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RESUMO 
 
A obesidade é uma doença crônica multifatorial caracterizada pelo excesso de 
gordura corporal e por um estado inflamatório de baixo grau, conhecido como 
metainflamação. Atualmente, é um dos principais problemas de saúde pública do 
mundo. Dados da OMS indicam que 13% da população mundial é obesa e no Brasil, 
o índice subiu para 17,9% da população em 2014. Fatores genéticos, dieta, desordens 
metabólicas, como intolerância à glicose, dislipidemias, hipertensão arterial sistêmica, 
desbalanço hormonal e mudanças na microbiota intestinal, são gatilhos da inflamação 
envolvendo adipócitos. O tecido adiposo obeso é caracterizado pelo aumento da 
infiltração de macrófagos, sendo estes uma fonte importante de inflamação neste 
tecido. Fatores transcricionais com propriedades imunorregulatórias estão envolvidos 
em processos inflamatórios e na adipogênese. PPARγ é um importante receptor 
ativado por ligantes lipídicos, regulador central da adipogênese, com funções na 
ativação de células do sistema imune e no metabolismo lipídico. Dados de nosso 
grupo demonstraram que ativação de PPARγ induz a biogênese de organelas 
dinâmicas denominadas Corpúsculos Lipídicos (CLs) durante infeção micobacteriana. 
Estas organelas possuem funções ativas no estoque de lipídios para geração de 
energia, síntese de membrana, síntese de mediadores inflamatórios, sinalização 
celular e inflamação. Além disso, os CL em macrófagos funcionam como sítios para 
sobrevivência de patógenos, como as micobactérias. Apesar do impacto da obesidade 
em doenças metabólicas e cardiovasculares ser bem compreendido, os mecanismos 
envolvidos na relação entre adipócitos e macrófagos infectados com patógenos 
intracelulares não são conhecidos, sendo este esclarecimento o objetivo de nosso 
estudo. Para isso, diferencianciamos células NIH3T3-L1 em adipócitos e utilizamos o 
sobrenadante obtido, para estimular macrófagos peritoneais infectados ou não com 
M. bovis BCG. Nós avaliamos a biogênese de corpúsculos lipídicos, expressão de 
PPARγ, síntese e secreção de citocinas, adipocinas e NO. Os resultados 
comprovaram que a diferenciação de células NIH3T3-L1 em adipócitos é um processo 
eficiente que envolve mudanças na morfologia celular e acúmulo de Corpúsculos 
Lipídicos. O estímulo de macrófagos com sobrenadante de adipócitos potencializou a 
biogênese de CLs, assim como a expressão de PPARγ, na presença de infecção 
micobacteriana. Nos tempos de 6 e 48 horas de estímulo com sobrenadante e 
infecção, a produção de TNF-α também foi potencializada, porém um decréscimo 
significativo foi observado no tempo de 24 horas. Quanto aos níveis de IL-10, um 
aumento foi observado na presença de infecção e estímulo com sobrenadante nos 
três tempos analisados. Além disso, apenas no tempo de 24 h observamos a secreção 
de nitrito de modo significativo pelos macrófagos peritoneais infectados, efeito este 
independente do estímulo com sobrenadante. Quanto às adipocinas, importantes no 
desenvolvimento da obesidade e síndrome metabólica, analisamos os níveis de 
leptina produzida pelos macrófagos que não foram significativos, enquanto a produção 
de adiponectina, apresentou-se aumentada nos macrófagos controles estimulados 
com sobrenadante, efeito este, que foi inibido durante a infecção por BCG. Assim, 
nossos resultados sugerem, um efeito modulador de fatores secretados por adipócitos 
na ativação de macrófagos, atribuídos a formação de corpúsculos lipídicos, expressão 
de PPARγ, síntese de citocinas como TNF-α e IL-10 e uma modulação negativa da 
produção de adiponectina durante a infecção por M. bovis BCG. 

Palavras chaves: Adipócitos, Macrófagos, Corpúsculos Lipídicos. PPARγ. 

Mycobacterium bovis BCG



 

 ABSTRACT 

 
Obesity is a chronic multifactorial disease characterized by excess of body fat and a 
low- grade inflammatory state, known as meta-inflammation. It is currently one of the 
world's leading public health problems. WHO data indicate that 13% of the world 
population is obese, in Brazil, the obesity index was 17.9% of the population in 2014. 
In addition to genetic factors, diet and metabolic disorders, such as glucose 
intolerance, dyslipidemia, systemic arterial hypertension, hormonal imbalance and 
changes in the intestinal microbiota have been proposed as triggers for inflammation 
involving adipocytes. Recent studies have shown that obese adipose tissue is 
characterized by increased infiltration of macrophages, suggesting that these are an 
important source of inflammation in this tissue. Transcriptional factors with 
immunoregulatory properties are involved in inflammatory processes and 
adipogenesis. Such as the PPARγ, is a receptor activated by lipid ligands, central 
regulator of adipogenesis, with functions in the immune cells activation and lipid 
metabolism. Data from our group, demonstrated that PPARγ activation induces the 
biogenesis of dynamic organelles, the Lipid Droplets (LD) during mycobacterial 
infection. These organelles have functions in lipid storage for energy generation, 
membrane synthesis, inflammatory mediators synthesis, cell signaling and 
inflammation. Moreover, the LD in macrophages are niches for the pathogens survival. 
Although the impact of obesity on metabolic and cardiovascular diseases is 
understood, the mechanisms involved in the interactions between adipocytes and 
macrophages infected with intracellular pathogens are not known. In this study we 
differentiated NIH3T3-L1 cells into adipocytes and used the supernatant obtained to 
stimulate peritoneal macrophages infected or not with M. bovis BCG. We analyze the 
lipids droplets formation, PPARγ expression, cytokine, adipokines and NO synthesis. 
The results have shown that NIH3T3-L1 cells differentiation into adipocytes is an 
efficient process involving changes in cell morphology and LD storage. The 
macrophages stimulation with adipocyte supernatant was able to potentiated LD 
biogenesis, as well as, PPARγ activation, during mycobacterial infection. After 6 and  
48 hours of stimulation and infection, the TNF-α levels were also potentiated, although 
a significant decrease was observed after 24 hours of infection. The IL-10 levels, was 
increase in the presence of infection and supernatant stimulation at 6, 24 and 48 hours 
after infection. To nitrite analysis, we observe that after 24 h of infection, there was an 
increase of levels secreted by macrophages, however this effect was independent of 
the supernatant stimulation. The adipokines, as leptin and adiponectin, are important 
factors in the obesity and metabolic syndrome development. Therefore, we analyzed 
the levels of leptin and adiponectin produced by macrophages during BCG infection. 
The Leptin levels were not detect, while adiponectin production, was increased in the 
control macrophages in presence of supernatant, an effect that was inhibited during 
BCG infection. Thus, our results suggest a modulating effect of secreted factors by 
adipocytes on the macrophages activation, attributed to the lipid droplets formation, 
PPARγ expression, cytokines synthesis as TNF-α and IL-10 and a dowmodulation of 
adiponectin during M. bovis BCG, infection. 
 

Keywords: Adipocytes, Macrophages, Lipid Droplets, PPARγ, Mycobacterium bovis 
BCG
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1 – INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 – OBESIDADE E SAÚDE PÚBLICA 

 

 
A obesidade é atualmente considerada uma doença crônica multifatorial 

caracterizada pelo excesso de gordura corporal que pode prejudicar a saúde (Who, 

2015), e por um estado inflamatório de baixo grau, conhecido como metainflamação 

(Gregor e Hotamisligil, 2011). Este estado inflamatório é resultado da ativação 

duradoura do sistema imune, através do recrutamento de células imunes para o tecido 

adiposo e da produção de uma série de citocinas ou adipocinas pelo tecido adiposo 

branco (TAB), envolvidas nesse processo inflamatório (Gregor e Hotamisligil, 2011). 

Considerada uma pandemia do século XX, esta é uma doença conhecida por ser 

um dos principais problemas de saúde pública mundial (Ogden et al. 2014; Popkinet 

al. 2006). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) (2014), 1,9 

bilhões (39%) de adultos acima dos 18 anos estavam com sobrepeso (Figura 1), 

dentre esses, mais de 600 milhões (13%) eram obesos. Em relação à obesidade 

infantil (2013), 42 milhões de crianças estavam com sobrepeso ou com obesidade 

(WHO, 2014). No Brasil, a taxa de obesidade está estável, porém o número de 

brasileiros acima do peso é cada vez maior. De acordo com o Ministério da Saúde, os 

índices de sobrepeso e obesidade cresceram de 43% e 11,9% em 2006 para 52,5% 

e 17,9% em 2014, respectivamente (MS, 2014). Outro dado preocupante é o fato da 

obesidade ser um fator de risco para doenças como Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), 

hipertensão e doenças cardiovasculares (DCVs) que correspondem a 72% dos óbitos 

no Brasil (MS, 2015). 

Apesar da atual conscientização sobre os riscos da obesidade, sua incidência 

continua a aumentar (Varela and Horvath 2012). Atualmente, sabe-se que há uma 

tendência crescente em países em desenvolvimento (Ogden et al. 2014; Popkinet al. 

2006; Varela and Horvath 2012). A adoção de estilos de vida relativamente 

sedentários, em conjunto com uma dieta rica em energia, contribuem diretamente com 

a incidência de certas doenças metabólicas relacionadas à resistência à insulina e 

problemas cardiovasculares (Ogden et al. 2014; Popkinet al. 2006; Kahn et al. 2000; 

Wohlers et al. 2003; Warensjö et al. 2006; Blanquer-Rosselló et al. 2015; Wei et al. 

2016). 
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          A obesidade resulta de um prolongado balanço energético positivo, ou seja, 

uma ingestão contínua de calorias que excede significativamente o gasto energético. 

O ganho de peso na obesidade é principalmente uma consequência do acúmulo de 

ácidos graxos da dieta ou a partir de lipogênese de novo (via enzimática de conversão 

de carboidratos a gordura).  

          Nos seres humanos, o TAB responde a um fornecimento excessivo de ácidos 

graxos através da hipertrofia – aumento em tamanho de gotículas de gordura, também 

conhecidas como gotas lipídicas ou corpúsculos lipídicos (CLs), e em menor extensão, 

por meio da diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos maduros, a hiperplasia 

(Spalding et al. 2008). Juntos, estes dois processos caracterizam a adipogênese, isto 

é a geração de adipócitos a partir de células precursoras. 

 
 

 
 
Figura 1: Ocorrência mundial da Obesidade. Os dados foram fornecidos pela Organização Mundial 
da Saúde em 2014, e os valores são expressos com base na porcentagem da população total. 

 

No entanto, apesar do impacto da obesidade em doenças metabólicas e 

cardiovasculares ser bem conhecido, seu papel nas funções de ativação do sistema 

imune no curso de doenças infecciosas é pouco compreendido. Portanto, é importante 

elucidar os sinais responsáveis pela interação e comunicação entre macrófagos e 

adipócitos, além de desvendar os mecanismos e processos inflamatórios envolvidos.
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1.1.1– ADIPOGÊNESE 

 
 

A adipogênese é um processo altamente controlado, caracterizado pela geração 

de adipócitos a partir de células precursoras. Esse processo envolve mudanças não 

só no fenótipo das células em questão, como também no seu metabolismo, ciclo 

celular, fisiologia e ativação gênica específica. 

O modelo de estudo do processo de adipogênese mais bem caracterizado utiliza 

pré- adipócitos da linhagem celular 3T3-L1 e um coquetel de estimulantes constituídos 

classicamente por insulina (Ins), dexametasona (Dex), metilisobutilxantina (IBMX) e 

soro fetal bovino (FBS) que juntos desencadeiam o processo de adipogênese (Ntambi 

et al. 2000). 

Em mamíferos, existem dois tipos de tecido adiposo com diferentes funções e 

propriedades: O tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), os dois 

envolvidos com o balanço energético do indivíduo. Enquanto a função do TAM é 

dissipação de energia na forma de calor, processo que ocorre na termogênese 

induzida por frio e dieta, o TAB está relacionado na estocagem de energia na forma 

de triacilgliceróis, sendo este o principal reservatório energético do organismo. Neste 

tecido, podem ser encontrados adipócitos, que são o tipo celular predominante, pré-

adipócitos (células precursoras de adipócitos), células endoteliais, células do estroma 

vascular, fibroblastos, leucócitos e macrófagos (Coleman et al. 2004). 

Em torno de 15% a 50% das células do tecido adiposo constituem um reservatório 

de células-tronco mesenquimais, que incluem pré-adipócitos e são capazes de se 

dividir e se diferenciar em resposta a vários estímulos extracelulares. Essas células, 

entretanto, possuem uma capacidade muito limitada de sintetizar e estocar lipídios 

neutros (Coleman et al. 2004). A expansão do TAB durante a obesidade infantil 

também resulta da combinação de ambos – hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos. 

Em adultos, adipócitos exibem renovação notavelmente intensa e constante, 

persistindo por toda vida (Spalding et al. 2008). 

A diferenciação ou adipogênese, compreende a fase inicial, intermediária e 

terminal. Adipócitos maduros, provém de células-tronco mesenquimais multipotentes, 

residentes no estroma do tecido adiposo, tornando-se pré-adipócitos quando perdem 

a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e tornam-se 

“comprometidas” com a linhagem adipocítica. Os pré-adipócitos adquirem as   
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características de adipócitos maduros, acumulando gotas lipídicas e a habilidade de 

responder a hormônios como a insulina (Nelson e Cox, 2014). 

          O conhecimento sobre a adipogênese aumentou bastante nas últimas duas 

décadas, com o uso de células clonais e não clonais precursoras de adipócitos 

provenientes de roedores e humanos. Glicocorticoides, insulina e fator de crescimento 

semelhante a insulina (IGF-I) foram identificados como os mais eficientes agentes 

adipogênicos emexperimentos ex vivo (Ailhaud et al. 2004) e além disso, a ativação 

de vários eventos transcricionais em cascata são observados durante a diferenciação. 

