semanas, alimentados durante 12 semanas por uma dieta
hiperlipidica com 60% das quilocalorias advindas de lipideos. Apds esse periodo os
animais foram infectados com a cepa ANKA de Plasmodium berguei. Nos animais
alimentados com a dieta hiperlipidica, observou-se aumento do peso corporal, assim
como da gordura perigonadal dos animais alimentados pela dieta hiperlipidica, sem
aumento do consumo de racédo. A resisténcia ao desenvolvimento da malaria grave
foi observada nos animais obesos; além de conseguir controlar a parasitemia, .
Somente esses animais sobreviveram a infecgdo, por 25 dias apds o desafio, sem
apresentar sintomas clinicos da doenca, ao contrario, os ndo obesos infectados,
vieram a obito apds oito dias de infecgdo. Foram observadas diferencas no perfil
celular dos animais obesos infectados quando comparados aos controles infectados,
sugerindo que a inflamagao prévia dos animais obesos pode ter influenciado o curso
da infecgdo. Assim, os resultados indicam que alteragdes na resposta imunoldgica
do camundongo obeso conseguem protege-lo contra o desenvolvimento da malaria
grave.

Palavras-chave: Obesidade, Malaria grave, Dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

Impacts of obesity on the immune response during infection by Plasmodium
berghei — ANKA

Obesity is a public health concern currently affecting worldwide, although there are
many studies on the impact of obesity on the immune system, the various aspects of
the association between obesity and infection is seldom reported. The incidence of
obesity is increasing in the developing countries, and it is very important to study the
role of obesity in the immune response to pathogens, especially infectious diseases
such as malaria. Obesity is characterized by a low-grade, systemic, chronic
inflammation and it is believed that the complicated manifestations of malaria, as
severe malaria, can be the result of an exaggerated inflammatory response caused
by sequestration of infected erythrocytes to endothelial vessels of vital organs such
as brain and lung. So inflammation in obesity may alter the course of infection of
Plasmodium berguei ANKA, parasites that cause cerebral malaria in mice. In this
work, we investigated the influence of obesity on the immune response to infection
by Plasmodium berguei ANKA. For this, male C57BL/6 mice aged 4 to 6 weeks were
used, fed by a high fat diet with 60% of kilocalories from lipid, for 12 weeks. After this
period the animals were infected with the strain ANKA of Plasmodium berguei. There
was an increase in body weight as well as the perigonadal fat in animals fed with the
high fat diet, without increasing the food intake, from the second week of dieting. The
resistance to the development of severe malaria was observed in the obese animals,
beside of control the parasitemia, only those animals survived the infection for 25
days post challenge, without any clinical symptoms of the disease, unlike infected
non obese, who died after eight days of infection. Differences were observed in the
cell profile of infected obese animals compared to infected controls, suggesting that
prior inflammation in obese animals may have influenced the course of infection.
Thus, the results indicate that changes in the immune response of obese mice can
protect against the development of severe malaria.

Keywords: Obesity, severe malaria, high fat diet.
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1.INTRODUCAO

A obesidade é motivo de preocupacgao para a saude publica em todo mundo.
Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia da obesidade mais
que dobrou nos ultimos vinte anos, e em 2014 mais de 1,9 bilhdes de adultos
estavam acima do peso, dentre os quais 600 milhdes foram classificados como
obesos. Em 2015, 42 milhdes de criangas menores que cinco anos estavam acima
do peso ou obesas. (WHO, 2015). No Brasil, a pesquisa realizada pelo Ministéerio da
Saude em 2014 aponta que 52,5% da populagdo do pais esta acima do peso e
17,9% esta obesa (Vigitel, 2014).

A forma mais aceita atualmente de avaliar o peso de adultos & pelo indice de
Massa Corporal (IMC),0 qual é dado dividindo-se o peso de uma pessoa (em
quilogramas) pelo quadrado da sua altura (em metros), se o resultado for superior a
25 a pessoa é considerada acima do peso, e superior a 30 considerada obesa
(WHO, 2015).

A obesidade é uma sindrome de causa multifatorial, que apesar de ser explicada
por uma situagdo em que ha o excesso de ganho de energia (consumo alimentar)
em relagdo ao gasto (perda de energia via metabolismo e atividade fisica), possui a
etiologia altamente complexa e inclui fatores genéticos, fisiolégicos, ambientais,
psicoldgicos, sociais, econdmicos e até mesmo culturais que interagem em graus
variados para promover o desenvolvimento dessa sindrome. (ARONNE; NELINSON;
LILLO, 2009).

Além de estar relacionada com o comprometimento funcional, menor qualidade
de vida e maior mortalidade, a obesidade aumenta o fator de risco para diversas
doencas como diabetes tipo 2, doencas cardiacas, hipertensao e varios tipos de
cancer (PI-SUNYER, 2009).

Biologicamente a obesidade é caracterizada pelo crescimento do tecido adiposo,
que desempenha o papel de reservatério de energia, armazenando lipidios caso
haja energia excessiva. Esse crescimento esta associado com o acumulo de
triglicérides nos adipocitos (hipertrofia) e com o recrutamento de novos adipocitos
(hiperplasia) (IYER et al., 2010).

Atualmente o tecido adiposo é visto como mais do que um érgao passivo, que
tem a fungdo unica de armazenar e liberar energia. Muitos estudos ja o consideram
um importante 6rgdo enddcrino, capaz de secretar uma variedade de horménios,

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que influenciam o metabolismo, a
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fungdo vascular e endotelial, a imunidade e a fertilidade (SCHAFFLER;
SCHOLMERICH; SALZBERGER, 2007). O desenvolvimento exacerbado desse
orgao durante a obesidade estd associado a alteragdes nesses fatores, podendo
comprometer a relagdo neuroenddcrina que regula o metabolismo e a imunidade
(DIXIT, 2008).

Dentre as varias proteinas secretadas pelo tecido adiposo que podem estar
alteradas na obesidade s&o as adipocinas, que atuam na imunidade, hemostasia,
pressdo sanguinea, metabolismo de lipidios, regulagdo do apetite e equilibrio de
energia, angiogénese e sensibilidade a insulina (TRAYHURN; WOQOD, 2004).

Descrita em 1994 por Zhang e colaboradores como um horménio secretado pelo
tecido adiposo produto do gene ob, a leptina foi uma adipocina primeiramente
relacionada com a obesidade por controlar a saciedade (ZHANG, Y et al., 1994).
Esse controle € mediado por interacbes com seus respectivos receptores no
hipotalamo, em especial no nucleo arqueado hipotalamico, onde residem duas
populagdes neuronais responsivas a leptina, que culmina na regulagéo da ingestao
de alimentos e gasto energético (COLL; FAROOQI; O'RAHILLY, 2007). A relacéo da
leptina com o tecido adiposo é diretamente proporcional, e sua concentragao sérica
em individuos obesos ¢é elevada (PIJL; TOORNVLIET; MEINDERS, 1996).