 

 
1.1.2 – REGULAÇÃO TRANSCRICIONAL NA ADIPOGÊNESE 

 
 

O processo de diferenciação compreende estágios bem controlados que incluem 

expansão clonal, parada do ciclo celular e diferenciação, onde vários genes que 

estavam silenciados passam a ser ativados. A partir da administração in vitro do 

coquetel estimulante, descrito acima, os pré adipócitos são ativados, a partir da 

ativação do receptor de glicocorticoides (pela dexametasona), do receptor de IGF-1 

(pela insulina) e da via de sinalização da adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc) 

(pelo IBMX, um inibidor de fosfodiesterases). Com isso os eventos iniciais do processo 

de diferenciação são ativados, representados pela expressão das proteínas de ligação 

ao intensificador CCAAT (C/EBPs): C/EBP-β e C/EBP-δ. As células, então, reiniciam 

o ciclo celular, sofrem divisão celular de forma regulada (expansão clonal), saem 

permanentemente do processo de ciclo celular e entram em diferenciação terminal por 

ativação do receptor ativado por proliferadores de peroxissomas gamma – (PPAR)γ e 

C/EBP-α, os dois reguladores centrais do processo adipogênico (Farmer et al. 2006). 

Perante a confluência, os pré-adipócitos expressam marcadores muito precoces 

de diferenciação, como lipase de lipoproteínas (LPL) e colágeno tipo VI, a qual é 

induzida pelo contato célula-célula. Após adição do coquetel, ocorre a expressão 

transiente de proto-oncogenes c-fos, c-jun e myc, que dão início a mitose pós-

confluente, importante para que ocorra o desenovelamento das hélices de DNA, 

permitindo o acesso de fatores de transcrição a elementos responsivos presentes em 

genes-alvos envolvidos na modulação do fenótipo do adipócito maduro, cuja 

expressão cessa entre duas e três  horas depois do tratamento (White and Stephens 

2010). 
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C/EBP-β e -δ são os primeiros fatores de transcrição induzidos após a exposição 

das células ao coquetel de diferenciação – de forma que é postulado o fato de estarem 

diretamente envolvidos no processo de diferenciação, em resposta a indutores 

hormonais. A expressão do C/EBP-δ cessa após 48 horas, enquanto que o declínio 

do C/EBP-β é mais gradual – por volta do oitavo dia pós-diferenciação (White and 

Stephens 2010). C/EBP-β e C/EBP-δ ativam a expressão de PPARγ, que é 

transcricionalmente induzida durante o segundo dia pós-indução da diferenciação, 

sendo máxima por volta do terceiro ou quarto dia. C/EBP-β e C/EBP-δ também 

induzem a expressão de C/EBP-α, que chega a expressão máxima entre o quarto e o 

quinto dia da diferenciação. Uma vez ativados os reguladores centrais da 

adipogênese, C/EBP-α e PPARγ, estes se autorregulam positivamente para se 

manterem expressos, ou seja, retroalimentam a indução da sua própria expressão, 

apesar da redução da expressão de C/EBP-β e -δ (Figura 2). C/EBP-α e PPARγ 

induzem transcrição de mais de uma centena de genes-alvos anteriormente 

silenciados, incluindo enzimas e proteínas envolvidas na geração e na manutenção 

do fenótipo do adipócito, como aquelas envolvidas no transporte de glicose sensível 

a insulina, lipogênese, lipólise e síntese e secreção de adipocinas. Os dois fatores são 

críticos e decisivos para os estágios tardios de diferenciação de maneira cooperativa 

e sinérgica, mas não são expressos em altos níveis nos pré-adipócitos e não estão 

envolvidos no desenvolvimento inicial (Lefterova et al. 2014). 

Em adição aos C/EBPs e PPARγ (fatores integrados a uma rede transcricional 

controladora da adipogênese), outros fatores também regulam esse processo. Em 

roedores e humanos, ácidos graxos de cadeia longa atuam no estagio inicial e 

induzem a formação dos adipócitos (White and Stephens 2010). TNF-α também é 

responsável pela inibição da expressão de PPARγ em vários estágios, incluindo a 

transcrição, estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) e síntese protéica (Guilherme 

et al. 2008; Tang et al. 2006). 

Além da ativação gênica e fatores transcricionais específicos, adipócitos gerados 

a partir do processo de adipogênese podem interferir na diferenciação de monócitos 

em macrófagos característicos do tecido adiposo (como a partir de vesículas 

extracelulares liberadas por adipócitos) e na polarização macrofágica, onde 

marcadores de macrófagos de perfil M1 são observados, contribuindo dessa forma, 

com o estado de inflamação metabólica, ou metainflamação, observado na obesidade. 
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Figura 2: Principais eventos ativados durante o processo de diferenciação. Na diferenciação 
terminal, quando ocorre a formação de “gotículas de gordura”, alguns genes como PPARγ são 
expressos. Uma vez ativados, esse fator central da adipogênese se autorregula positivamente, para 
manter sua expressão gênica. PPARγ induz a transcrição de genes do adipócitos, incluindo enzimas e 
proteínas envolvidas na geração e manutenção do fenótipo dessas células (Queiroz et al. 2009). 

 
 
 

1.1.3 – PERFIL MACROFÁGICO (M1/M2) DURANTE A ADIPOGÊNESE 

 
 

O PPARγ é o primeiro fator de transcrição, que é expresso em altos níveis no 

tecido adiposo (Chawla et al. 1994; Tontonoz et al. 1994). O impedimento de sua 

transcrição por FOXO 1 (Forkhead box protein O1) regula negativamente a 

adipogênese. O PPARγ expresso por adipócitos é um determinante do fenótipo de 

macrófagos no tecido adiposo (Charo, 2007). Sua deficiência favorece a expressão 

de macrófagos M1 e prejudica a expressão de marcadores de macrófagos M2 no 

tecido adiposo (Bassaganya-Riera et al., 2009). Neste caso, os macrófagos pró-

inflamatórios suprimem a atividade de PPARγ em adipócitos (Yin et al., 2015). Na 

verdade, a obesidade é acompanhada por uma transformação nos estados 

polarizados de macrófagos de perfil anti-inflamatório M2 “alternativamente ativados" 

(Kosteli et al., 2010), para um perfil pró-inflamatório M1  "classicamente    ativados “
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(Lumeng et al. 2007a). O principal gatilho para o recrutamento dos macrófagos M1 é 

sugerido ser a secreção de TNF-α a partir de adipócitos hipertrofiados (Wellen e 

Hotamisligil 2003). O fator regulador de interferon 5 (IRF 5) é um importante mediador 

de polarização M1 dependente de TLR (Krausgruber et al. 2011 enquanto que, IRF4 

é um fator de transcrição que controla a polarização M2 (Satoh et al., 2010). 

No entanto, os estágios iniciais da expansão do tecido adiposo são caracterizados 

por macrófagos de tecido adiposo polarizado em M2 e acumulo lipídico progressivo 

(Prieur et al., 2011). A progressão da obesidade induzida pela dieta hipercalórica 

aumenta o  número de macrófagos M1 em 65 vezes, enquanto o número de 

macrófagos M2 é aumentada apenas em seis vezes (Fujisaka et al., 2009). Uma maior 

expressão de marcadores de macrófagos M2, assim como de marcadores anti-

inflamatórios, CD163 e Interleucina 10 (IL-10), e uma redução relativa de marcadores 

pró-inflamatórios são particularmente observados em áreas fibróticas (Spencer et al., 

2010). Macrófagos do tecido adiposo de camundongos magros expressam muitos 

genes que apresentam características de M2 ou macrófagos "alternativamente 

ativados", incluindo arginase 1 e interleucina-10 (IL-10). A obesidade induzida pela 

dieta diminui a expressão desses genes em macrófagos de tecidos adiposos enquanto 

aumenta expressão de genes como aqueles que codificam TNF-α e óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) que são características de macrófagos M1 ou "classicamente 

ativados" (Lumeng et al. 2007). Na verdade, o TNF-α é uma citocina importante 

derivada de macrófagos mediadora da inflamação, enquanto que os ácidos graxos 

livres são importantes mediadores da inflamação derivados de adipócitos. Mudanças 

no tecido adiposo durante a inflamação metabólica também incluem expressão em 

macrófagos de alguns produtos genéticos característicos de adipócitos, como o 

ativador da proteína 2 (AP2), enquanto que os adipócitos secretam produtos de genes 

característicos de macrófagos tais como IL-6 ou TNF-α. 

 

1.2 – RELAÇÕES ENTRE O SISTEMA IMUNE E OBESIDADE – METABOLISMO 

E INFLAMAÇÃO 

 
A visão tradicional do tecido adiposo como um depósito de lipídios tem sido  

contestada desde a descoberta de algumas moléculas bioativas produzidas nele, 

como o fator endócrino adipsina (Flier et al. 1987). A identificação da leptina, uma 
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adipocina com efeitos centrais no hipotálamo, em 1994, estabeleceu definitivamente 

esse tecido como um órgão endócrino (Lafontan et al. 2005). 

O tecido adiposo é uma variedade especial de tecido conjuntivo no qual se 

encontra o predomínio de células adiposas (adipócitos). Localizado principalmente na 

hipoderme, o tecido adiposo modela a superfície do corpo e ajuda no isolamento 

térmico (mau condutor de calor) do organismo. Como funções principais estão a de 

secretar as quantidades apropriadas de adipocinas e a de reduzir a circulação de 

ácidos graxos livres, estocando- os na forma de triacilgliceróis em seus corpúsculos 

lipídicos (Lafontan et al. 2005, Amitani et al. 2013). 

O ganho de peso corporal devido ao consumo de dietas hipercalóricas leva a uma 

sobrecarga metabólica, com aumento de triglicerídeos e glicose no sangue. Em um 

estado de sobrecarga metabólica, onde a ingesta alimentar supera o gasto energético, 

o organismo tenta equilibrar este desbalanço, secretando insulina, estocando lipídios 

no tecido adiposo e oxidando ácidos graxos no músculo (Hotamisligil 2006). Mantida 

a sobrecarga, fatores como a lipotoxicidade dos ácidos graxos em excesso, a ativação 

de macrófagos residentes e a secreção de quimiocinas e citocinas, levam ao 

recrutamento de células do sistema imune para o tecido adiposo. Desse modo, 

processos inflamatórios são então desencadeados, ocorrendo o recrutamento de mais 

macrófagos e outras células do sistema imune para o local, induzido pela secreção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias produzidas por adipócitos e macrófagos 

residentes, como TNF-α, IL-6 e quimiocinas como a MCP-1 (Hotamisligil 2006; 

Hellmann et al. 2013; Ray et al. 2016; Guilherme et al. 2008) (Figura 3). Essa 

sobrecarga é compensada pelo aumento da produção de insulina pelo pâncreas, 

estocagem de lipídios no tecido adiposo e oxidação de ácidos graxos no músculo 

(Hotamisligil, 2006). 

A glicotoxicidade e a lipotoxicidade induzem uma característica proinflamatória em 

macrófagos que residem ou invadem o tecido adiposo e vasculatura, sendo 

responsáveis por efeitos oxidativos e estresse do retículo endoplasmático (Nguyen et 

al. 2007; Vandanmagsar et al. 2011). Isso, por sua vez, provoca a ativação da proteína 

tiorredoxina (TXNIP) e da família NLR – que ativam o inflamassoma NLRP3, 

aumentando a liberação de IL-1β na sua forma ativa (Zhou et al. 2010; Dinarello et al. 

2009). A inflamação amplificada por IL-1β aumenta a expressão de várias citocinas e 

quimiocinas, e favorece o recrutamento de mais macrófagos para o tecido adiposo e 

vasos sanguíneos (Vandanmagsar et al. 2011; Kim et al. 2006). Além disso, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Adip%C3%B3cito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hipoderme
https://pt.wikipedia.org/wiki/Isolamento_t%C3%A9rmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Isolamento_t%C3%A9rmico
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alterações na microbiota intestinal juntamente ao aumento da vazão intestinal de 

lipopolissacarídeos de paredes bacterianas (endotoxinas) podem promover 

ainda mais  a inflamação do tecido. Endotoxinas, 

ácidos graxos livres e colesterol induzem inflamação ativando as vias do receptor Toll-

like (TLR) e, posteriormente, o fator nuclear κB (NF-κB). (Nguyen et al. 2007; 

Vandanmagsar et al. 2011).  

 

 

 

 
 
 

Figura 3: Cross-talking entre macrófagos e adipócitos. Diante de um balanço energético positivo, 
ou seja quando a ingesta alimentar supera o gasto energético, células residentes do tecido adiposo 
como macrófagos e adipócitos, são responsáveis pela secreção de diversos fatores solúveis que 
recrutam mais macrófagos para o tecido adiposo e amplificando o processo de metainflamação. 
Adaptado de: http://clinicascaioligacao.blogspot.com.br/ 
 
 
 

 

As interações locais entre macrófagos e outros tipos de células estão bem 

documentados em determinadas condições patológicas, tendo-se sugerido que 

infecções crônicas de baixo grau, como infecção intestinal e doença periodontal 

desempenham um papel importante na patogênese de distúrbios metabólicos tais 

como diabetes e subsequentes riscos vasculares (Cani et al. 2007; Nishimura et al. 

http://clinicascaioligacao.blogspot.com.br/
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2007; Gy et al. 1998; Suganami et al. 2001). Já é estabelecido que a maioria dos 

indivíduos obesos  apresentam níveis elevados da proteína C-reativa (CRP), 

indicadora de fase inflamatória aguda, medida por ensaio altamente sensível (hsCRP) 

(Nishimura et al. 2002). Estudos recentes têm demonstrado que macrófagos co-

cultivados com adipócitos e estimulados com lipopolissacarídeo (LPS), produziram 

níveis mais elevados de IL-6, bem como de MCP-1, podendo explicar os níveis 

elevados de proteína C-reativa (CRP), indicadora de fase inflamatória aguda, medida 

por ensaio altamente sensível em indivíduos obesos (Yamashita et al. 2010). Esses 

dados suportam a hipótese de que o tecido adiposo pode desempenhar um papel 

importante na amplificação da inflamação e a interação adipócitos-macrófagos 

desempenha um papel fundamental. No entanto, ainda não está claro por quais 

motivos essa inflamação de baixo grau induzida por infecção é amplificada, 

influenciando em transtornos metabólicos sistêmicos. 

Alguns estudos vêm contestando a ideia de que a interação entre adipócitos e 

macrófagos fornece um perfil pró-inflamatório de macrófagos no tecido adiposo obeso. 

A redução de interleucina 12p40 (IL-12p40) por macrófagos estimulados com LPS, 

em meio condicionados de adipócitos foi observada enquanto que a produção de 

outras citocinas inflamatórias como TNF-α permaneceu praticamente inalteradas. 

Entre os lipídios identificados, prostaglandinas 2 (PGE2), ácidos linoleicos e ácidos 

oleico foram potentes inibidores da secreção de IL-12p40 (Inge et al. 2017). Além 

disso, foi observado que houve um aumento da expressão dos marcadores de 

macrófagos M1 CD16 e antígeno leucocitário humano (HLA-DR), enquanto que as 

percentagens de células positivas para marcadores M2, CD206 e CD163, não foram 

afetados, indicando uma possível discrepância entre os efeitos imunomoduladores em 

humanos em comparação com camundongos (Lolme`de et al. 2011; Mestas et al. 

2004). Esses resultados forneceram as primeiras evidências de que a obesidade leva 

a alterações no fenótipo de macrófagos que poderiam ser mediadas por lipídios 

derivados de adipócitos em seres humanos. 

Outra característica da interação adipócitos-macrófagos, revelou a ingestão de 

lipídios por macrófagos (Lindsey et al. 2014). De acordo com Lindsey et al. 2014 e 

Cinti et al. 2005, os macrófagos têm mecanismos para absorver lipídios no tecido 

adiposo. Além disso, os mesmos estudos sugerem que lipídios residuais associados 

a adipócitos necróticos, fragmentam-se em gotículas lipídicas menores que podem ser 

fagocitadas por macrófagos (Lindsey et al. 2014 e Cinti et al. 2005). Além de aderirem 
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a adipócitos ou gotículas lipídicas, observou-se que os macrófagos formam contatos 

uns com os outros quando envolvem os adipócitos muito maiores, sendo observadas 

células gigantes multinucleares encontradas em distúrbios granulomatosos (Okamoto 

et al. 2003). 

Além disso, Vesículas Extracelulares (EVs) liberadas por adipócitos humanos ou 

por explantes de tecidos adiposos desempenham um papel na interação parácrina 

entre adipócitos e macrófagos, um mecanismo chave na inflamação do tecido adiposo 

que leva a complicações metabólicas como resistência à insulina. As vesículas 

adipocíticas diferenciaram monócitos em macrófagos característicos de tecido 

adiposo, definidos pela liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias (Mariette et al. 

2014). Além disso, macrófagos pré-estimulados com vesículas interferiram na 

sinalização de insulina em adipócitos humanos e resultaram num fenótipo mais pró-

inflamatório, principalmente quando na presença de adiponectina, sugerindo um 

possível papel para as vesículas extracelulares derivadas de tecido adiposo humano 

em um ciclo pró-inflamatório recíproco entre adipócitos e macrófagos, com potencial 

para agravar a resistência à insulina local e sistêmica (Mariette et al. 2014). 

Vários peptídeos bioativos liberados pelo tecido adiposo também já foram 

descritos, alguns deles capazes de atuar como hormônios (Lafontan et al. 2005). A 

maioria dessas proteínas, comentadas a seguir, é produzida e secretada 

exclusivamente pelo tecido adiposo. Entre as diversas adipocinas secretadas pelo 

tecido adiposo, destacam-se a leptina, a adiponectina, a adipsina, a resistina, o TNF-

α, o Inibidor do ativador de plasminogênio tipo 1 (PAI-1), interleucina 1β (IL-1β), 

interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), o fator 1 de crescimento semelhante à 

insulina (IGF-1), a MCP-1 e a visfatina, entre outros. Com exceção da adiponectina, a 

produção e a secreção desses diversos fatores tendem a intensificar com a obesidade 

(Suganami et al. 2017; Paniagua 2016, Frühbeck et al. 2001, Maury and Brichard 

2010), sendo muitos deles, como o TNF-α, a resistina, o PAI-1, a IL-6 e a MCP-1, 

diretamente associados a indução de resistência a insulina, a hipercoagulabilidade e 

a aterogênese, que, por sua vez, geram hipertensão, intensificam estados pró-

inflamatórios, aumentam riscos cardiovasculares e acidentes tromboembólicos 

(Hauner et al. 2004). 

O TNF-α, uma das principais citocinas secretadas durante a obesidade, é um 

indutor de lipólise em indivíduos obesos e inibidor da síntese lipídica (Guilherme et al. 

2008; Greenberg et al. 2011). Pode ser secretado juntamente a IL-6 por macrófagos 
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infiltrados no tecido adiposo hipertrofiado, sendo este um aspecto importante no 

desenvolvimento da síndrome metabólica, pois potencializa a secreção de citocinas 

pró-inflamatórias (Paniagua 2016; Hotamisligil 2006; Maury and Brichard 2010; 

Guilherme et al. 2008). Portanto, o TNF-α pode contribuir para o aumento de ácidos 

graxos circulantes, levando ao o acúmulo de triglicerídeos e lipídios ativados 

ectopicamente em hepatócitos, células β e células musculares, o que induz estresse 

e disfunção nessas células. (Guilherme et al. 2008; Greenberg et al. 2011). Alterações 

inflamatórias na obesidade também são notáveis dentro de depósitos de gordura 

visceral. A análise dos perfis de expressão gênica e adipócitos e da fração vascular 

estromal (SVF), obtidos de camundongos obesos e humanos revelou que os 

macrófagos produzem quase todo o TNF-α, enquanto que os adipócitos maduros 

secretam a maioria da leptina. Os níveis de IL-6 é expressa igualitativamente entre 

adipócitos, macrófagos e células do SVF (Weisberg et al. 2003). Tais observações 

sugerem que os macrófagos infiltrados no tecido adiposo contribuem para a elevação 

de citocinas inflamatórios, incluindo TNF-α e IL-6, sendo estes, marcadores comuns 

na obesidade (Weisberg et al. 2003). 

No tecido adiposo, células-tronco mesenquimais podem ser isoladas e 

direcionadas para diversas linhagens celulares, incluindo miócitos, condrócitos, 

osteoblastos e adipócitos (Zuk et al. 2001). O aumento da massa adiposa durante a 

obesidade é determinado pelo aumento em tamanho e número de adipócitos. 

Alterações no tamanho (diâmetro e volume) de adipócitos maduros ocorrem devido à 

ativação de suas ações metabólicas típicas: lipogênese e a lipólise. Quando o 

aumento em diâmetro dos adipócitos atinge um grau máximo e a capacidade de 

armazenamento de gordura se exaure, novas células são recrutadas para esse tecido. 

Adipócitos muito grandes podem perder a capacidade de estocagem de gordura e 

tornam- se mais lipolíticos. Isso resulta no aumento da concentração de ácidos graxos 

livres no plasma e danifica a função de órgãos não adiposos, num processo 

identificado como lipotoxicidade (DeFronzo et al. 2004). Adipócitos maduros são 

naturalmente protegidos dessa lipotoxicidade em virtude de sua alta capacidade de 

detoxificação de ácidos graxos. Essas modificações podem ser reguladas conforme a 

necessidade de incorporação ou liberação de lipídeos, que também varia de acordo 

com o estado nutricional, gasto energético, a influência de hormônios (catabólicos ou 

anabólicos), atividade de enzimas envolvidas nestes processos e heterogeneidade 

característica existente entre os diversos grupamentos adiposos do organismo. 
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Além da obesidade ser marcada por fenômenos relacionados com interações 

entre macrófagos e adipócitos como a inflamação metabólica ou metainflamação, 

ativação macrofágica por fatores secretados por adipócitos, como vesículas 

extracelulares (EVs) liberadas por adipócitos e por um estado de transformação nos 

estados polarizados de macrófagos, fatores de transcrição com propriedades 

imunorregulatórias estão envolvidos em processos inflamatórios e na adipogênese. 

 

 

1.3 – PPARγ E METABOLISMO LIPÍDICO 

 
 

Estudos que compreendem a identificação e caracterização de PPARγ foram 

essenciais para a compreensão da fisiologia do tecido adiposo. Este receptor  pode 

regular muitos processos biológicos, além do metabolismo lipídico, como a 

homeostase da glicose, inflamação e aterogênese (Koutnikova et al. 2003), sendo 

também um regulador central da adipogênese, conforme demonstraram estudos 

sobre a perda de função em células fibroblásticas (Wu et al. 2000). Nesses estudos, 

PPARγ é essencial para a diferenciação de adipócitos (Wu et al. 2000), sugerindo 

que um ativador endógeno de PPARγ é produzido durante a adipogênese (Tzameli et 

al. 2004). No entanto, a identidade de ligantes biológicos para PPARγ permanece não 

esclarecida, sendo esta uma área de investigação intensa. 

PPARγ é um membro da família dos Receptores Nucleares ativados por 

lipídios, (Zingarelli, 2003), originalmente descrito junto às demais classes de PPARs 

em adipócitos, monócitos e macrófagos, com papel chave na resposta de proliferação 

de peroxissomos (Issemann and Green, 1990). Hoje se sabe que também está 

presente em outras células do sistema imune de origem hematopoiética, incluindo 

linfócitos T, linfócitos B, células NK, células dendríticas, neutrófilos, eosinófilos e 

mastócitos, onde um papel para estes receptores na inflamação e na imunorregulação 

foi proposta (Zingarelli, et al. 2003). Os PPARs atuam em processos inflamatórios e 

imunoregulatórios devido à propriedade de regular a expressão de vários genes 

implicados na patofisiologia da aterosclerose, inflamação, obesidade, diabetes e 

resposta imune (Ricote et al., 1998; Tontonoz, 1998; von Knethen et al., 2007). Seu 

papel na homeostase e metabolismo lipídico é observado principalmente em 

macrófagos espumosos em lesões ateroscleróticas (Ricote et al., 1998; Tontonoz, 

1998). 
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Este receptor é ativado por ligantes lipídicos e regula diretamente a expressão de 

vários genes, que participam na captação de ácidos graxos, metabolismo de lipídios, 

funções imunes e diversos aspectos da reprodução, desenvolvimento, homeostasia e 

funções imunes (Francis et al., 2003). A partir da ligação ligante-receptor, o PPARγ se 

heterodimeriza com o receptor retinóide x (RXR) e se liga a regiões promotoras 

específicas de genes-alvo no DNA, atuando como fator de transcrição (Schoonjans et 

al., 1997; Khan and Vanden Heuvel, 2003). Após se heterodimerizarem com (RXR), 

recrutam complexos de proteínas que se constituem de co-ativadores ou co-

repressores para ativação ou repressão transcricional, respectivamente. Uma vez 

formado, o heterodímero reconhece a região do elemento de resposta PPRE, 

localizado no promotor do gene alvo (Schoonjans et al., 1996). O PPARγ também 

pode reprimir genes inflamatórios, incluindo citocinas pró-inflamatórias e NO sintase 

induzível, por meio da transrepressão de genes alvos do fator de transcrição NF-κβ 

(Chinetti et al., 2000). Estas observações sugerem a participação de PPARs não 

somente no metabolismo de lipídios como também no controle da inflamação. 

PPARγ é encontrado sob dois subtipos: PPARγ1 e PPARγ2. PPARγ2 é 

encontrado quase exclusivamente em adipócitos, enquanto que o PPARγ1 é 

encontrado em vários tecidos (Ricote et al., 1999). PPARγ é predominantemente 

expresso em monócitos ativados e macrófagos de tecidos in vivo, incluindo células 

espumosas de lesões ateroscleróticas (Ricote et al., 1998; Tontonoz, 1998), mas 

também é encontrado em outras células do sistema imune como células dendríticas 

(Szatmari et al., 2007), células musculares do epitélio gastrointestinal, osteoblastos e 

osteoclastos (Heikkinen et al., 2007). Apesar de muitas funções serem propostas para 

PPARγ em macrófagos, o verdadeiro papel deste fator de transcrição na fisiologia e 

ativação dos macrófagos não é completamente conhecido. 

O papel dos PPARs na diferenciação de macrófagos e acúmulo de lipídios 

intracelular tem sido documentado (Nagy et al., 1998; Tontonoz, 1998). Ligantes 

específicos de PPARγ potencializam a formação de corpúsculos lipídicos induzidos 

por oxLDL, agonistas de PAF e G-CSF, juntamente à expressão de CD36 na 

membrana celular, sugerindo que PPARγ tem um papel fundamental na regulação da 

formação de corpúsculos lipídicos em leucócitos (de Assis et al., 2003; Inazawa et 

al.,., 2003). Já foi relatado que a ativação de PPARs aumenta a transcrição de todos 

os genes que codificam as proteínas PAT, com exceção da TIP47. As proteínas PAT, 

podem compartimentalizar ácidos graxos esterificados nos corpúsculos lipídicos, para 
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posterior liberação de ligantes para os PPARs (Wolins e et al., 2006b). Além disso, os 

PPARs podem também controlar a transcrição da ADRP em camundongos e humanos 

(Edvardsson et al., 2006; Motomura e et al., 2006). 

Além disso, patógenos intracelulares como Mycobacterium bovis BCG, descrito 

posteriormente, sobrevive e replica no interior de células do sistema imune, como os 

macrófagos, induzindo um mecanismo de escape a partir da regulação da formação 

de corpúsculos lipídicos mediada pela via de sinalização celular do receptor nuclear 

PPARγ (Almeida et al. 2009, Almeida et al. 2014). 

 

 
1.4 – CORPÚSCULOS LIPÍDICOS 

 
 

1.4.1 – CARACTERÍSTICAS GERAIS 

 
 

Corpúsculos lipídicos (CLs) são organelas citoplasmáticas altamente dinâmicas, 

com função ativa no metabolismo e estoque de lipídios para geração de energia, 

síntese de membrana, síntese de mediadores inflamatórios, sinalização celular e 

inflamação (Bozza et al., 2011; Farese e Walther, 2009; Fujimoto et al., 2008). São 

compostos por lipídios neutros, como triacilglicerol, diacilglicerol e ésteres de 

colesterol e distribuem-se pelo citoplasma de diversos organismos e tipos celulares, 

incluindo plantas, fungos e procariotos (Tauchi-Sato et al., 2002; D’Ávila et al, 2006; 

Bozza  et  al.,  2011).  O tamanho dos corpúsculos lipídicos varia de 0,5 μm a 100 μm 

ou pouco mais, como é o caso de adipócitos que apresentam corpúsculos lipídicos 

preenchendo todo o citoplasma da célula (Walther e Farese, 2012; Mahajan et al, 

2015). Sua morfologia apresenta certa heterogeneidade a nível ultraestrutural 

variando de fortemente de elétron-densos a elétron-lúcidos de acordo com o tipo 

celular e o estado de ativação (Figura 4). 

Existem algumas limitações metodológicas para o seu estudo e identificação pela 

microscopia convencional, devido à possibilidade de serem destruídos por fixação e 

coloração com os reagentes à base de álcool. Os aspectos relacionados à estrutura e 

função variam de acordo com o tipo de leucócitos, estado de ativação e ambiente 

inflamatório (Melo et al, 2011; Bozza et al., 2007). 