A leptina compartilha similaridade estrutural com a familia de citocinas de cadeia
helicoidal longa, que inclui as citocinas proé-inflamatdérias IL-2, IL-6 e IL-12 (ZHANG,
F et al., 1997). Consistente com essa semelhanga a leptina tem papel fundamental
no sistema imune, e a deficiéncia da leptina ou do seu receptor leva a grave
disfungao do sistema imune (CAVA; MATARESE, 2004).

Na imunidade inata a leptina atua na ativagdo de mondcitos e macrofagos
estimulando sua fungao fagocitica e a secre¢do de mediadores inflamatérios como o
leucotrieno B4, cicloxigenase 2, oxido nitrico e citocinas pro-inflamatorias como
TNFa e IL-1B (DIXIT et al., 2003; MANCUSO et al., 2002; ZARKESH-ESFAHANI et
al., 2001). Além disso, a leptina pode auxiliar na liberagdo de espécies reativas do
oxigénio (ROS). (CALDEFIE-CHEZET; POULIN; VASSON, 2003; CALDEFIE-
CHEZET et al., 2001). Ainda, as ceélulas natural killer (NK) tem o seu
desenvolvimento e ativagao alterados pela leptina, apresentando menor citotoxidade
em animais resistentes a leptina (SIEGMUND et al., 2002; TIAN et al., 2002; ZHAO
et al., 2003) (Fig 1).

Estudos in vitro mostram também que a sinalizagdo da leptina pode alterar a

maturacao e sobrevivéncia de células dendriticas. Além disso, na auséncia dessa
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sinalizagao, essas ceélulas apresentadoras de antigenos tem uma tendéncia maior de
estimular linfécitos T auxiliares para um perfil Th2 enquanto o tratamento com leptina
exdgena provocaria o balanceamento normal do perfil Th1 (LAM et al., 2006;
MATTIOLI et al., 2005).

A modulacado da imunidade adaptativa pela leptina é destacada pelo aumento da
sobrevivéncia de célula T e o estimulo da producdo de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y e a IL-2 (LOFFREDA et al.,, 1998). Além disso, sua deficiéncia causa
atrofia timica (LORD et al., 1998). Apesar de ser conhecida por favorecer o perfil Th1
e de ter sido encontrada menor producdo de IFN-y, citocina classica de Th1, em
camundongos deficientes para leptina (BUSSO et al., 2002), parece que a auséncia
da leptina prejudica a polarizagéo de células TCD 4 tanto para Th1 quanto para Th2
(BATRA et al., 2010).

Imunidade inata Imunidade adaptativa
Ativacdo de neutrofilos Homeostase timica
T Quimiotaxia &Ll T Ndmero timédcitos
GOl e MOy T Cel. CD4+CDE+
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Figura 1: Efeitos da leptina na imunidade inata e adaptativa, adaptado de (CAVA;
MATARESE, 2004)
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Obesidade e sistema imune

A obesidade esta relacionada com um estado inflamatdrio crénico de baixo grau,
devido aos altos niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1B e
quimiocinas como a CCL2, entre outras e por isso pode ser implicado no
desenvolvimento de diversas enfermidades como diabetes do tipo 2, doencas
cardiovasculares e outras (BERG; SCHERER, 2005; SHOELSON; LEE; GOLDFINE,
2006).

O tecido adiposo € heterogéneo e contém uma populagao residente de células
do sistema imune, principalmente macrofagos e linfocitos T, que estdo envolvidas no
desenvolvimento da inflamagdo na obesidade. Estas células sdo espacialmente e
temporalmente dependentes da quantidade de tecido adiposo, e em funcao disso
também podem alterar o perfil de secregédo dos adipdcitos ao seu redor (IYER et al.,
2010; WEISBERG et al., 2003).

A maioria das células T residentes no tecido adiposo de individuos magros s&o
células T-reguladoras (Tregs) e células Th2, que juntamente com os macréfagos
residentes, produzem IL-10 constituindo um estado anti-inflamatorio (FEUERER et
al., 2009) Por outro lado, as células T residentes predominantes no tecido adiposo
de obesos s&o predominantemente células T efetoras Th1 e CD8+. A alteracdo na
populacdo e na funcdo das células T do tecido adiposo ocorre precocemente
durante o desenvolvimento da obesidade (NISHIMURA et al., 2009). Assim essa
situacdo pode perturbar a homeostase dos adipdcitos e desencadear uma resposta
imune que conduz ao maior recrutamento de macroéfagos (LUMENG; MAILLARD;
SALTIEL, 2009).

A obesidade estd associada ao aumento de infiltrado de macréfagos
(WEISBERG et al., 2003). Além de aumentar a quantidade através do recrutamento
dessas células, a obesidade também é responsavel pela mudanga fenotipica na
polarizacdo do macréfago no tecido adiposo. Essas células podem ter sua fungao,
propriedades e estados de ativacdo moldados pelo seu ambiente. Diferentes
estimulos ativam os macrofagos para expressar distintos padrdes de marcadores de
superficie, de quimiocinas e enzimas metabdlicas, o que implica na sua diversidade
de fungao, podendo atuar como proé ou anti-inflamatérias.

O perfil de ativagdo dos macrofagos foi dividido em dois estados de polarizagao,
M1 e M2 (GORDON; TAYLOR, 2005; MANTOVANI et al., 2004). M1, macréfagos
"classicamente" ativados sao induzidos por mediadores pro-inflamatérios, como LPS
e IFN-y, tem a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-12)
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aumentada e sdo capazes de gerar espécies reativas do oxigénio e oxido nitrico,
através da ativagao de iINOS (NOS2). M2, macréfagos "alternativamente ativados”
podem ser gerados pela exposi¢cado a IL-4 e IL-13 (GORDON, 2003), apresentam
baixa expresséo de citocinas pro-inflamatorias e expressam altos niveis de citocinas
anti-inflamatérias como a IL-10. Além disso, a produgdo da arginase é aumentada
em M2, que bloqueia a atividade da enzima iINOS por uma variedade de
mecanismos, como por competir pelo substrato arginina, necessario para a
producdo de NO (BRONTE; ZANOVELLO, 2005).

Na obesidade, a infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo € uma etapa
importante na inflamagdo crénica de baixo grau, pois os macréfagos, além de
desempenhar um papel pro-inflamatério no tecido adiposo, alteram e potencializam
a inflamacéo sistémica, especialmente em estados inflamatérios crénicos (IYER et
al., 2010). Tem sido relatado que ambos os macréfagos M1 e M2 existem no tecido
adiposo, e de acordo com o aumento de macrofagos residentes do tecido adiposo
durante a obesidade, ocorre a mudanca de fendétipo de macréfagos de M2 para
M1.(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

Outras células do sistema imunolégico também estdo alteradas em
camundongos obesos C57/BL6 por dieta hiperlipidica, incluindo uma menor
atividade de ceélulas NK, células dendriticas com menor capacidade de
processamento e apresentacdo de antigenos e fungcdo de linfécitos T CD8
prejudicada (KARLSSON; SHERIDAN; BECK, 2010; SMITH et al., 2009).