Diferentemente das demais organelas que possuem bicamada lipídica, os 

corpúsculos lipídicos são constituídos por uma monocamada de fosfolipídios, que os 
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delimita juntamente a proteínas (Tauchi-Sato et al. 2002). Esta organização única 

desafia a compreensão de como ocorrem as vias de transporte de proteínas e lipídios, 

uma vez que o arranjo não se encaixa nos mecanismos clássicos de transporte 

vesicular. Por outro lado, favorece a sua distinção de outras organelas sob o 

microscópio eletrônico de transmissão (Melo et al., 2011). 

Várias espécies de lipídios foram identificadas nos CLs, presentes em maiores ou 

menores quantidades. Em adipócitos, os triacilgliceróis (TAGs) são largamente 

dominantes, enquanto que em macrófagos espumosos, colesterol ésteres são mais 

abundantes (Bartz et al., 2007a; Grillitsch et al., 2011). Uma variada gama de 

proteínas está associada à superfície dos CLs através de porções moleculares de 

natureza anfipática e/ou hidrofóbica (Boulant et al., 2006; Bussell e Eliezer, 2003) e 

outras foram detectadas no seu núcleo lipídico hidrofóbico (Robenek et al., 2009, 

2005). O grupo mais abundante e bem caracterizado de proteínas associadas com os 

CLs são as denominadas família PAT e, por conseguinte, são frequentemente 

utilizados como marcadores moleculares destas organelas (Bickel et al., 2009; 

Brasaemle, 2007). 

As principais proteínas PAT descritas relacionadas aos corpúsculos lipídicos 

compreendem as perilipinas (PLIN 1), que constituem o conteúdo protéico dos 

corpúsculos lipídicos e têm sido relacionadas na montagem, estocagem, biogênese e 

metabolismo dos corpúsculos lipídicos, ADRP (Proteína relacionada com a 

diferenciação de adipócitos) – atualmente denominada PLIN 2, TIP47 (PLIN 3 – 

Proteína de interação de porção terminal de 47kDa), S3-12 e OXPAT (Skinner et al, 

2013; Arrese, Saudale e Soulages, 2014; Mahajan et al, 2015). Perilipina é a proteína 

mais abundante em CLs de adipócitos e atua regulando mecanismos de lipólise. Em 

condições basais, a perilipina protege os CLs da ação das lipases, mas em resposta 

à estimulação hormonal, como glucagon e epinefrina, esta proteína é fosforilada por 

cinases A dependente de AMPc (PKA) e recruta lipases sensível a hormônios, dentre 

outras lipases para os CLs, permitindo o acesso destas enzimas ao seu substrato 

promovendo a lipólise. (Greenberg et al., 1991; Sztalryd et al., 2003; Tansey et al., 

2004). As perilipinas também são marcadores de diferenciação de adipócitos, nos 

quais a expressão de seu gene é controlada via PPARγ (Bickel, Tansey e Welte, 

2009). A ADRP tem funções na incorporação e acumulação de lipídios em diferentes 

tipos de células (Brasaemle et al., 1997). TIP47 foi originalmente identificada como 

uma proteína envolvida no tráfego de membrana a partir da rede trans do Golgi. Por 
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existir em outros compartimentos subcelulares, mas ser rapidamente recrutados após 

estímulo lipogênicos, TIP47 foi denominada proteína permutável associada aos CLs 

(Wolins et al., 2001). Outras proteínas também fazem parte do conteúdo protéico dos 

corpúsculos lipídicos, como as GTPases da família RAB, consideradas reguladoras 

chave do tráfego vesicular e da interação entre organelas. Rab18 é recrutado para 

CLs após a estimulação de lipólise por agonistas β-adrenérgicos, e a expressão de 

Rab18 aumenta o envolvimento da membrana RE em torno de CLs. Rab18 associa-

se à superfície de CL e possivelmente à membrana do ER, recrutando os efetores 

ainda não identificados que facilitam a aproximação das superfícies das membranas. 

Isso permite a transferência de lipídios entre as camadas de fosfolípidos e 

associações com elementos do citoesqueleto (Brasaenle et al., 2004). 

Com os recentes estudos de proteômica de corpúsculos lipídicos isolados, o 

número de proteínas identificadas aumentou bastante (Beller et al., 2006; Cermelli et 

al., 2006; Hodges e Wu, 2010). Muitas delas estão envolvidas na biossíntese, 

transporte e catabolismo de lipídios. Os CLs compartimentalizam enzimas como 

acetil-CoA sintetase, acetil-CoA carboxilase, esqualeno epoxidase, lanosterol sintase, 

triglicerídeo lípase, álcool desidrogenase, dentre outras (Brasaemle et al., 2004; 

Fujimoto et al., 2004; Liu et al., 2004; McGookey e Anderson, 1983; Wan et al., 2007). 

Além disso, proteínas de origem ribossomal, mitocondrial e componentes do RE 

também foram encontradas estando relacionadas aos corpúsculos lipídicos. Foram 

identificadas proteínas relacionadas ao transporte vesicular, fusão de membranas e 

de associação ao citoesqueleto, como proteínas da família das Rabs, fator de 

ribosilação de ADP (ARF), pequenas GTPases e caveolinas, o que sugere que os 

corpúsculos lipídicos possam sofrer eventos de fusão e fissão, além de poder interagir 

com outras organelas (Bartz et al., 2007b; Boström et al., 2007; Fujimoto et al., 2001; 

Hodges e Wu, 2010; Ozeki et al., 2005; Wu et al., 2000). As GTPases da família RAB 

são consideradas reguladoras chave do tráfego vesicular e da interação entre 

organelas (Brasaenle et al., 2004). Proteínas envolvidas na sinalização celular e na 

produção de mediadores inflamatórios, como Ciclooxigenase (COX) e Prostalandinas 

(PGE’s) foram detectadas em CLs de diferentes tipos celulares sob diferentes 

condições (Bozza et al., 1997; Chen et al., 2002; Dvorak et al., 1993; Umlauf et al., 

2004; Yu et al., 2000, 1998). 

Os corpúsculos lipídicos dos leucócitos apresentam domínios intracelulares 

especializados e induzíveis que funcionam como plataformas de sinalização em 
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leucócitos ativados para regular o metabolismo e tráfego lipídico, controlar a síntese 

e a secreção de mediadores inflamatórios; responder a infecções; comandar a 

inflamação alérgica, sendo por isso alvo para a intervenção terapêutica (Bozza et al., 

2007). 

Além disso, a biogênese dessas organelas dinâmicas é um evento altamente 

controlado, dependente de vias sinalização, estímulos específicos e condição 

patológica. 

 
 

 

 
 

 
Figura 4: Morfologia dos Corpúsculos Lipídicos. As micrografias eletrônicas mostram a 
heterogeneidade dos CLs a nível ultraestrutural variando de fortemente de (A) elétron-densos a (B) 
elétron-lúcidos de acordo com o tipo celular e o estado de ativação. Adaptados de (Melo etal., 2011). 
(C) Corpúsculos lipídicos em adipócitos. Adipócitos 3T3-L1 foram estimulados para induzir lipólise e 
depois marcados para Rab18 (vermelho) e lípidos neutros (verde). Rab18 é recrutado especificamente 
para a superfície de um subconjunto de corpúsculos lipídicos (LDs). A barra de escala representa 10 
μm (Adaptado de Parton e Martin, 2014). (D) Adipocito marcado com Oil Red O, corante espercífico 
para CLs e DAPI, corante específico para núcleo. Aumento de 100x. 
 
 
 

A) 
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B) 
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1.4.2 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS 

 
 

Existem diferentes modelos propostos para a biogênese de corpúsculos lipídicos, 

envolvendo transferência de lipídios e proteínas do Retículo Endoplasmático; no 

entanto, os mecanismos precisos envolvidos continuam a ser estudados. O modelo 

mais aceito se dá a partir do Retículo Endoplasmático (RE), onde ocorre uma 

acumulação de lipídios neutros nos folhetos citoplasmático e luminal do RE, seguido 

de um brotamento do corpúsculo envolto em monocamada fosfolipídica proveniente 

do folheto citoplasmático (Figura 5) (Bozza et al, 2009; Murphy, 2001; Martin e Parton, 

2006b; Robenek et al., 2004). Quando formados, os CLs são suscetíveis a aumentar 

seu volume, tanto por síntese localizada de lipídios (Kuerschner et al., 2008) como por 

fusão de CLs (Olofsson et al., 2009). A identificação de proteínas que atravessam a 

membrana permeando o centro dos CLs, tais como caveolinas e ciclooxigenases 

(Bozza et al., 1997; Dvorak et al., 1992; Fujimoto et al., 2001; Pol et al., 2001) 

associado à visualização de estruturas membranosas ou membranotubular dentro 

dessas organelas, levaram à formulação de uma nova teoria chamada de "o modelo 

de englobamento, que propõe que o CL em formação incorpora projeções de 

membrana do RE, de ambos os folhetos, citoplasmática e luminal (Bozza et al., 2009; 

Wan et al., 2007). 

A formação de CLs durante o processo inflamatório é um evento altamente 

controlado e dependente de vias sinalização e estímulos. Prostaglandina D2 (PGD2) 

um potente agente quimiotático de leucócitos, induz a biogênese de CLs via receptor 

acoplado à proteína G em eosinófilos, mas não em macrófagos (Mesquita-Santos et 

al., 2006). O PAF, através de seu receptor, induz formação de CLs em neutrófilos e 

eosinófilos (Bozza et al., 2005, Bozza et al., 2009), e as quimiocinas eotaxina (CCL11) 

e RANTES (CCL5), via receptores CCR3, estimulam formação de CLs em eosinófilos 

(Bandeira-Melo et al., 2001, Vieira-de-Abreu et al., 2005). Durante as infecções por 

Mycobacterium bovis BCG e por T. cruzi, a formação de corpúsculos lipídicos tem 

mostrado ser dependente do receptor semelhante a Toll 2 (TLR2), mas não Toll 4 

(TLR4) (D'Avila et al., 2011, Almeida et al., 2009; D'Avila et al., 2006). Além disso, 

estudos com Mycobacterium leprae em pacientes com lesão nervosa durante a 

hanseníase demonstraram a capacidade de M. leprae para induzir e recrutar 

corpúsculos lipídicos para fagossomos contendo bactérias. A formação de 
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corpúsculos lipídicos requer a absorção de bactérias vivas, depende do rearranjo do 

citoesqueleto da célula hospedeira e do tráfico vesicular. A exclusão de TLR6, mas 

não o TLR2, aboliu completamente a biogênese de CLs por M. leprae, além  de inibir 

a absorção bacteriana em células de Schwann infectadas, indicando um papel crítico 

para a sinalização dependente de TLR6 nas interações de M. leprae e a células 

hospedeira, o que favorece a fagocitose e subseqüente sinalização para indução de 

biogênese de CLs em células infectadas A biogênese de CLs induzida por M. leprae 

foi correlada com o aumento da secreção de PGE2 e IL-10, bem como redução da 

produção de IL-12 e NO em células de Schwann infectadas por M. leprae. A análise 

de nervos de pacientes com lepra lepromatosa mostrou colocalização de M. leprae, 

CLs e ciclooxigenase-2 nas células, indicando que corpúsculos lipídicos são sítios 

para síntese de PGE2 in vivo. Estes dados reforçaram o papel das CLs favorecendo a 

sobrevivência e persistência de micobactérias na célula hospedeira e suportam um 

papel crítico para os corpúsculos lipídicos na patogênese micobacteriana (Mattos K. 

A.et al. 2011) 

Corpúsculos lipídicos são sítios especializados de produção de enzimas que 

biossintetizam mediadores lipídicos, como eicosanoides, durante um processo 

inflamatório. Estudos anteriores demonstraram a síntese de ciclooxigenase (COX), 

prostaglandina E2 (PGE2), 5- e 15-lipoxigenase (5-LO e 15-LO), leucotrieno C4 

(LTC4) e fosfolipase A2 (PLA2), todas enzimas precursoras de eicosanoides e 

compartimentalizadas nos CLs (Wooten et al., 2008; Dvorak et al., 1993; Bozza et al., 

2007). Também foram encontrados altos níveis de COX-2 e PGE2 em macrófagos 

espumosos, provenientes de lesões desencadeadas durante a patogênese da 

tuberculose (Rajaram, et al. 2010; Rajaram et al. 2014). Durante as infecções por 

T.cruzi, o aumento no número de CLs em macrófagos inflamatórios se mostrou 

positivamente correlacionado com a geração de PGE2, indicando a importância desta 

organela na produção de eicosanoides durante a doença de Chagas (Melo et al., 

2003). 

Além da produção de eicosanoides, os CLs podem desempenhar outros papéis 

durante as desordens inflamatórias ou em resposta a infecções por 

compartimentalizar citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em leucócitos 

ativados. A primeira citocina detectada nos CLs foi o TNF-α, a partir de 

imunomarcação ultraestrutural em biópsias de pacientes com doenças de Crohn (Beil 

et al., 1995). Posteriormente esta mesma citocina foi detectada em CLs de leucócitos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajaram%20MV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25453226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajaram%20MV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=20554962
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derivados de pacientes sépticos (Pacheco et al., 2002). 

O envolvimento de receptores celulares relacionados ao reconhecimento de 

patógenos que desencadeiam a biogênese de corpúsculos lipídicos tem sido 

documentada por nosso grupo, sendo os TLRs os mais amplamente estudados 

(Pacheco et al., 2002; D’Avila et al., 2006; Cao et al., 2007; Cocchiaro et al., 2008; 

D'Avila et al., 2008a; Almeida et al., 2014; Almeida et al., 2009). TLR4 foi demonstrado 

ter relação na biogênese dos corpúsculos lipídicos em macrófagos estimulados por 

LPS de bactérias Gram-negativas (Pacheco e cols., 2002). Esse receptor atua como 

uma molécula de reconhecimento primário para LPS de bactérias Gram-negativas. 

LPS necessita que o receptor TLR4 se heterodimerize com o receptor (MD2), 

formando um complexo de sinalização, para uma eficiente ativação.  

Estudos anteriores demonstram que patógenos intracelulares como 

Mycobacterium bovis BCG pode induzir um mecanismo de escape regulando uma das 

diferentes vias de sinalização celular na formação do CL dentro dos leucócitos – a via 

do receptor nuclear PPARγ (Almeida et al. 2009, Almeida et al. 2014). Entretanto, os 

mecanismos referentes à ativação de PPARγ e metabolismo lipídico perante a 

ativação de macrófagos por fatores secretados por adipócitos, não estão esclarecidos. 

Além disso, os dados sugerem que a interação entre macrófagos e adipócitos é um 

processo complexo e, poucos estudos tem focado desvendar o cross-talk entre as 

células e sua relação com reposta inflamatória e metabolismo lipídico frente a 

condições patológicas diversas, como por exemplo, infecções por patógenos 

intracelulares, havendo portanto, a necessidade de estudos mais aprofundados. 
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Figura 5: Modelo de biogênese do Corpúsculo Lipídico: Os lipídios neutros são sintetizados 
entre os folhetos da membrana do RE. Os CLs brotam da membrana RE para formar uma organela 
independente que é delimitada por uma monocamada limitante de fosfolípidos e proteínas associadas. 
Algumas das proteínas associadas aos CLs mais bem entendidas são membros da família de proteínas 
PAT (perilipina, ADRP e proteína TIP47) (Martin and Parton, 2006) 
 
 

 
1.5 – INFECÇÃO MICOBACTERIANA 

 
 

A modulação do metabolismo lipídico juntamente ao papel fundamental da 

ativação de PPARγ na formação de corpúsculos lipídicos e resposta imune do 

hospedeiro, são eventos importantes induzidos por micobactérias para a persistência, 

sucesso e estabelecimento da infecções micobacterianas. 

Mycobacterium tuberculosis, agente etiológico da Tuberculose (TB), é um 

patógeno intracelular que sobrevive e replica dentro de células do sistema imune do 

hospedeiro, primariamente macrófagos. A capacidade de M. tuberculosis em se 

adaptar ao ambiente hostil dentro de macrófagos tem sido fundamental para o seu 

sucesso como patógeno. Essas micobactérias podem subverter respostas imunes do 

hospedeiro interferindo em vias de sinalização, vias metabólicas e na expressão de 

fatores de transcrição, modulando eventos endossomais/fagossomais e criando um 

nicho protegido para si mesmo (Rajaram et al., 2010). 

A transmissão se dá a partir da inalação de pequenas partículas, suspensas no 

ar, contendo o patógeno que pode permanecer no ambiente por minutos ou horas 
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após expectoração de pessoas com tuberculose pulmonar ou laringeal durante tosse, 

espirro, fala, etc. (Riley et al., 1995). A partir da entrada pelas vias respiratórias, o 

patógeno atinge os pulmões, onde estabelece o foco primário (Moreno e cols., 1989). 

Em muitos casos a infecção é assintomática, e a latência clínica pode se estender por 

toda vida do indivíduo. No pulmão, o microrganismo pode levar a quatro possíveis 

respostas: 1 - resposta inicial do hospedeiro pode ser efetiva e eliminar os bacilos, 

impedindo o estabelecimento da tuberculose; 2 – as micobactérias podem ser 

inativadas, permanecendo dormentes no interior dos fagócitos, não havendo o 

desenvolvimento da doença; 3 – a micobactéria pode iniciar a multiplicação 

imediatamente após a infecção ocasionando a tuberculose primária; ou 4 – ocorre 

reativação da infecção latente, (Flynn and Chan, 2001). 

M. tuberculosis (Rajaram et al., 2010), M. bovis induzem a formação de 

corpúsculos lipídicos mediante receptor Toll-like 2 (TLR-2) (D’Avila et al., 2006. 

Almeida et al. 2009, Almeida 2014) e CD36 (Almeida et al., 2014), ativando a via do 

PPARγ (Almeida et al, 2014). A cooperação CD36-TLR2, associação com CD11b e 

CD14, e compartimentação de sinalização dentro de “lipid-rafts” desvia o sinal de 

resposta do hospedeiro com aumento da expressão e ativação de PPARγ através de 

caminhos independentes de NF- κB, levando ao aumento do acúmulo de lipídios em 

macrófagos e modulação da resposta imune (Almeida et al. 2014) (Figura 6). O 

aspecto espumoso observado em células enriquecidas em corpúsculos lipídicos 

também é desencadeado por M. leprae como estratégia intracelulares micobacteriana 

eficaz para adquirir lipídios e modular a resposta imune a fim de favorecer a 

sobrevivência bacteriana (de Mattos K. A. et al. 2012). No entanto, a ativação de 

macrófagos in vitro com M. smegmatis, ou Pam3CSK4, ambos potentes ligantes de 

TLR2, não conseguiu induzir a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos, 

sugerindo que TLR2 sozinho não é suficiente e que os co-receptores associados a 

TLR2 estão envolvidos no reconhecimento bacteriano e podem ser responsáveis pelo 

recrutamento de sinalização moléculas importantes para expressão de PPARγ e 

formação de corpo lipídico (Almeida et al. 2014). 

Através da modulação da resposta de macrófagos e / ou de aquisição de 

nutrientes (lipídios), as micobactérias patogênicas proporcionam um mecanismo de 

escape, levando a um aumento da sobrevivência e replicação nas células do 

hospedeiro. Macrófagos que acumulam grandes quantidades de corpúsculos lipídicos 

são chamados de macrófagos espumosos e vários trabalhos têm caracterizado a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
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presença dos macrófagos espumosos durante infecções micobacterianas (Almeida et 

al, 2009; Almeida et al. 2014; D’Avila et al, 2008; Melo et al., 2003), aspecto este 

observado principalmente em granulomas formados durante a tuberculose tanto em 

condições clínicas quanto experimentais (Cardona et al., 2000). O aspecto espumoso 

observado em células enriquecidas em corpúsculos lipídicos também é desencadeado 

por M. leprae como estratégia intracelular micobacteriana eficaz para adquirir lipídios 

e modular a resposta imune a fim de favorecer a sobrevivência bacteriana (de Mattos 

K. A. et al. 2012). 

Considerando o papel do PPARγ em células enriquecidas com corpúsculos 

lipídicos durante a infecção micobacteriana, pode-se sugerir que este receptor é 

regulado e ativado por micobactérias patogênicas como um mecanismo de escape 

que favorece sua sobrevivência dentro de macrófagos e sua evasão do sistema 

imunológico do hospedeiro. Apesar do impacto da obesidade em doenças metabólicas 

e cardiovasculares ser bem conhecido, seu papel na ativação do sistema imune, 

expressão de PPARγ, biogênese de corpúsculos lipídicos e funções imunes frente 

aos estímulos existentes durante as relações entre macrófagos infectados e 

adipócitos, não é conhecido. Assim, faz-se necessário entender como o estado 

nutricional do indivíduo pode modular a ativação celular nas interações entre 

macrófagos e adipócitos frente à infecção por patógenos intracelulares, como M. 

bovis. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
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Figura 6: Os heterodímeros TLR2 / CD36 desviam a sinalização intracelular para o aumento da 
expressão de PPARγ e acumulação de lipídios durante a infecção por M. bovis BCG. Infecção por 
Mycobacterium bovis BCG desencadeia diferentes cascatas de sinalização intracelular dependentes 
de TLR2 com ativação PPARγ e NF-kB. A cooperação CD36-TLR2 e compartimentação de sinalização 
dentro de lipid rafts, com a participação dos CD14 e CD11b / CD18, desvia a sinalização de resposta 
do hospedeiro com aumento da expressão e ativação de PPARγ através de caminhos independentes 
de NF- κB, levando ao aumento da acumulação de lipídeos nos macrófagos e redução da modulação 
da resposta dos macrófagos (Adaptado de Almeida et al. 2014). 
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2 – OBJETIVOS 
 

 
2.4 –  OBJETIVO GERAL: 

 

 
Investigar a relação entre fatores secretados por adipócitos (citocinas e 

adipocinas) na ativação macrofágica durante a infecção pelo patógeno intracelular, 

Mycobacterium bovis BCG in vitro. 

 

2.5 – OBJETIVOS ESPECIFICOS: 
 
 
 

 
(I) Avaliar a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos infectados 

com M. bovis ou não, e estimulados ou não, com fatores secretados por 

adipócitos diferenciado; 

(II) Analisar a sínteses de citocinas e adipocinas em macrófagos infectados 

com M. bovis ou não, e estimulados ou não com sobrenadante de 

adipócitos diferenciados; 

(III) Analisar a produção de óxido nítrico (nitrito) em macrófagos infectados 

com M. bovis ou não, e estimulados ou não com sobrenadante de 

adipócitos diferenciados; 

(IV) Avaliar como fatores secretados por adipócitos diferenciados podem 

modular a ativação da expressão de PPARγ em macrófagos infectados 

com M. bovis in vitro ou não, e estimulados ou não, com sobrenadante 

de adipócitos diferenciados
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

3.1 – CULTURA E DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS NIH3T3-L1 

 
 

A linhagem de pré-adipócitos murinos NIH3T3-L1 foram gentilmente cedidas pela 

Dra. Clarissa Maya Monteiro, do Laboratório de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo 

Cruz/FIOCRUZ/RJ. Para manter as células em seu estado não diferenciado (pré- 

adipócitos), utilizamos meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 4,5 g/L 

de glicose (Invitrogen) suplementado com penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100  

µg/mL) (Gibco) e 10% de soro bovino (Invitrogen). As células foram contadas e 

plaqueadas (20 x 103 células/ml) em meio DMEM com 4,5 g/L de glicose contendo 

penicilina e estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), no qual foram 

mantidas por 4 dias. A diferenciação foi então induzida pela adição de meio DMEM 

4,5  g/L de glicose suplementado com penicilina e estreptomicina, 10% soro fetal 

bovino, 1 µM de dexametazona (Sigma Aldrich), 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) 

(Sigma Aldrich) e 0,3 unidades/ml de insulina (Humulin Regular – Lily) por 3 dias. 

Introduzimos então meio DMEM 4,5 g/L de glicose contendo penicilina e 

estreptomicina, 10% de soro fetal bovino e 0,3 unidades de insulina/mL, substituindo 

75% de seu volume total de 2 em 2 dias até o final da diferenciação. Desta forma, o 

dia -1 corresponde aos pré-adipócitos e os dias 3, 10 e 17, aos adipócitos 

progressivamente maduros (Amaral, L. P. 2017, em preparação). 
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Figura 7. Protocolo de diferenciação de pré-adipócitos da linhagem NIH3T3-L1. As células são 
submetidas ao meio de indução da diferenciação (IBMX, dexametasona, insulina) no dia 0. Após 3 dias 
são mantidas no meio de maturação (insulina) até o final da diferenciação (Adaptado de Amaral, L. P. 
2017. Dissertação de mestrado). 

 
 
 

3.2  –  OBTENÇÃO E CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

 
 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos adultos Wild-Type 

com idade entre 6 a 8 semanas e aproximadamente 30 g, para obtenção dos 

macrófagos peritoneais. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética/UFJF (protocolo 016/2016 CEUA/UFJF). O lavado peritoneal foi feito 

injetando-se 4 mL de meio RPMI no peritônio dos animais eutanasiados, recolhendo 

todo o conteúdo em tubos falcons para posterior centrifugação (1500 rpm / 25ºC / 5 

min.). O conteúdo celular foi contado em câmara de Newbauer (tópico 3.3). Em 

seguida, foram plaqueadas 1 x 106 células por poço em placas de 24 poços contendo 

lamínulas circulares, para contagem de Corpúsculos Lipídicos e dosagem de citocinas 

no sobrenadante (ELISA) e 2x106 células por poço em placa de 6 poços para 

recolhimento de amostras para Western Blot. As células foram plaqueadas com meio 

RPMI, 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina. Após 2 horas os poços foram 

lavados 3 vezes com meio RPMI, 1% penicilina/estreptomicina e incubados por 16 

horas, com RPMI, 2% soro fetal bovino e 1% antibiótico, até o estímulo dos 

macrófagos com sobrenadante de adipócitos e a infecção micobacteriana. 
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3.3 – CONTAGEM DE CÉLULAS EM CÂMARA DE NEWBAUER 

 
 

A suspensão celular contendo o lavado peritoneal foi submetida a contagem em 

câmara de Newbauer para posterior plaqueamento. A amostra foi diluída 40X em 

coranteTurk (Violeta de Genciana e Ácido Acético em proporção 1:100) e submetida  

à  contagem, através dos 4 quadrantes. 

 
 
3.4 – ESTÍMULO DE MACRÓFAGOS COM SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS 

DIFERENCIADOS 

 
No 17º dia de diferenciação adipogênica, os adipócitos foram mantidos por 24 

horas em placas de cultura contendo RPMI 4,5 g/L de glicose 1% 

penicilina/estreptomicina, 2% de soro fetal bovino, até que se fosse feito o estímulo 

dos macrófagos peritoneais. Após as 24 horas completas, o sobrenadante dos 

adipócitos foi então coletado em tubos falcons e centrifugado em 1500rpm por 10 min, 

a 25°C. O estímulo foi feito adicionando- se 1mL de sobrenadante nos poços 

correspondentes contendo 1 x 106 macrófagos plaqueados e 2 mL de sobrenadante 

nos poços contendo 2 x 106 de macrófagos, aguardando-se o tempo de 1 hora, para 

posterior infecção com Mycobacterium bovis BCG. Os poços que não receberam 

estímulo com sobrenadante foram mantidos em RPMI 4,5 g/L de glicose contendo 1% 

penicilina/estreptomicina, 2% de soro fetal bovino. 

 

 
3.5 – INFECÇÃO COM Mycobacterium bovis BCG 

 
 

Após 1 hora de estímulo dos macrófagos peritoneais com sobrenadante de 

adipócitos, foi feita a infecção com Mycobacterium bovis, BCG. As células foram 

infectadas, mantendo-se o sobrenadante dos adipócitos ou meio RPMI, com MOI 5:1 

ou MOI 1:1 de Mycobacterium bovis, BCG da cepa Moreau, obtidas na forma de 

vacina liofilizada em ampolas de 40 mg contendo aproximadamente 80 x106 bacilos. 

Os bacilos foram diluídos em RPMI estéril e ajustados na concentração de 5 x106 

unidades formadoras de colônia (UFC)/mL. Na hora do uso os bacilos foram 

vortexados, sonicados por 5 minutos e homogeneizados 10 vezes por passagem em 
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agulha de insulina. Após 1 hora, os poços foram lavados com RPMI 1% 

penicilina/estreptomicina e sobrenadante de adipócitos ou RPMI 1% 

penicilina/estreptomicina, 2% SFB, foi novamente adicionado, incubando-se as placas 

durante 6, 24 e 48 horas para coleta das amostras do sobrenadante para dosagem de 

citocinas, adipocinas e NO. Foi realizada a fixação das células nas lamínulas para 

posterior coloração com Oil Red O e DAPI para contagem de corpúsculos lipídicos. 

As células cultivadas em placas de 6 poços, foram lisadas para obtenção de proteínas 

totais para realização do Western Blot. 