Devido a tantas alteragdes, ja € esperado uma resposta diferente de individuos
obesos no caso de infecgdes. Em geral, animais obesos com deficiéncia da leptina
(ob/ob) ou no seu receptor (db/db) tem maior susceptibilidade a infecgbes
bacterianas e a pneumonia (MANCUSO, 2010). Outros estudos relataram que
camundongos ob/ob apresentaram maior carga pulmonar de Mycobacterium
tuberculosis (WIELAND et al., 2005) e na depuragéo retardada dos abscessos de
Mycobacterium (ORDWAY et al., 2008). Existem evidéncias sugerindo também que
individuos obesos nao respondem a vacinacdo da mesma forma que individuos nao
obesos; por exemplo, a obesidade foi associada com a fraca resposta de anticorpos
frente a vacinagao para hepatite B. (MILNER; BECK, 2012).

Existem diferente modelos para estudo da obesidade, utilizando alteragdes
genéticas ou dieta. Entre os mutantes, os mais usados atualmente sdo os
camundongos deficientes de leptina (ob/ob) e os deficientes do receptor da leptina

(db/db). Estes modelos sao muito uteis para o estudo de doengas relacionadas com
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a obesidade, ja que mostram anormalidades metabdlicas caracteristicas da
obesidade, como hiperglicemia, dislipidemia, excesso de glicocorticoides e
hiperinsulinemia tudo o que poderia potencialmente alterar a homeostase a funcao
das células do sistema imune (KENNEDY et al., 2010).

Estudos demonstram que a linhagem murina C57BL/6 produz um fendtipo
obeso quando ofertadas dietas hiperlipidicas e hipercaldricas e quando submetidos
a uma dieta pobre em lipideos e calorias permanecem com o peso normal. Além
disso, BUETNER et al. (2007) demonstraram em um estudo de metanalise que a
linhagem C57BL/6 é também o modelo ideal para estudos das desordens
metabdlicas relativas a obesidade, inclusive estudo do perfil de adipocinas
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; REUTER, 2007). Os
camundongos obesos por essa via também desenvolvem as tipicas alteragdes
associadas com a obesidade, como elevados niveis de leptina, resisténcia a insulina
e aumento de triglicérides no figado (MILNER; BECK, 2012). Portanto essa linhagem
€ considerada susceptivel ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta, e
tem sido considerado padrdo como modelo de estudo por conseguir se aproximar

das formas mais comuns da obesidade humana.

Malaria

Apesar dos continuos avangos no conhecimento sobre a malaria, a doenca
continua a causar significante morbidade e mortalidade nas areas onde é prevalente.
Segundo a OMS, 97 paises e territérios estiveram sujeitos a transmissdo de malaria
em 2014, incluindo o Brasil, deixando aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas em
risco, quase metade da populacdo do planeta. De acordo com o relatoério liberado
em dezembro de 2014, foram 198 milhdes de casos de malaria em 2013 e 584 mil
mortes. As pessoas que vivem nos paises mais pobres sdo as mais vulneraveis a
maléria. Todos os anos 90% de todas as mortes por maldria ocorreram na Africa e
na maioria criangas menores de 5 anos de idade. (WHO, 2015).

A malaria também continua sendo um problema de grande preocupacéo para a
saude publica no Brasil, com aproximadamente 145 mil casos registrados em 2014
(Ministério da Saude, 2015). No Brasil, a maioria dos casos ocorre na regiao
amazobnica, area endémica da malaria, porém devido a migragdo de pessoas ja
foram encontrados surtos na regido extra-amazonica (LORENZ et al., 2015).

A malaria é causada pelo parasito protozoario unicelular do género Plasmodium.

A transmissao ocorre através da picada do seu vetor, o0 mosquito Anopheles. Cinco
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espécies causam a doenca em humanos, os mais conhecidos Plasmodium
falciparum e Plasmodium vivax, as espécies menos prevalentes Plasmodium ovale e
Plasmodium malariae e o0 mais recente descoberto a parasitar o homem,
Plasmodium knowlesi (J. CRAWLEY, C. CHU, G. MTOVE, 2010).

O ciclo de vida das espécies sao similares, existindo uma fase hepatica, uma
eritrocitica no hospedeiro vertebrado e uma no interior do vetor. A transmisséo
natural da malaria humana inicia quando uma fémea do género Anopheles infectada
faz o repasto sanguineo em um humano e os esporozoitos séo injetados junto com a
saliva e entram em contato com a derme do hospedeiro vertebrado e conseguem
atingir sua corrente sanguinea. Logo eles s&o levados para o figado, onde s&o
capazes de invadir e se replicar em células hepaticas, formando esquizontes. Em
seguida milhares de merozoitas sao liberados na corrente sanguinea onde infectam
as hemacias. Nesse momento os parasitas da espécie Plasmodium falciparum
podem migrar para locais como o cérebro, pulmdes e placenta. Para perpetuar o
ciclo, alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitos, que podem ser ingeridos
por um outro mosquito onde eles vao conseguir se reproduzir de forma sexuada.
(Fig 2). (ANTINORI et al., 2012; SCHOFIELD; GRAU, 2005).
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Figura 2: Desenho esquematico demonstrando o ciclo de vida dos parasitas do
género Plasmodium. (adaptado de (SU; HAYTON; WELLEMS, 2007))

A enfermidade causada por Plasmodium ovale e Plasmodium malariae
raramente € motivo de ébito, Plasmodium vivax frequentemente € responsavel por

uma doenca com febre aguda, especialmente na Asia e na América do Sul. O maior
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numero de mortes € associado a infecgdes por Plasmodium falciparum, endémico na
regido subsaariana e em muitas outras regides tropicais (WHO,2015).

A infeccdo por esses parasitos pode levar a acessos malaricos, caracterizados
por sintomas como: episodios febris, cefaléia, fadiga, mal-estar, dores abdominais,
nauseas e vomitos. Os sintomas clinicos da malaria sdo desencadeados a partir da
ruptura dos eritrocitos parasitados, que liberam antigenos na corrente sanguinea,
ativando a resposta imunoldgica do hospedeiro (SOUZA; RILEY, 2002).

De acordo com caracteristicas individuais do hospedeiro como: idade, estado
imunoldgico e fatores genéticos, a infecgao por Plasmodium falciparum pode evoluir
para malaria grave, caracterizada pelo sequestro e adesado de eritrocitos infectados
em orgaos vitais como pulmodes e cérebro, levando a respostas inflamatorias nesses
locais que podem ser fatais (MILLER et al., 2002).