 

 

3.6 – COLORAÇÃO COM OIL RED O E CONTAGEM DE CORPÚSCULOS 
LIPÍDICOS 

 
 

As lâminulas foram fixadas em formalina 3,7% por 24 horas e logo depois, seguiu-

se a coloração com Oil-Red-O. 

A solução estoque de Oil Red O (Sigma Aldrich) foi preparada a 0,3% (0,3 g de 

Oil Red O/100 mL de isopropanol (ácido isopropílico) (Sigma Aldrich)), filtrada e 

acondicionada em temperatura ambiente. No dia da coloração, a solução de uso foi 

preparada diluindo-se a solução estoque em água destilada na proporção 3:2. 

Concluída a diluição, a solução foi novamente filtrada e utilizada para a coloração de 

corpúsculos lipídicos, na própria placa de cultura. 

A solução de formalina 3,7% foi retirada e os poços foram lavados com água 

destilada. Em seguida, foram adicionados 300 μl da solução de uso de Oil red O, e 

incubando por 5 minutos, no escuro. Decorrido o tempo, as células foram lavadas em 

sequencia 2 vezes com água destilada, isopropanol 30% e PBS 1%. As lâminas foram 

montadas com meio de montagem contendo DAPI (VECTASHIELD® mounting 

medium containing DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) para a marcação do núcleo das células. 

Os corpúsculos lipídicos foram contados em 50 células consecutivas após análise  

em microscópio de fluorescência BX-51 acoplado com câmera digital XC-50, sob 

objetiva de 100x (Olympus, Tokyo, Japan). 
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3.7 – AQUISIÇÃO DE IMAGENS 

 

 
As imagens foram capturadas a partir das lâminas confeccionadas para a 

análise quantitativa e qualitativa quanto á biogênese de corpúsculos lipídicos e 

morfologia celular dos macrófagos, pré-adipócitos e adipócitos. As imagens foram 

processadas  por meio do programa CellSens Dimension, em microscópio de 

fluorescência Olympus DP73, no aumento de 20x ou 100x. 

 
3.8 – WESTERN BLOT 
 
 

O lisado celular foi obtido com 70 µL de tampão de amostra (Trizma base 3g, água 

Milli Q 40 mL, glicerol 40 mL, SDS 8g, β-Mercapto Etanol 20 mL, Azul de Bromofenil 

250 μL), após lavagem com PBS estéril e fervido em seguida a 90ºC por 5 

minutos. As proteínas totais foram posteriormente submetidas à eletroforese em SDS-

PAGE (50 µL de amostra em gradiente de acrilamida 10%, 125 V por 

aproximadamente 1 hora e 30 minutos) e transferida para uma membrana de 

nitrocelulose umedecida em tampão de transferência (100 mL de 25 mM Tris, 192 mM 

glicina pH 8 quando dissolvidos em 80 mL de H2O MiliQ e 20 mL de metanol). A 

transferência foi feita a 90 Volts, por 2 horas. Após a transferência, a membrana foi 

incubada por 1 h ou por 16 h com solução bloqueadora de leite 5% em TBST (50 mM 

Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20). Posteriormente, a membrana foi 

lavada com TBST, e incubada por 16 h com o anticorpo primário anti-PPAR (clone 

H100, ou clone E8 Santa Cruz Biotechnology) diluição 1:400. Como controle positivo 

experimental, usamos um anticorpo monoclonal anti-β-actina (BD Transduction 

Laboratories) na concentração de 1:5.000. Após este tempo, as membranas foram 

lavadas com TBST, e as proteínas de interesse foram então identificadas pela 

incubação da membrana com anticorpos secundários anti-coelho ou anti-camundongo 

(Pierce), conjugado a peroxidase (HRP) diluídos na hora do uso na concentração de 

1:20.000 anti-coelho ou 1:15.000 anti-camundongo. Todos os anticorpos primários e 

secundários foram diluídos em TBST. A detecção foi feita com o sistema de análise 

de “Western blotting “Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana 

exposta a filme de autoradiografia (Amersham Hyperfilm ECL – High performance 

chemiluminescense film) GE Healthcare Limited. 
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3.9 – DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

 
Os níveis das citocinas IL-10 e TNF-α e adipocinas leptina e adiponectina foram 

detectadas no sobrenadante dos macrófagos e no sobrenadante dos adipócitos 

(“Input”) foram dosados pela técnica de ELISA segundo o protocolo oferecido pela 

fabricante (R&D Systems). A quantificação foi mensurada a partir das curvas padrão 

proveniente da diluição realizada. A leitura foi realizada em 450 nm utilizando o 

programa Softmax Pro. 

 

 

 
3.10 – DOSAGEM DE NITRITO 

 
 

O sobrenadante dos macrófagos peritoneiais, estimulados com sobrenadante de 

adipócitos, ou não, e infectados com M. bovis, ou não, foi recolhido e o óxido nítrico 

determinado de forma indireta por meio da conversão de nitrato (NO3
-) a nitrito (NO2

-

), pela ação da enzima nitrato-redutase e o nitrito quantificado pela reação de Griess. 

Para a reação de Griess adicionou-se a 100 µL de sobrenadante, 100 µL do reagente 

de Griess (Sulfonilamida em H3PO4 5%/ N-1-naftil-etilenodiamia dihidrocloreto em 

água destilada) e após 10 minutos a absorbância foi lida em leitor de microplaca a 560 

nm. A concentração de nitrito foi determinada usando uma curva padrão de nitrato de 

sódio (500 a 8,7 ng/mL) e expressos em µM de NO. 

 

 
3.11 –  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

segundo ANOVA seguido pelo teste t de Student, com significância de p< 0.05 Os 

gráficos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism®7(GraphPad 

Software). 
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4 –  RESULTADOS 

 
 

4.1. DIFERENCIAÇÃO DE ADIPÓCITOS A PARTIR DE CÉLULAS NIH3T3-L1 

 
Primeiramente, confirmamos a diferenciação de pré-adipócitos da linhagem 

NIH3T3- L1. Foram avaliadas as diferenças na morfologia celular, no acúmulo e na 

hipertrofia de corpúsculos lipídicos, no dia 0 e no dia 17 de diferenciação adipogênica. 

Durante o período que antecede os estágios de diferenciação celular, as células 

encontravam-se com características morfológicas típicas de fibroblastos, 

apresentando-se alongadas, com citoplasma abundante, núcleo grande e fusiforme 

além de longos prolongamentos (Figura 8A). A partir do 4° dia em que as células 

NIH3T3-L1 foram submetidas ao processo de diferenciação, mudanças na morfologia 

celular começaram a ocorrer, e no 17º dia de diferenciação, as células apresentaram 

características típicas de adipócitos, como forma arredondada, núcleo deslocado para 

a periferia e intenso acúmulo de corpúsculos lipídicos por todo citoplasma (Figura 8B 

e 8Bi). 

A biogênese de corpúsculos lipídicos foi utilizada como indicativo de diferenciação 

adipogênica das células NIH3T3-L1. A partir do 4° dia em que as células foram 

submetidas ao processo de indução de diferenciação, foi verificado um aumento em 

número e tamanho de corpúsculos lipídicos (Figura 8C). No 17º dia, onde observamos 

a morfologia de adipócitos completamente diferenciados, esse aumento foi 

considerável ao se comparar com as NIH3T3-L1 (Figura 8E e F). As análises foram 

feitas com a coloração de Oil Red O (ORO), corante específico para lipídios neutros, 

e DAPI para o núcleo, sendo observadas por microscopia de fluorescência. Observou-

se que quanto maior o tempo de diferenciação das células e mais precisamente no 

17º dia, maior o acúmulo de corpúsculos lipídicos, indicando que as células estavam 

em estágio completo de diferenciação. Aumento este que se mostrou significativo 

Celulas pré-adipogênicas em seu estado indiferenciado, possuem baixa 

quantidade de corpúsculos lipídicos quando comparadas aos adipócitos 

diferenciados, o que foi evidenciado pela marcação com Oro Red O (Figura 8E).
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Figura 8: Análise do processo de diferenciação celular. (A) Morfologia de NIH3T3-L1 
indiferenciadas, aumento de 20x e (B) Morfologia de adipócitos diferenciados, no 17º dia de 
diferenciação adipogênica, aumento de 10x e (Bi) ampliação do campo. As imagens foram obtidas 
a partir de microscópio de fluorescência invertido Nikon Eclipse TS100 no aumento de 20x. (C) 
Análise por microscopia de fluorescência de adipócitos diferenciados; (D) Análise por microscopia 
de luz de adipócitos diferenciados. As células foram coradas com ORO e em seguida marcadas com 
corante DAPI para observação dos núcleos. As imagens foram obtidas por microscópio de 
fluorescência invertido, em aumento de 20x. (E) Quantificação de corpúsculos lipídicos em células 
NIH3T3- L1 e adipócitos. (*) Indica diferença significativa entre os grupos. As colunas representam 
a média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
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4.2 - BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS EM MACRÓFAGOS 

ESTIMULADOS OU NÃO COM SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS E 

INFECTADOS OU NÃO COM Mycobacterium bovis BCG 

 
Nós avaliamos a biogênese de Corpúsculos Lipídicos em macrófagos peritoneais 

infectados ou não com Mycobacterium bovis BCG com (MOI 1:1) (Figura 9) ou (MOI 

5:1) (Figura 10) e estimulados (+) ou não (-) com sobrenadante de adipócitos 

diferenciados. Os gráficos indicam respectivamente tempos de 6, 24 e 48 horas após 

a infecção micobacteriana. 

    Em MOI 1: 1, nossos resultados indicaram que a infecção micobacteriana foi 

capaz de induzir a formação de CL de modo significativo após 24 e 48 h, mas não em 

6 horas. De modo interessante, podemos observar que o sobrenadante dos adipócitos 

foi capaz de induzir a formação de CL em macrófagos não infectados evento que foi 

inibido na presença do BCG nos três tempos analisados (Figura 9). 

Em MOI 5:1 podemos observar que nos três tempos avaliados BCG foi capaz 

de induzir a formação de CL, evento que pareceu ser potencializado na presença de 

sobrenadante de adipócitos (Figura 10). Comparando-se apenas os grupos controles, 

podemos notar que o estímulo com sobrenadante proporcionou uma maior biogênese 

de corpúsculos lipídicos em macrófagos peritoneais, sendo estatisticamente 

significativa para 24 e 48 h. 
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MOI 1:1 
 

 
 

 

 
Figura 9: Biogênese de Corpúsculos Lipídicos em macrófagos infectados ou não por M. bovis 
BCG, MOI 1:1, estimulados (+) ou não com sobrenadante de adipócitos (-). O estímulo com 
sobrenadante é indicado com sinal +. (A) 6 hs após a infecção; (B) 24 hs após a Infecção e (C) 48 hs 
após infecção. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. (s) indica diferença 
significativa entre o grupo controle meio de cultura (ausência de sobrenadante) e controle estimulado. 
As colunas representam a média ± erro padrão de 3 experimentos consecutivos, sendo as diferenças 
significativas para p ≤ 0,05
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MOI 5:1 
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Figura 10: Biogênese de Corpúsculos Lipídicos em macrófagos infectados ou não por M. bovis 
BCG, MOI 5:1, estimulados (+) ou não com sobrenadante de adipócitos (-). O estímulo com 
sobrenadante é indicado com sinal +. (A e B) 6 hs após a Infecção; (C e D) 24 hs após a infecção e (E 
e F) 48 hs após infecção. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle; (#) indica 
diferença significativa entre grupo BCG meio de cultura (ausência de sobrenadante) e BCG estimulado 
com sobrenadante; (s) indica diferença significativa entre o grupo controle meio de cultura (ausência 
de sobrenadante) e controle estimulado. As colunas representam a média ± erro padrão de 3 
experimentos consecutivos, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. As imagens foram obtidas 
por microscópio de fluorescência e a análise da formação de Corpúsculos Lipídicos foi feita após 

coloração com Oil Red O, contra-coloração do núcleo com DAPI, aumento de 100X. 
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4.3 – PRODUÇÃO DE CITOCINAS EM MACRÓFAGOS ESTIMULADOS OU NÃO 

COM SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS E INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium bovis BCG 

 
Nós avaliamos a produção das citocinas TNFα (Figura 11) e IL-10 (Figura 12), 

através de ensaio de ELISA, nos tempos de 6, 24 e 48 horas de infecção por M. bovis 

BCG, com MOI 1:1 ou MOI 5:1 e/ou estímulo com sobrenadante de adipócitos. 

Nos macrófagos os níveis de TNF-α no tempo de 24 horas, foram aumentados, na 

presença de sobrenadante de adipócitos, e durante a infecção (MOI 1:1) este efeito 

pareceu ser potencializado o que não foi observado para os tempos de 6 e 48 h (Figura 

11 A). Os macrófagos infectados com MOI 5:1 produziram quantidades significativas 

de TNF-α nos tempos de 6h e 48h, e esta produção não foi alterada após o estímulo 

com sobrenadante dos adipócitos. De maneira interessante para MOI 5:1 os 

macrófagos 

 

infectados por BCG na presença do sobrenadante tiverem seus níveis de TNF-α 

significativamente diminuídos no tempo de 24 h, efeito este que não foi observado 

para os tempos de 6 e 48h (Figura 11B). 

Os níveis de IL-10 encontrados nos três tempos de infecção, para MOI 1:1 

apresentaram um leve aumento quando comparados aos macrófagos controles. Nos 

macrófagos estimulados com sobrenadante e infectados com BCG houve uma 

diferença significativa quando comparados aos macrófagos apenas estimulados após 

6 e 24h, para 48 h apesar de não ser significativo, observamos o mesmo perfil de 

indução (Figura 12A). Em MOI 5:1 apesar do BCG apresentar um perfil de indução de 

IL-10 os valores não foram significativos quando comparamos com seus respectivos 

controles (Figura 12B). 
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Figura 11: Síntese de TNF-α: Síntese de TNF-α em macrófagos peritoneais em grupos controles ou 
infectados com M. bovis BCG, (A) MOI 1:1 (B) MOI 5:1, estimulados (+) ou não (-) com sobrenadante 
de adipócitos. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. (#) indica diferença 
significativa entre grupo BCG meio de cultura (ausência de sobrenadante) e BCG estimulado com 
sobrenadante; (s) indica diferença significativa entre o grupo controle meio de cultura (ausência de 
sobrenadante) e controle estimulado. As colunas representam a média ± erro padrão de 3 experimentos 
consecutivos, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,0.