A patogénese da malaria cerebral ainda ndo € completamente compreendida,
porém altos niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes sdo associadas a
patogénese da malaria cerebral em modelos murinos e estudos em humanos, e a
maior mortalidade (GRAU et al.,, 1987, 1990). Ao mesmo tempo muitos estudos
mostram o papel das citocinas pré-inflamatérias na resolugcédo da infeccdo nos dois
tipos de hospedeiros (RILEY et al., 2006). Uma resposta pro-inflamatéria deficiente
pode levar a persisténcia e a replicacdo dos parasitos, enquanto a exacerbacao
dessa resposta pode levar a respostas imunopatolégicas como a malaria cerebral.

Os mediadores inflamatorios sdo repetidamente implicados na gravidade da
doenga, levando a crer que a malaria grave €, pelo menos em parte, uma doenca
imunomediada, se tornando um alvo interessante de estudos imunolégicos
(GAZZINELLI et al., 2014; STEVENSON; RILEY, 2004).

Em camundongos a malaria cerebral é caracterizada por uma complexa cascata
de eventos, incluindo a quebra da barreira hematoencefalica, o sequestro de
hemacias parasitadas, o acumulo de leucécitos no cérebro, e a producado de
citocinas pré-inflamatérias. (HUNT; GRAU, 2003)

Muitos estudos mostram que citocinas pré- inflamatérias Th1 sdo determinantes
cruciais do estados da doenga (SCHOFIELD; GRAU, 2005). O fator de necrose
tumoral (TNF-a) e a interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) podem estar relacionados com os
picos febris caracteristicos da patogénese da malaria, e estdo elevadas em
individuos infectados (CLARK, 2007; CLARK et al., 2006, 2008). Além disso, o TNF-

a parece estar envolvido com o sequestro dos eritrécitos infectados por estimular a
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expressao de moléculas de adesdao como VCAM-1, ICAM-1 e CD36 (YIPP et al.,
2007).

O IFN-y é essencial para o desenvolvimento da malaria cerebral, e sua
neutralizagcdo previne essa patologia e a produgdo excessiva de TNF-a.
Camundongos deficientes para o gene do IFN-y ou do seu receptor também foram
protegidos da malaria cerebral (AMANI et al., 2000; GRAU et al., 1989).

As células T CD8+ também s&o fundamentais na patogénese da malaria
cerebral. Em camundongos, o numero dessas células citotoxicas que se infiltram no
cérebro durante a infeccdo é elevado, e estas contribuiem para alteracbes da
permeabilidade da barreira hemato-encefalica através de mecanismos dependentes
de perforina. (NITCHEU et al., 2003)

A malaria cerebral causada por P. falciparum em humanos compartilha muitas
caracteristicas com a causada por P. berghei ANKA em camundongos e é utilizada
como comparacao pela sua capacidade de sequestrar hemacias na microcirculagao,
e quando infectando camundongos susceptiveis provocam os sintomas e sinais
tipicos da doenga em humanos. (SOUZA; RILEY, 2002).

Malaria e Obesidade

Ainda é raro encontrar estudos relacionando a obesidade e infecgdes
parasitarias, que acometem milhares de pessoas em paises em desenvolvimento.
Com a globalizagdo, a mudanga dos habitos e ao facil acesso a alimentos
gordurosos, paises de baixa renda agora se preocupam nhao apenas com a
subnutricdo, mas também com a obesidade. (GORYAKIN et al., 2015; MOKHTAR et
al., 2001; PRENTICE, 2006).

A obesidade tem como caracteristica uma inflamagao sistémica de baixo grau
cronica, com alteragdes imunologicas (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011) e acredita-
se que as manifestagdes mais graves da malaria, como a malaria cerebral, podem
ser resultado de resposta inflamatéria exagerada causados pelo sequestro de
hemacias infectadas (DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009).

Em um estudo utilizando o modelo genético de camundongos obesos,
camundongos deficientes para leptina (ob/ob) foi demonstrado que eles néo
desenvolveram a malaria cerebral e apresentaram um crescente aumento da
parasitemia levando a anemia grave (ROBERT et al., 2008). Nesse caso parece que
a obesidade pode desempenhar um papel protetor, neutro ou permissivo na

evolugado das infecgdes de malaria e manifestagdes fisiopatoldgicas subsequentes.
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Portanto, muitos fatores podem interferir no desenvolvimento na doenga,
principalmente a leptina, que influi de maneira decisiva no sistema imunoldgico.

Um estudo recente mostrou que o estado nutricional do hospedeiro pode afetar
patologias infecto-parasitarias, mostrando que a restricdo alimentar também levou
ao menor acumulo de parasitas e leucdcitos no cérebro, protegendo o animal do
desenvolvimento da malaria cerebral experimental. (MEJIA et al., 2015).

Muitos estudos relacionam a obesidade e doencas caracteristicas de paises de
primeiro mundo, como doencas cardiacas, cancer, diabetes tipo 2, asma e
hipertensdo. Porém, a relagdo da obesidade com importantes patégenos que
acometem paises em desenvolvimento ainda € pouco estudada. A malaria € uma
doenca que atinge paises com baixo indice de desenvolvimento humano (IDH) e tem
sobre eles um impacto negativo sobre a estabilidade social e econbmica.
(GAZZINELLI et al., 2014).

Assim, considerando-se o progressivo crescimento de quadros de obesidade em
todo o mundo, as elevadas taxas de mortalidade e morbidade associadas a esta
doencga e os impactos que causa no sistema imunolégico, estudos que avaliem a
relacdo dessa condicdo metabdlica na resposta imune em doengas infecciosas sao

extremamente necessarios.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
e Avaliar a influéncia da obesidade no curso da infeccdo malarica

experimental induzida por Plasmodium berguei ANKA.

2.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar o desenvolvimento da obesidade induzida por meio de dieta
hiperlipidica

e Comparar a parasitemia e a mortalidade de camundongos obesos e
nao obesos infectados por Plasmodium berguei ANKA.

e Avaliar da leptina presente no soro dos animais, por meio de ELISA.

e Avaliar das principais populagdes celulares envolvidas na resposta

imune a malaria no bago e na gordura através de citometria de fluxo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BI/6, de 6 a 8
semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reprodugéo
(CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos durante
todo o periodo experimental em ambiente climatizado, em gaiolas coletivas,
luminosidade controlada para um fotoperiodo de 12h/12h, livre acesso a agua
filtrada e racao controlada para controles e obesos.

Os procedimentos experimentais foram feito de acordo com as normas
propostas pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF (028/2010).

2.2.Delineamento Experimental

Para avaliar os efeitos da obesidade na resposta imunologica durante a malaria
grave, foi utilizado o modelo de camundongos obesos obtidos através de dieta rica
em gordura.

O primeiro experimento foi realizado apds 12 semanas de dieta, e o objetivo foi a
avaliagao da parasitemia e mortalidade dos individuos controles e obesos infectados
por Plasmodium berghei ANKA. Por possuir uma grande barreira de tecido adiposo
concentrada na regidao do ventre, foram testadas injegcdes intraperitoneais e retro
orbitais, para descartar a interferéncia do fator fisico da passagem dos parasitas.
Foram utilizados 30 animais, 20 deles alimentados com a ragéo hiperlipidica (grupo
obeso) e dez com a ragdo padrao (grupo nao obeso), cada grupo foi divido em dois
para a infeccdo com o Plasmodium, o primeiro grupo, de animais obesos, teve 10
animais infectados pela via intraperitoneal, e 10 pela via retro orbital. Trés animais
do grupo controle foram utilizados como repique, e o restante foi dividido, portanto
quatro animais receberam a injegéo intraperitoneal e trés pela via retro orbital.

Nos experimentos seguintes foram utilizados 20 animais (10 obesos e 10
controles), e foram formados quatro grupos, com cinco animais cada grupo, de
controles ndo infectados, controles infectados, obesos ndo infectados e obesos

infectados, dos quais foram coletados os 6rgaos utilizados para as demais analises.
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2.3. Indugao da obesidade

A obesidade foi induzida por dieta hiperlipidica produzida no laboratério, com a
pesagem e mistura de cada um dos componentes (tabela 01), a fim de obter uma
porcentagem de 60% de gordura, mas com a quantidade equivalente de proteinas,
vitaminas, minerais e fibras da ragao padrao dos controles.

A quantificagdo da ingestao alimentar foi obtida pesando-se a dieta ofertada no
inicio e no final de cada semana. A diferenca entre a dieta ofertada e o restante nao
consumido foi considerada o consumo semanal. Os animais foram pesados
semanalmente em balanga semi-analitica para avaliar a evolugdo ponderal. No dia
que antecedeu ao sacrificio os animais foram pesados em balanga de precisédo para

a aquisicao do peso corporal final.

Tabela 1: Componentes para 1Kg da racao hiperlipidica (HFD)

Ingrediente Peso (g)
Caseina 200,0
Sacarose 100,0
Amido de milho 115,5
Amido Dextrinizado 132,0
Banha 312,0
Oleo de soja 40,0
Celulose 50,0
Mistura de minerais AIN-93 35,0
Mistura de vitaminas AIN-93 10,0
L- Cistina 3,0
Bitartarato de Colina 25

2.4. Infegao por P.berghei ANKA e eutanasia dos animais

A linhagem de Plasmodium berguei da cepa ANKA foi gentilmente cedido pela
Prof. Dra. Kézia K. G. Scopel do Laboratério de Parasitologia da UFJF. Dois
camundongos foram previamente infectados por uma amostra da cepa congelada
para serem utilizados como repique e quando a parasitemia alcangou 7% esses

animais foram sacrificados por anestesia e seu sangue utilizado para infectar os
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grupos experimentais. Os animais foram infectados por injecdo intraperitonial ou
retro orbital com 10° hemacias parasitadas e os controles receberam uma injegéo

pelas mesmas vias de solugdo salina.

2.5.Curva de Parasitemia

Apods a infecgédo, foram confeccionados esfregagos a partir do terceiro dia de
infecc&do diariamente para medir a parasitemia dos animais. As amostras de sangue
eram obtidas por uma pequena secgcdo na ponta da cauda dos camundongos
seguindo com o esfregagco sanguineo, as laminas entdo eram coradas com um kit
rapido de coloragao pandtica. Para a determinacao da parasitemia foi considerada a
porcentagem de hemacias parasitadas em um total de 1000 hemacias contadas por
microscopia optica com aumento de 100x.

2.6. Curva de Mortalidade

Para avaliar o impacto da obesidade no curso da infecgdo por P.berghei ANKA,
cepa indutora de malaria grave em C57BL/6, estes foram acompanhados
diariamente até o 30 ° dia apos desafio, acompanhando os obitos que foram
registrados para o delineamento da curva de mortalidade.

2.7. Dosagem de Leptina

A concentracgao de leptina no soro foi determinada por ELISA (R&D Systems),
seguindo as recomendacgdes apresentadas no protocolo do fabricante. A leitura da
densidade otica foi realizada em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190,
Molecular Devices) a 450 nm. Os caélculos das concentragbes obtidas foram
realizados a partir da curva padrado, obtida das diferentes concentracbes do

anticorpo recombinante.

2.8. Avaliagao fenotipica da populagao celular da gordura e do bago

Foram avaliadas na gordura e no bago, por citometria de fluxo, a presenca de
marcadores indicativos de linfécitos T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, macréfagos
de perfl M1 e M2, e para a presenga de linfécitos T reguladores e células

dendriticas.
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Para obtengdo das células do bago o 6rgéo foi submetido a maceragéo e
digestdo com ACK, ja para a obtengdo de células do tecido adiposo foi usada a
colagenase por 2 horas sob agitagdo. As células provenientes das fontes acima
foram contadas em camara de Neubauer e a suspensao ajustada para 10° células
por poco. As células foram entdo depositadas em placas de 96 wells com fundo em
U e incubadas com os seguintes anticorpos: anti-CD4 anti-CD8, anti-CD3, anti
CD25, anti FOXP3, anti NK-1.1, anti IL-10, anti IFNy, anti CD80, anti CD86, anti
F4/80, anti CD11b, anti CD11c, por 20 minutos a 4° C. Apds a incubacgao, as células
foram lavadas com adi¢cdo de PBS aos pogos e a placa centrifugada por 10 minutos
a 1500rpm, em seguida as células foram fixadas com formaldeido 1% e submetidas
a leitura no citbmetro de fluxo FACScanto, Para a marcacdo das citocinas
intracelulares: IL10 , IFN-y e IL12, as células foram estimuladas e permeabilizadas
por 20nM/mL de PMA e1uM/mL de ionomicina, depois o estimulo foi interrompido
por monencina para entdo serem marcadas para os anticorpos extracelulares, apos
a fixacdo desses marcadores as células foram permeabilizadas por saponina e
foram feitas as marcacgoes intracelulares, as células entdo foram também fixadas

com formaldeido 1% e submetidas a leitura no citdbmetro de fluxo FACScanto.