54  

 

 
 

 

 
 
Figura 12: Síntese de IL-10: Síntese de IL-10 em macrófagos peritoneais em grupos controles ou 

infectados com M. bovis BCG, (A) MOI 1:1 e (B) MOI 5:1, estimulados (+) ou não (-) com sobrenadante 

de adipócitos. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. As colunas representam 

a média ± erro padrão de 3 experimentos consecutivos, sendo as diferenças significativas para p ≤ 

0,05. 
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4.4 – PRODUÇÃO DE ADIPOCINAS EM MACRÓFAGOS ESTIMULADOS OU 

NÃO COM SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS E INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium bovis BCG 

 
Nós avaliamos os níveis de leptina e adiponectina em cultura de macrófagos 

estimulados com sobrenadante de adipócitos, ou não, e infectados com M. bovis BCG 

(MOI 5:1), ou não, através de ensaio de ELISA, nos tempos de 6, 24 e 48 horas. 

Não foram encontrados níveis significativos da produção de leptina pelos 

macrófagos, nem com relação aos grupos estimulados com sobrenadante, nem nos 

grupos não estimulados (dados não mostrados). Além disso, foram encontrados 

baixos níveis de leptina no sobrenadante de adipócitos diferenciados, sendo este 

coletado no 17º dia de diferenciação (dados não mostrados). 

Quanto aos níveis de adiponectina, os grupos não estimulados produziram níveis 

não quantificados quando comparados aos grupos estimulados com sobrenadante, 

onde a produção desta adipocina foi extremamente elevada (Figura 13). Podemos 

observar ainda, que a presença de M. bovis BCG induziu uma diminuição significativa 

na produção de adiponectina em 6 horas de infecção e estímulo com sobrenadante, 

o que foi intensificado após 24 horas e mantido após 48 horas, nas mesmas 

condições. 

 
 

 
 
Figura 13: Síntese de Adiponectina: Síntese de Adiponectina em macrófagos peritoneais em grupos 
controles ou infectados com M. bovis BCG, MOI 5:1, estimulados (+) ou não (-) com sobrenadante de 
adipócitos. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. As colunas representam a 
média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05 
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4.5 – PRODUÇÃO DE NITRITO EM MACRÓFAGOS ESTIMULADOS OU NÃO 

COM SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS E INFECTADOS OU NÃO COM 

MYCOBACTERIUM BOVIS BCG.. 

 
A produção de Óxido Nitrico (NO) por macrófagos peritoneais foi avaliada por 

detecção de nitrito nos grupos estimulados com sobrenadante de adipócitos, ou não, 

e infectados com M. bovis BCG, ou não (Figura 14). 

No tempo de 6 horas, os níveis de nitrito permaneceu praticamente inalterado 

entre os grupos, não sendo observada nenhuma diferença significativa entre os 

mesmos. No entanto, após 24 horas de infecção micobacteriana verficamos uma 

indução na produção de nitrito que não foi alterada pelo estímulo com sobrenadante 

de adipócitos. No tempo de 48 horas, este resultado apresentou o mesmo perfil, 

apesar de não ser significativo, (Figura 14). 

 

 

 
Figura 14: Produção de Nitrito: Produção de NO em macrófagos peritoneais em grupos controles ou 
infectados com M. bovis BCG, MOI 5:1, estimulados (+) ou não (-) com sobrenadante de adipócitos. (*) 
Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. As colunas representam a média ± erro 
padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05 
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4.6 – EXPRESSÃO DE PPARγ EM MACRÓFAGOS ESTIMULADOS OU NÃO COM 

SOBRENADANTE DE ADIPÓCITOS E INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium bovis BCG 

 
A expressão do receptor nuclear PPARγ foi analisada a partir da técnica de 

Western Blot, durante os tempos de 6, 24 e 48 hs de infecção micobacteriana, ou não, 

e estímulo com sobrenadante de adipócitos, ou não (Figura 15). O resultado indica 

que a expressão gênica de PPARγ é aumentada na presença de infecção nos três 

tempos analisados e o estímulo com sobrenadante de adipócitos potencializou essa 

expressão em todos os tempos. De modo interessante o estímulo com sobrenadante 

nos macrófagos controles também mostrou um perfil aumentado de indução da 

expressão quando comparados aos macrófagos controles que não foram estimulados 

com sobrenadante.. 

 
 
 

 
 
   

 
 

 
Figura 15: Expressão de PPARγ: Macrófagos foram estimulados com sobrenadante de adipócitos 
(SA +) ou não (SA -) e infectados com M. bovis BCG MOI 5:1 (BCG +) ou não (BCG -), durante 6, 24 
e 48 horas. 
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4.7 – PRODUÇÃO DAS CITOCINAS TNF-α E IL-10 EM ADIPÓCITOS INFECTADOS 

 
 

Nós avaliamos o efeito da infecção com M. bovis BCG (MOI1:1) e (MOI 5:1) em 

adipócitos na produção de citocinas inflamatórias. As células foram mantidas em meio 

RPMI 2% de soro por mais 24 horas após o 17º dia de diferenciação. Os resultados 

indicam que a infecção micobacteriana não alterou os níveis de TNF comparando-se 

os grupos controle. Porém, a dosagem de IL-10 indicou a produção dessa citocina 

pelos adipócitos, onde se observou um decréscimo não significativo dessa citocina 

comparando-se os grupos controle e infectados com 1 bacilo/célula ou 5 bacilos/célula 

(Figura 16). 

 

 

 

    
 
              
 
 
Figura 16: Produção de citocinas por adipócitos infectados. A) Produção de TNFα. B) Produção 
de IL-10. Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos. As colunas representam a 
média ± erro padrão.
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4 – DISCUSSÃO 

 
 

Nas últimas décadas, a extensão da expectativa de vida e o consumo em excesso 

de alimentos ricos em gorduras saturadas e açúcares expuseram a população em 

geral a problemas de saúde emergentes. A chamada síndrome metabólica (SM) é 

composta por um conjunto de fatores como obesidade, dislipidemia, hiperglicemia e 

hipertensão, e vem aumentando nos países industrializados e em desenvolvimento, 

levando ao aparecimento precoce de doenças relacionadas (Oglesby et al. 2006). 

Todo conjunto de fatores de SM contribui para o desenvolvimento de um estado 

inflamatório chamado metainflamação, o qual está associada à ativação da resposta 

imune inata (Mastrocola et al. 2017). 

Além de fatores genéticos, vários fatores ambientais também estão 

relacionados ao aumento da massa de tecido adiposo. Este tecido é responsável pela 

secreção de hormônios e diversas moléculas regulatórias, muitas delas pró-

inflamatórias responsáveis pela ativação do sistema imunológico e sendo assim 

relacionadas a um estado inflamatório juntamente a um estresse oxidativo (Kang et 

al. 2017; Prado et al. 2009; Keane et al. 2017; Lafontan et al. 2005). Os macrófagos 

são um exemplo de células de defesa infiltradas no tecido adiposo em resposta à 

fatores inflamatórios produzidos por adipócitos que se intensificam com a obesidade, 

como o TNF-α e MCP-1. Diversas outras adipocinas são secretadas pelo tecido 

adiposo, destacando-se a leptina, a adiponectina, a adipsina, a resistina, o PAI-1, IL-

1β, IL-6 e IL-8, o IGF-1, a visfatina, entre outros, que também aumentam na 

obesidade, com exceção da adiponectina, (Lauterbach et al. 2017). Esses fatores 

produzidos tanto por macrófagos quanto pelo tecido adiposo caem na corrente 

sanguínea, tornando a inflamação sistêmica (Hotamisligil 2006; Hellmann et al. 2013; 

Ray et al. 2016; Guilherme et al. 2008). 

Devido ao impacto da obesidade como doença inflamatória e sua relação com 

o sistema imune ser pouco compreendido, nosso trabalho busca elucidar os 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na interação entre macrófagos e 

adipócitos e desvendar os processos da resposta inflamatória e metabolismo lipídico 

durante a patogênese micobacteriana in vitro. 

Primeiramente, buscamos o estabelecimento do protocolo de diferenciação celular 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keane%20KN%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28402325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lauterbach%20MA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28233125
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adipogênica, utilizando para isso a linhagem de pré-adipócitos NIH3T3-L1. Este é o 

modelo de estudo do processo de adipogênese mais bem caracterizado e vários 

trabalhos tem sido realizados com base nesse modelo (Ntambi et al. 2000; Guilin et 

al. 2017; Wu et al. 2017, Maya-Monteiro et al. 2008; Fazolini et al. 2015 Jeffery et al. 

2015). Nossos resultados confirmaram o estabelecimento do processo de 

diferenciação celular a partir  da análise de células indiferenciadas e adipócitos 

completamente diferenciados (Figura 8) (Dissertação de mestrado, Amaral, L. P.). 

Comparações da morfologia celular foram feitas assim como a biogênese de 

corpúsculos lipídicos. As células passaram de morfologia alongada, citoplasma 

abundante, núcleo grande e fusiforme e longos prolongamentos para células com 

forma arredondada, núcleo deslocado para a periferia e intenso acúmulo corpúsculos 

lipídicos por todo citoplasma. A adipogênese é caracterizada pela biogênese e 

hipertrofia dos corpúsculos lipídicos, indicando o amadurecimento de adipócitos em 

formação, além da proliferação e migração de células precursoras de adipócitos 

(Jeffery et al. 2015; Spalding et al. 2008). 

Vários trabalhos recentes têm demonstrado que os corpúsculos lipídicos estão 

relacionados a um processo inflamatório onde a partir de estímulos inflamatórios e 

infecciosos, um aumento em número e tamanho é observado, ver revisão (Bozza e 

Bandeira-Melo, 2005, Bozza et al., 2009). Macrófagos que acumulam grandes 

quantidades de corpúsculos lipídicos (chamados macrófagos espumosos) têm sido 

caracterizados durante infecções por Mycobacterium tuberculosis (Cardona et al., 

200; Peyron et al., 2008), M.bovis BCG (D’Avila et al, 2008; Almeida et al, 2009; 

Almeida et al. 2014;) e por Mycobacterium leprae (de Mattos K. A. et al. 2012), como 

estratégia intracelulares eficaz para adquirir lipídios e modular a resposta imune a fim 

de favorecer a sobrevivência micobacteriana. 

Assim, neste estudo, nós analisamos a produção de corpúsculos lipídicos por 

macrófagos estimulados ou não com sobrenadante de adipócitos e infectados ou não 

com M. bovis BCG, MOI 1:1 e MOI 5:1, em três tempos diferentes de estímulo e 

infecção, 6, 24 e 48 horas. Na infecção com MOI 5:1, nos três tempos, a micobactéria 

induziu o aumento de corpúsculos lipídicos, sendo que nos grupos estimulados com 

sobrenadante, este aumento foi potencializado e significativo, quando comparados 

aos macrófagos infectados que não receberam sobrenadante (Figura 10).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20W%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28535682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
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         Curiosamente, a infecção com MOI 1:1, não foi capaz de induzir o mesmo perfil 

de biogênese de corpúsculos lipídicos (Figura 9), quando comparados aos níveis 

induzidos por MOI5:1. Mas de modo interessante, nos macrófagos estimulados com 

sobrenadante, na presença de infecção com MOI 1:1 observamos uma modulação 

negativa na biogênese de corpúsculos lipídicos quando comparados aos controles 

apenas estimulados com sobrenadante. 

Estudos anteriores de nosso grupo demonstram que patógenos intracelulares 

como o M. bovis BCG, pode induzir um mecanismo de escape regulando uma das 

diferentes vias de sinalização celular na formação do CL dentro dos leucócitos – a via 

do receptor nuclear PPARγ (Almeida 2009, Almeida et al. 2014). A expressão de 

PPARγ também foi analisada nos tempos de 6, 24 e 48 horas de infecção (Figura 15), 

e os resultados demonstraram que a expressão deste receptor ocorreu em maiores 

níveis nos grupos infectados, sendo potencializada diante de estímulo com 

sobrenadante. Isso indica um possível efeito de fatores secretados presentes no 

sobrenadante de adipócitos na indução da formação de corpúsculos lipídicos e 

expressão de PPARγ. 

Alguns estudos demonstraram também que macrófagos possuem 

mecanismos para absorver lipídios no tecido adiposo, sendo este outro fator que 

poderia estar contribuindo para o aumento de corpúsculos lipídicos por macrófagos 

em contato com sobrenadante de adipócitos (Lindsey et al. 2014 e Cinti et al. 2005). 

Além de aderirem a adipócitos ou gotículas lipídicas, já foi observado que os 

macrófagos formam contatos uns com os outros quando envolvem os adipócitos 

muito maiores, sendo observadas células gigantes multinucleares encontradas em 

distúrbios granulomatosos (Okamoto et al. 2003). Em estudos anteriores 

demonstraram que a co-cultura de adipócitos diferenciados a partir da linhagem 

NIH3T3-L1 e macrófagos da linhagem RAW264 resulta na regulação de citocinas 

inflamatórias como TNF-α e MCP-1 (Suganami et al. 2017). Tais alterações 

inflamatórias são induzidas em co-cultura sem contato entre as células, sugerindo o 

papel de fatores solúveis (Suganami et al. 2017). Macrófagos co-cultivados com 

adipócitos e estimulados com LPS, produziram níveis mais elevados de IL-6, bem 

como de MCP-1 (Yamashita et al. 2008). Além disso, a expressão de genes 

associados com a resistência à insulina e risco cardiovascular (como os 

codificadores de IL-6, MCP-1, RANTES e CXCL1/KC) estava aumentada    em
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adipócitos quando co-cultivados com macrófagos na presença de LPS (Yamashita et 

al. 2008). Esses dados suportam a hipótese de que o tecido adiposo pode 

desempenhar um papel importante na amplificação da inflamação e a interação 

adipócitos-macrófagos desempenha um papel fundamental. 

   Nós avaliamos a secreção das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-10 por 

macrófagos estimulados ou não com sobrenadante de adipócitos e infectados ou não 

com M. bovis BCG com MOI 1:1 ou MOI 5:1. Para MOI 5:1, nossos resultados 

indicaram que a produção de TNF-α foi maior nos grupos infectados, quando 

comparado aos grupos controles correspondentes (Figura 11 B). Tal aumento, foi 

potencializado pela presença de sobrenadante, nos tempos de 6 e 48 horas de 

infecção. Curiosamente, o tempo de 24 horas, onde é observado o pico de formação 

de corpúsculos lipídicos, a produção de TNF-α decaiu significativamente no grupo 

infectado estimulado, quando comparado ao grupo infectado não estimulado (Figura 

11 B). 

O TNF-α, é secretado principalmente por macrófagos e possui diversas ações 

pró- inflamatórias. Além de causar a morte de células tumorais, TNF-α pode promover 

a resposta imune e inflamatória estimulando outras citocinas que combatem 

infecções, e recrutando neutrófilos e monócitos para o local da infecção, além de ativá-

los. (Shen et al. 2017; Xu et al. 2017; Nourian et al. 2017). TNF-α também está 

envolvido na associação da hipertensão e dislipidemia com a obesidade e resistência 

à insulina. Pode estimular a lipólise e inibir a lipase lipoprotéica, aumentando os ácidos 

graxos livres no plasma e causando resistência a insulina. No tecido adiposo ele inibe 

a produção de adiponectina e estimula a produção de IL-6, o que também contribui 

para esta resistência. Estudos demonstram que pacientes obesos apresentam níveis 

de TNF-α maiores quando comparados ao grupo controle, o que sugere que a 

obesidade está associada com um aumento dos níveis plasmáticos dessa citocina. 