2.9. Analise estatistica

Para analise estatistica dos resultados e comparagao dos grupos infectados, os
dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo
pos-teste bonferroni. como significativo p<0.05. Todas as analises foram realizadas
com o auxilio do programa SPSS, considerando como significativo p<0.05. Todos os

dados foram apresentados como média * desvio padrao.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo da indugdo do modelo de obesidade em camundongos
C57BL/6

Foi observado aumento significativo de peso dos animais alimentados pela
racdo hiperlipidica a partir da quinta semana (Fig.4a), esses animais,
considerados obesos, tiveram desde o inicio menor consumo de racdo quando
comparados com os controles (Fig. 4b), indicando que o ganho de peso se deve
a ingestdo de uma dieta rica em lipideos e n&o a hiperfagia. Além disso, a
diferenga significativa do peso da gordura perigonadal dos animais obesos em
relagdo aos controles no final da dieta também indicou o quadro de obesidade
(Fig. 4c).
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Figura 3: Peso Corporal e Consumo de ragdo. Animais obesos apresentam aumento do peso
corporal e menor consumo de ragdo. a. Ganho de peso corporal ao longo de doze semanas de dieta.
Asteriscos representam diferenga significativa realizado através do teste One-Way anova, seguido
por post-hoc Bonferroni. (** : p<0,01 *** : p<0,001 ) b. Consumo médio diario de ragdo por animal ao
longo de doze semanas de dieta.Asteriscos representam a diferenga significativa entre controle e
obeso. c. Peso da gordura perigonadal no final das doze semanas de dieta. Asteriscos representam a
diferencga significativa ( *** p<0,001); entre controle e obeso, realizado através do teste T student (n =
10 controles e 20 obesos)

A leptina é um dos horménios mais associados a obesidade, e ja foi
demonstrado que é proporcional a adiposidade (ZHANG, Y et al., 1994). Assim
como o aumento do peso corporal e do peso da gordura perigonadal, foi observado
aumento na concentragao sérica de leptina no tecido adiposo em ambos os grupos
que receberam dieta hiperlipidica quando comparados aos grupos que receberam a

dieta padrao (Fig. 5).
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Figura 4: Concentragdo de leptina no soro. Aumento da concentracdo de leptina no soro de animais
obesos. Cada barra representa a média + SD. *** p<0,001; significativamente diferente do grupo
controle. Teste T student (n=5 controles, 10 obesos).
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3.2. Influéncia da obesidade na parasitemia e mortalidade

Para assegurar que os parasitas tiveram acesso a corrente sanguinea, e nao
ficaram retidos na camada de tecido adiposo, dois métodos de infeccdo foram
utilizados, via intraperitoneal e via retro orbital. A evolugdo da parasitemia foi
acompanhada a partir da obtencéo de esfregagcos sanguineas delgadas nos dias
4,5, 6 e 7 pés-infecgcao de todos animais, e adicionalmente nos dias 12, 16 e 20
dos animais sobreviventes.

Houve uma evidente e intensa evolugéo na parasitemia nos animais do grupo
controle a partir do 5° dia apos a infecgdo que foi crescente até atingir de 7 a
11% de hemacias parasitadas no sangue, enquanto a porcentagem de hemacias
parasitadas nos animais obesos permaneceu constante, ndo ultrapassando 2%.
(Fig. 5). Nao houve diferengca de parasitemia entre as vias de infecgao,
intraperitoneal ou via retroorbital (Fig. 6).
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Figura 5: Média das parasitemias diarias dos animais controles e obesos, a partir do quarto dia pds-
infecgcdo com P. berghei ANKA com indculo padronizado de 10 hemacias parasitadas. A parasitemia
foi avaliada com contagem as cegas de esfregacos sangliineos sob microscopia 6ptica (aumento
1000X - imerséo). Os dados foram analisados pelo teste Two-way RM ANOVA (n = 7 controles e 20
obesos).
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Figura 6: Média das parasitemias diarias dos animais controles e obesos com diferentes vias de
infecgdo, a partir do quarto dia pds-infecgdo com P. berghei ANKA com inéculo padronizado de 10°
hemacias parasitadas. A parasitemia foi avaliada com contagem as cegas de esfregagos sanguineos
sob microscopia 6ptica (aumento 1000X - imers&do). Os dados foram analisados pelo teste Two-way
RM ANOVA (n =7 controles e 20 obesos).

Também foi avaliado o curso temporal da doenca obtido a partir do
monitoramento diario da taxa de sobrevivéncia desses animais apos o inicio da
infecgdo. Durante este periodo, foi possivel observar que a inoculagdo dos
plasmodios nos camundongos alimentados com a ragédo padrao resultou em uma
infeccdo aguda e letal que iniciou-se no 7° d.p.i., mantendo-se até o 11° d.p.i.,
com uma significativa diminuigdo na taxa de sobrevida no 8° d.p.i, no entanto a
inoculagdo em camundongos obesos da mesma carga parasitaria levou a uma
baixa parasitemia que n&o evoluiu para 6bito (Fig. 7).
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Figura 7: Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BIl/6 infectados com Plasmodium berghei
ANKA. Os animais foram inoculados com =10° de eritrocitos parasitados. (n = 7 controles e 20
obesos).
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3.3. Influéncia da obesidade na populacao de linfécitos na gordura e no bago

Ao analisar a citometria de fluxo foi observado um aumento significativo da
populagdo absoluta de células T CD4+ (Fig. 8a e 8b) e TCD8+ (Fig. 8c) nos
obesos em relacdo aos controles. Além disso, as células T citotdéxicas estdo em

maior porcentagem na gordura dos obesos infectados (Fig. 8d)
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Figura 8: Analise de populacgédo de linfécitos TCD4 e TCD8 por meio de citometria de fluxo da gordura a.
numero absoluto de células TCD4 b. porcentagem de células T CD4 c. numero absoluto de células TCD 8 d.
porcentagem de células T CD 8. * p<0,05; significativamente diferente do grupo controle. Two-way anova,
post test bonferroni (n= 3 e 2 controles, 5 obesos).
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N° CD4+

N° CD8+

O bacgo € um grande reservatério de células imunolégicas, e responsavel por

filtrar as células do sangue, no nosso trabalho ndo foram encontradas diferencas

significativas entre as populag¢des de linfocitos nesse 6rgao (Fig 9). Na infecgao por

P. berghei — ANKA as hemacias parasitadas sédo rapidamente sequestradas para o

cérebro, diminuindo a sua disponibilidade na corrente sanguinea e evitando que haja

uma forte resposta no do bago.
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Figura 9: Andlise de populacéo de linfécitos TCD4 e TCD8 por meio de citometria de fluxo do bago
a. numero absoluto de células TCD4 b. porcentagem de células T CD4 c. numero absoluto de células
TCD 8 d. porcentagem de células T CD 8. * p<0,05; significativamente diferente do grupo controle.
Two-way anova, post test bonferroni (n= 3 e 2 controles, 5 obesos).
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N° CD4+ CD25+

N° CD4+ FOXP3

As células T regulatérias podem ser marcadas como TCD4+ CD25+, além

disso, podem expressar FoxP3, fator de transcricdo da familia forkhead, que

desempenha um papel fundamental na sua atividade de célula supressora do

sistema imune. Apesar de nado alcancgar diferenga significativa na populagao

absoluta, existe uma tendéncia de maior populacdo de células T CD4+ CD25+

FoxP3 na gordura dos obesos infectados (Fig 10a e 10b). Porém a porcentagem

dessas células mostra diferencga significativa de células T CD4+ CD25+ e FOXp3

do controle infectado em relagao aos outros animais.
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Figura 10: Analise de populacgéo de linfocitos T regulatérios por meio de citometria de fluxo da
gordura a. numero de células TCD4+ expressando CD25+ b. porcentagem de células TCD4+
expressando CD25+ c. nimero de células TCD4+ CD25+ expressando FoxP3 d. porcentagem de
células TCD4+ CD25+ expressando FoxP3. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001; significativamente
diferente do grupo controle (n= 3 e 2 controles, 5 obesos). Two-way anova, post test bonferroni
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A regulagao de células auxiliares para um perfil Th1 ou Th2, pode ser muito
importante para o curso da infec¢do, portanto analisamos na gordura células TCD4+
expressando IL10 e células TCD4+ e TCD8+ expressando IFN-y. Nao foram

encontrados resultados significativos para definir o perfil linfocitico do tecido adiposo.
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Figura 11: Andlise da produgéao de citocinas por células TCD4 e TCD8 por meio de citometria de
fluxo da gordura a. porcentagem de células TCD4+ produzindo IL-10 b. porcentagem de células
TCD4+ produzindo IFN-y c. porcentagem de células TCD8+ produzindo IFN-y (n= 3 e 2 controles, 5

obesos). One-way anova, post test bonferroni.
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3.4. Influéncia da obesidade na populagdao de monécitos na gordura

Uma caracteristica da obesidade é o acumulo de macréfagos no tecido
adiposo, e €& importante saber se eles estdo polarizados para um perfil
classicamente ativado M1, que produz citocinas pro inflamatérias como IL-1, IL-6
e IL-12 ou alternativamente ativado M2 com a producdo de citocinas anti
inflamatdérias como IL-10 (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). Apesar de nao
serem significativos, aparementemente existem mais macréfagos expressando
IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, no tecido adiposo dos animais controles

infectados.
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Figura 12: Andlise do perfil de ativagdo de macrofagos da gordura por meio de citometria de fluxo a.
numero de células F4/80 produzindo IL-10 b. porcentagem de células F4/80 produzindo IL-10 (n=3 e
2 controles, 5 obesos). One-way anova, post test bonferroni
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N° NK

3.5. Influéncia da obesidade na populagao de células NK no bago

Ja foi demonstrado que as células NK também medeiam a resposta
inflamatoria durante a malaria, secretando IFN-y durante a infecgdo em humanos
(BARATIN et al., 2005) e em camundongos (ING; STEVENSON, 2009). Além
disso as células NK parecem contribuir para inducdo da malaria cerebral
experimental, ja4 que a deplecdo dessa linhagem celular por anticorpos protege
camundongos C57BL/6 da malaria cerebral induzida por P. berghei ANKA
(HANSEN et al., 2007).

Apesar de nao alcancgar diferenga significativa, os animais do grupo controle
infetado parecem ter mais células NK quando comparados aos obesos

infectados.
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Figura 13: Analise de populagéo de células NK por meio de citometria de fluxo do bago a. nUmero de
células NK 1.1 b. porcentagem de células NK 1.1. (n= 3 e 2 controles, 5 obesos). One-way anova,
post test bonferroni
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N° CD80 CD11b

N° CD86 CD11b

3.6. Influéncia da obesidade na populagdo de macréfagos e células

dendriticas no baco

Os marcadores analisados CD80 CD11b, CD86 CD11b sao caracteristicos de
macrofagos, enquanto os primeiros caracterizam a ativagdo dessas células, os
ultimos séo constitutivos. Parece haver a tendéncia de maior numero de
macréfagos ativados nos controles infectados, mas n&o foram encontradas

diferencgas significativas.
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Figura 14: Analise de populagéo e ativacdo de macréfagos por meio de citometria de fluxo do bago.
a. numero de células CD80 CD11b b. porcentagem de células CD80 CD11b c. nimero de células
CD86 CD11b d. porcentagem de células CD86 CD11b (n= 3 e 2 controles, 5 obesos). One way
anova, post test bonferroni
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a)

N° CD11c

As células dendriticas sao as principais apresentadoras de antigenos, e por
isso essenciais para o desenvolvimento da resposta inflamatoria. Nao foram
encontradas diferengas significativas mas, existe uma tendéncia de essas células
estarem em maior numero e porcentagem nos controles infectados, apesar de ainda
estar alta nos obesos nao infectados devido a inflamagao crénica de baixo grau
caracteristica da obesidade, esse numero decresce de alguma maneira nos animais

obesos infectados, o0 que pode favorecer esses animais nessa doenca

especificamente.
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Figura 15: Analise de populagao de células dendriticas por meio de citometria de fluxo do baco. a.
numero de células CD11c b. porcentagem de células CD11c (n= 3 e 2 controles, 5 obesos). One way

anova, post test bonferroni
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3. DISCUSSAO

A obesidade, caracterizada por uma inflamagao sistémica de baixo grau, € capaz
de modificar a resposta imunolégica do animal obeso frente a uma
infeccdo(MILNER; BECK, 2012).

Com o objetivo de avaliar a influéncia da obesidade no curso da malaria grave,
foi utilizado um modelo de indugédo de obesidade utilizando a linhagem C57BL/6 de
camundongos para produzir um modelo susceptivel tanto ao desenvolvimento da
malaria grave quanto a obesidade (LIN et al., 2000) (LI; SEIXAS; LANGHORNE,
2001).

Os resultados obtidos demonstram que apds a alimentagao por dieta hiperlipidica
por 12 semanas 0s animais apresentaram caracteristicas condizentes com o quadro
de obesidade, como o significativo ganho de peso e acumulo da gordura
perigonadal, que é reconhecida como mais envolvida com o processo inflamatério e
com as doencas metabdlicas que frequentemente acompanham a obesidade
(BUCCI et al., 2015). E importante ressaltar que a obesidade foi ocasionada pelo
alto teor de lipidios da dieta e ndo por hiperfagia, ja que desde o principio os animais
alimentados com a dieta hiperlipidica ingeriram menor quantidade de ragéao.

Nesse estudo observou-se que a obesidade induzida por dieta protegeu os
animais do desenvolvimento da malaria cerebral ja que houve maior sobrevida do
grupo alimentado por dieta hiperlipidica, além de menores niveis de parasitas
circulantes ao longo dos dias ap6s a infecgdo nos animais obesos.

De acordo com o encontrado na literatura (PIJL; TOORNVLIET; MEINDERS,
1996), foi observado aumento significativo dos niveis séricos de leptina nos animais
obesos. A leptina € um hormdnio principalmente secretado pelo o tecido adiposo que
também tem acdo de citocina sendo potente indutora de respostas inflamatérias,
principalmente associadas a um perfil Th1, com ativagdo de mecanismos efetores da
resposta imune mediada por células (LAM; LU, 2007; LOFFREDA et al., 1998). Em
um estudo utilizando o modelo deficiente para leptina ob/ob, também foi encontrada
maior sobrevida, porém, nesse caso, a parasitemia dos animais knockout ob/ob
continuou a aumentar, levando a um quadro de anemia tipico da malaria.