(Saxena et al. 2013). Outra das suas funções é a inibição da expressão de PPARγ em 

vários estágios, incluindo a transcrição, estabilidade do RNAm e síntese protéica nos 

adipócitos (Guilherme et al. 2008; Tang et al. 2006) durante a obesidade. 

Considerando o papel de PPARγ na indução do acúmulo lipídico (Lefterova et al. 2014; 

Christodoulides and Vidal-Puig 2010; Arimura et al. 2004), sua inibição acaba levando 

ao aumento de ácidos graxos livres circulantes, causando grande impacto na 

sensibilidade à insulina e processos inflamatórios. Essa inibição não  foi observada  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saxena%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=24057184
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em nossos resultados de 6, 24 e 48 horas, na presença de infecção, onde há produção 

de TNF-α e expressão de PPARγ (Figura 11B e 15). Além disso, apesar da dosagem 

de TNF-α ser maior nos grupos que receberam estímulo com sobrenadante de 

adipócitos (Figura 11), nossos resultados demonstraram que a produção dessa 

citocina está provavelmente mais associada à sua produção por macrófagos e não 

por adipócitos (Figura 16) 

Além disso, a baixa produção de TNF-α pelos adipócitos infectados (Figura 16 

A) demonstra que essa citocina é produzida pelos macrófagos e não por adipócitos, 

onde a produção de TNF-α reduzida é característica, o que corrobora com estudos 

anteriores (Weisberg et al. 2003; Takuya et al. 2008; Okamoto et al. 2003). 

Os níveis basais de corpúsculos lipídicos encontrados nos macrófagos infectados 

com MOI 1:1 e estimulados com sobrenadante, acompanha altos níveis de TNF-α às 

6, 24 e 48 h de infecção, o que não é observado em MOI 5:1. Isto indica possíveis 

efeitos imunorregulatórios da concentração micobacteriana por célula infectada, no 

que diz respeito aos níveis de citocina TNF-α, biogênese de corpúsculos lipídicos e 

tempo de infecção.Estudos recentes vêm contestando a ideia de que a interação entre 

adipócitos e macrófagos fornece um perfil pró-inflamatório de macrófagos no tecido 

adiposo obeso. Os resultados apontam efeitos moduladores dos adipócitos sobre o 

fenótipo de macrófagos em seres humanos indicando possíveis vias moleculares 

envolvidas. Meios condicionados de adipócitos (ACM) reduzem fortemente a secreção 

de IL-12p40 por macrófagos estimulados com LPS, enquanto que a produção de TNF-

α e outras citocinas permaneceram praticamente inalteradas. Lipídios identificados em 

ACM – PGE2, ácido linoleico e ácido oleico, foram potentes inibidores da secreção de 

IL-12p40 (Inge et al. 2017). 

Neste estudo, nós avaliamos os níveis de IL-10, uma citocina de resposta anti- 

inflamatórias característica, que possui efeitos imunoregulatórios sobre macrófagos e 

sobre a produção de outras citocinas pró-inflamatórias. É capaz também de inibir a 

proliferação de células Th1 e favorecer o desenvolvimento de respostas Th2 (Xue et 

al. 2017; Kubota et al. 2017; Alvarado et al. 2017). Nossos resultados não 

demonstraram diferenças importantes de produção de IL-10 entre os tempos de 

estímulo. Apesar de um aumento significativo ser notado entre os grupos controles e 

infectados com MOI 1:1, que receberam sobrenadante de adipócitos às 6 e 24 hs. Em 

MOI 5:1 apesar de não significativo houve um perfil de indução da produção de IL-10 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20X%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28494464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubota%20K%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28496107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvarado-Vazquez%20PA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28545809
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nos macrófagos estimulados e infectados quando comparados aos seus controles, em 

todos os tempos analisados (Figura 12 A e B). 

A produção de adipocinas pelo tecido adiposo desempenha função-chave nas 

complicações cardiometabólicas induzidas pela obesidade. A leptina desempenha 

função importante na manutenção da homeostase metabólica, incluindo a 

sensibilidade à insulina, regulação dos depósitos energéticos, diminuindo a ingestão 

alimentar e aumentando o gasto energético e na fertilidade (Jéquier et al. 2002). Nós 

dosamos os níveis de leptina na cultura de macrófagos estimulados ou não com 

sobrenadante de adipócitos, e infectados ou não com M. bovis BCG. Não foram 

encontrados níveis significantes de leptina em nenhum dos grupos e tempos 

analisados, assim como na dosagem de sobrenadante de adipócitos (Input), indicando 

que a presença de infecção e sobrenadante, não leva à sua produção por macrófagos, 

in vitro (Figura 13). 

          Nós também dosamos os níveis de adiponectina na cultura de macrófagos 

neste mesmo modelo de estudo. A adiponectina é um hormônio peptídico produzido 

no tecido adiposo, Dentre suas funções, estão o controle da ingestão alimentar, 

homeostase energética, proteção contra aterosclerose e o aumento da sensibilidade 

à insulina. No entanto a obesidade pode levar a um aumento da massa do tecido 

adiposo, podendoacarretar em uma resistência à insulina. Estudos com roedores e 

humanos que tiveram uma dieta hipercalórica, mostraram que houve uma diminuição 

na concentração de adiponectina, levando a diminuição da concentração de insulina 

e no desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Weyer et al. 2001). Nossos resultados 

confirmaram essa diminuição, conforme mostram os dados do “Input” (Figura 13). 

Porém, interessantemente, a cultura de macrófagos estimulados com sobrenadante 

de adipócitos, levou ao aumento exacerbado da produção desta adipocina. Além 

disso, tal efeito foi inibido diante da presença de infecção com Mycobacterium bovis 

BCG (Figura 13). 

De acordo com van Stijn et al. 2015, a adiponectina exerce efeitos anti- 

inflamatórios, antidiabéticos e antiaterogênicos através de seus receptores (AdipoRs), 

AdipoR1 e AdipoR2, sendo, este, um importante alvo terapêutico. A ativação clássica  

(M1) de macrófagos pode suprimir a expressão de AdipoR, enquanto que a ativação 

alternativa (M2) a preserva. Além disso, os fenótipos de polarização de macrófagos 

produziram respostas inflamatórias contrastantes para adiponectina. Nos macrófagos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Stijn%20CM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25392268
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M1, as citocinas pró-inflamatórias induzidas pela adiponectina, aumentaram os níveis 

de TNF- α, IL-6 e IL-12 e AdipoR. Em contraste, em macrófagos M2, a adiponectina 

induziu IL-10 sem alterar a expressão de AdipoR (van Stijn et al. 2015). No entanto, 

fatores que regulam a expressão de AdipoR em monócitos / macrófagos são mal 

compreendidos e a importância da ativação de macrófagos polarizados no controle da 

expressão de AdipoR e da resposta inflamatória mediada por adiponectina ainda não 

foi investigada. 

Estudos anteriores já demonstraram a produção de óxido nítrico por macrófagos 

perante ativação e estímulo de infecções, sendo este composto, portanto, também um 

marcador de polarização macrofágica (Caruso et al. 2017; Tsikas et al. 2017; Bueno-

Silva et al. 2017). O óxido nítrico está envolvido em muitos processos fisiológicos, que 

incluem neurotransmissão, controle da pressão sanguínea, coagulação do sangue e 

participação na capacidade do sistema imunológico de destruir células tumorais e 

parasitas intracelulares (Queiroz et al. 1999). Esta situação ativa a resposta 

imunológica, estimulando a síntese de i-NOS pelos macrófagos e, consequentemente, 

aumenta a concentração de óxido nítrico citotóxico que produzido em quantidades 

excessivas, destrói as células invasoras. No entanto, nossos resultados, 

demonstraram que a concentração de nitrito, medida indireta da produção de NO, foi 

estatisticamente diferente entre os grupos infectados e controle somente após 24 

horas de infecção e estímulo com sobrenadante, começando a se observar um leve 

decréscimo no grupo infectado e estimulado após 48 horas de infecção. No tempo de 

6 horas, também não houve diferenças significativas entre os grupos analisados, 

demonstrando possivelmente que apresença de sobrenadante de adipócitos não 

interfere na produção de NO por macrófagos infectados com M. bovis BCG (Figura 

14). 

Como já mencionado, Mycobacterium tuberculosis (M. tb) infecta vários tipos de 

células, permitindo sua permanência no hospedeiro por longos períodos. Os 

adipócitos foram propostos como nichos para M. tb no estado latente, e por isso, 

entender a interação de patógenos virulentos com adipócitos é importante (Jong et al. 

2011). Nós infectamos adipócitos diferenciados da linhagem NIH3T3-L1 e avaliamos 

os níveis de TNF-α e IL-10 produzidos. Nossos resultados indicaram baixa produção 

de TNF-α pelos adipócitos, não sendo encontrada nenhuma diferença significativa 

entre os grupos analisados (Figura 16 A). Quanto à produção de IL-10, verificou-se 

que adipócitos produzem essa citocina, porém nenhuma diferença significativa foi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Stijn%20CM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25392268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsikas%20D%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28579469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bueno-Silva%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28624363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bueno-Silva%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28624363
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observada entre o grupo controle e os grupos infectados com MOI 1:1 ou 5:1 (Figura 

16 B). 

Estudos anteriores revelaram que cepas virulentas e atenuadas mantiveram 

estados não replicantes nos adipócitos até 10 dias após a infecção (Jong et al. 2011). 

Além disso, níveis de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-12p40, IL-6 e IL-17, 

e óxido nítrico apresentaram níveis mais baixos nos adipócitos infectados com cepas 

virulentas do que aqueles infectados com cepas atenuadas de M. tb Em contraste, as 

citocinas anti- inflamatórias, IL-10 e IL-4, foram induzidos maioritariamente pelas 

cepas virulentas (Kim et al. 2011; Pooja et al. 2014). Em conjuntos, estes dados 

indicam que micobactérias regulam a produção de citocinas e biogênese de 

corpúsculos lipídicos a fim de favorecer sua permanência na célula hospedeira e a 

evasão imunológica, sendo favorecida por fatores solúveis secretados por adipócitos. 

Nossos dados confirmam que a interação entre macrófagos e fatores secretados 

por adipócitos é um processo complexo e estudos mais aprofundados merecem ser 

feitos a fim de esclarecer, as relações entre adipócitos e macrófagos, no que diz 

respeito ao metabolismo de lipídios e resposta imune, frente a condições patológicas 

diversas, como por exemplo, em infecções micobacterianas. 
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5 – CONCLUSÕES: 

 
 

De acordo com os resultados deste projeto de pesquisa e modelo de estudo 

envolvendo o papel modulador de adipócitos na ativação macrofágica durante a 

infecção por Mycobacterium bovis BCG in vitro, podemos chegar às seguintes 

conclusões: 

 

 
• Confirmando estudos anteriores (Dissertação de mestrado – Amaral, L. P.), a 

diferenciação de adipócitos a partir de células NIH3T3-L1 é um processo eficiente com 

pico por volta do 17º dia diferenciação celular e que leva à mudanças na morfologia 

celular e acúmulo de corpúsculos lipídicos 

 
• O estímulo de macrófagos com sobrenadante de adipócitos leva ao aumento da 

biogênese de corpúsculos lipídicos, sendo este aumento potencializado pela presença 

de infecção com M. bovis BCG em MOI 5:1 

 
• O estímulo de macrófagos com sobrenadante de adipócitos leva ao aumento da 

citocina TNF-α, sendo aumento potencializado pela infecção micobacteriana apenas 

nos tempos de 6 e 48 horas 

 
• No tempo de 24 horas de infecção e estímulo com sobrenadante de adipócitos, os 

níveis de TNF-α decai significativamente em MOI 5:1 

 
• Os níveis de IL-10 aumentam significativamente apenas na presença de infecção (MOI 

1:1) e estimulo com sobrenadante de adipócitos, apesar de um aumento ser notado 

para MOI 5:1 os valores não foram significativos 

 
• Macrófagos peritoneais produziram níveis altíssimos de adiponectina na presença de 

sobrenadante de adipócitos e a infecção micobacteriana modulou negativamente esta 

produção 

 
• A infecção por M. bovis BCG em macrófagos estimulados ou não com sobrenadante 

de adipócitos induziu a produção de nitrito em níveis similares e significativos, quando 

comparados aos seus controles apenas no tempo de 24 h 
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• A expressão de PPARγ é induzida pela infecção com M. bovis BCG no tempo de 6, 

24 e 48 horas e é potencializada pelo estímulo com sobrenadante de adipócitos 

• Adipócitos infectados produzem baixos níveis de TNF-α e IL-10 e a presença de 

infecção com MOI 1:1 ou MOI 5:1 não interfere na síntese dessas citocinas 

 

                            

 

Figura 17: Modulação de macrófagos Infectados por fatores solúveis secretados por adipócitos: 
Moléculas secretadas por adipócitos são reconhecidas por adipócitos levando a alterações no 
metabolismo lipídico, expressão de PPARgamma e síntese de adipocinas.  

 
Em síntese, podemos notar que adipócitos possuem um papel modulador na 

ativação de macrófagos durante a infecção por Mycobacterium bovis BCG, a partir de 

fatores solúveis secretados, o que leva a alterações no metabolismo lipídico, na 

expressão de fatores de transcrição específicos – PPARγ, síntese de citocinas 

inflamatórias, adipocinas e NO. Essas alterações no sistema imune do hospedeiro, 

durante a obesidade e as interações entre as células em questão, mostram-se de 

grande interesse na área, por se tratar de mecanismos e processos modulatórios 

ainda não muito bem compreendidos. No entanto, mais pesquisas ainda deverão ser 

realizadas, a fim de se buscar o melhor esclarecimento de como a obesidade pode 

modular a progressão de doenças infecciosas. 
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