Para comprovar que a resisténcia era devido ao maior tamanho do camundongo,
o autor desse artigo ajustou as doses de infec¢gdo, dobrando a quantidade de
esporozoitos para os camundongos obesos, e mesmo assim a doenga nao evoluiu

para a malaria cerebral (ROBERT et al., 2008). No presente trabalho, ao contrario do
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anteriormente citado, foi encontrado alto nivel de leptina circulante mas também
houve protegdo do desenvolvimento da malaria grave. A alta de leptina nesse caso
pode ter contribuido favorecendo o perfil inflamatério Th1 que pode ter combatido de
forma eficaz o parasita.

No presente trabalho, foi testada outra via de infec¢ao, retroorbital, para verificar
se os parasitos ndo estavam sendo detidos por uma barreira fisica do tecido adiposo
e 0 mesmo resultado foi encontrado nas duas formas de inoculagao do parasita.

Apds eliminar a via fisica de protegao que o acumulo de gordura poderia oferecer
foram estudadas possiveis alteragbes imunoldgicas desse tecido. Além de ser a
fonte primaria da inflamagéo crénica de baixo grau dos animais obesos, a literatura
mostra que existe sequestro de eritrocitos infectados no tecido adiposo (FRANKE-
FAYARD et al., 2005).

As respostas imunolégicas a infeccdo por Plasmodium, em particular respostas
de células T, desempenham um papel duplo na malaria, mediando mecanismos de
protecdo e patogénicos. Ao analisar a populagdo linfocitica do tecido adiposo
visceral foi encontrado maior numero absoluto de células TCD4+ quanto TCD8+ nos
animais obesos infectados quando comparados aos controles infectados, e maior
porcentagem de células TCD8+.

Em estudos utilizando depleg¢ao por anticorpos ou camundongos deficientes de
célula T foi demonstrada a dependéncia da presenca de células T CD4 + e células T
CD8 + no desenvolvimento da malaria cerebral (BAGOT et al., 2004; GRAU et al.,
1986; HERMSEN et al., 1997). As células TCD8+, em especial, sado indispensaveis
na patogénese da doenca devido ao seu acumulo no cérebro produzindo IFNy,
(BELNOUE et al., 2002; NITCHEU et al., 2003), citocina inflamatéria conhecida por
ser mediadora da malaria cerebral (HUNT; GRAU, 2003). Uma hipdtese é que sua
presenca aumentada no tecido adiposo do animal obeso infectado, indica que o
combate ao parasito poderia estar sendo realizado ali, onde os danos teciduais
consequentes nao sao tao deletérios quanto em 6rgaos como o cérebro.

Ja as células T regulatérias no tecido adiposo estavam em maior numero nos
animais infectados do grupo n&o obeso. A expansao de células CD4+CD25+Foxp3+
durante a infecgdo por Plasmodium pode ser devido a resposta das células Treg a
estimulo antigénico (WALKER et al., 2003; YAMAZAKI et al., 2003).

O papel das células Treg na imunossupressdo observada durante a malaria foi
demonstrada em um modelo letal de infec¢do de Plasmodium yoelii 17XL em

BALB/c, resultando na incapacidade de controlar a multiplicacdo do parasita
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(HISAEDA et al., 2004). No entanto, um estudo anterior demonstrou que a deplegao
de células CD25+ nao alterou o desenvolvimento da hiperparasitemia e a morte
induzida por P. berghei NK65, outra cepa letal em camundongos BALB/C (LONG et
al., 2003). Ao contrario a estes dois modelos de infeccdo por Plasmodium, a
letalidade durante a malaria cerebral induzida por Plasmodium berghei ANKA em
C57BL/6 nao esta associada com hiperparasitemia, mas com um processo
imunopatoldgico ligado a resposta inflamatéria intensa e sindrome neurolégica que
conduz a morte de 7-10 dias apods a infecgao (SOUZA; RILEY, 2002). Os numeros
obtidos no presente trabalho de células TCD4+, TCD8+ e Treg no tecido adiposo
sugerem que, se houve sequestro de parasitas para a gordura, esse balanco
favoreceu uma resposta imunoldgica do tipo Th1 permitindo uma resposta mais
agressiva no combate a infecgao.

De acordo com essa hipotese, apesar de ndo atingir diferenga significativa, foi
encontrada uma tendéncia de maior porcentagem de macrofagos expressando IL10
nos animais do grupo controle infectados. Em animais obesos ja foi relatada a
polarizacdo de macréfagos para o perfil classicamente ativados M1 secretores de
citocinas pré-inflamatodrias que contribuem para a inflamacgao crénica de baixo grau
da obesidade (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

Além disso, o bago dos animais também foram analisados, e no grupo néo obeso
infectado houve tendéncia a maior quantidade de células NK, macréfagos ativados e
células dendriticas quando comparados aos obesos também infectados. Um estudo
mostrou a capacidade das células dendriticas em fazer apresentacdo cruzada para
células TCD8+ naives durante a infecgédo (Lundie et al. 2008), e outro que as células
NK contribuem para a essa apresentacao para células citotoxicas fundamentais para
o desenvolvimento da patologia (RYG-CORNEJO et al., 2013). Neste trabalho foi
observada baixa parasitemia ao longo dos dias nos animais obesos infectados,
levando a crer que as células esplénicas nao teriam sido estimuladas de forma
notavel.

De forma geral, os dados obtidos nesse trabalho fornecem evidéncias para a
resisténcia do desenvolvimento da malaria grave, complicagdo causada pela
infeccdo por P. berghei ANKA, em camundongos com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica. Em trabalhos recentes foi mostrado que a obesidade também afeta a
patogénese da Doenga de Chagas, com animais alimentados por dieta hiperlipidica
apresentando menor carga parasitaria no tecido cardiaco e maior taxa de

sobrevivéncia (NAGAJYOTHI et al., 2014).
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De acordo com a analise fenotipica das células do tecido adiposo e do bago dos
camundongos experimentais a inflamagdo de crénica de baixo grau nos
camundongos obesos pode ter sido capaz de proteger o camundongo, promovendo
uma resposta mais rapida e agressiva aos parasitas, evitando o sequestro de
hemacias parasitadas para 6rgaos vitais.
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4. CONCLUSAO

Esses resultados reunidos demonstraram que a obesidade pode desempenhar
papel protetor para o hospedeiro durante a infeccdo por P. berghei ANKA,
prevenindo contra o desenvolvimento da malaria grave, controlando a parasitemia e
evitando a letalidade independentemente da via de infeccdo. Os dados indicam que
o0 aumento da leptina e a inflamagao cronica de baixo grau proveniente do tecido
adiposo pode ser responsavel por uma resposta mais eficaz, capaz de controlar a
replicacao dos parasitas.

Este modelo pode contribuir para aprofundar o entendimento da obesidade, e
seu papel enquanto modulador do sistema imunologico. A compreensao de como
essas alteragdes podem modificar a resposta frente a uma infecgao é relevante para
entender o funcionamento do sistema imune em animais obesos e novas

abordagens terapéuticas.
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