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RESUMO 

 
 
 

A desnutrição ainda é considerada endêmica em muitos países em 
desenvolvimento, especialmente na África subsaariana e em alguns países da 
Ásia. No Brasil, a prevalência da desnutrição tem diminuído, contudo, o 
complexo desnutrição-infecção entérica pode causar efeitos de longo-prazo, 
incluindo déficits de crescimento e cognitivos, especialmente em crianças que 
vivem em áreas mais carentes, sem saneamento básico. A dieta básica 
regional (DBR), produzida para mimetizar as características da dieta do 
Nordeste Brasileiro (rica em carbohidratos e pobre em proteínas), tem sido 
utilizada em vários modelos experimentais de desnutrição, contudo poucos 
estudos têm explorado o efeito do tratamento crônico da DBR no fígado, um 
órgão central no metabolismo do colesterol e da resposta imunoinflamatória. 
Este trabalho teve como objetivo investigar as alterações histopatológicas e 
inflamatórias, além do metabolismo reverso do colesterol no fígado de 
camundongos C57BL6/J alimentados com DBR (grupo desnutrido) por 40 dias, 
após o desmame, comparado com o grupo nutrido controle, que recebeu uma 
dieta padrão. Os animais foram pesados diariamente e após 40 dias foi 
coletado o sangue para a determinação de ALT (alanino amino transferase), 
um marcador da função hepática, e o fígado para análise histopatológica 
(escore histopatológico) e para marcadores de inflamação (TNF-α e IL-10 por 
q-PCR), além da imunohistoquímica para proteína adaptadora do cálcio 
ionizado-1 (IBA-1), um marcador de célula de Kupffer, e IL-1β, além do 
metabolismo reverso do colesterol (apoE, apoA-1 e LCAT). A DBR induziu uma 
redução do ganho de peso corporal quando comparado ao grupo nutrido 
(p<0,05). Não foi encontrada diferença estatística nos níveis séricos de ALT 
entre os grupos experimentais. Nos cortes histológicos, identificamos uma 
maior marcação e aumento significativo no número de células-IBA-1 positivas 
no grupo desnutrido quando comparado ao grupo nutrido. Quanto à análise de 
expressão de citocinas houve um aumento na expressão de TNF-α (p<0,0001) 
e IL-10 (p=0,001) no grupo desnutrido com DBR, quando comparado ao grupo 
nutrido. No que se refere às análises da expressão do RNAm de APOE, APOA 
-I e LCAT, observou-se aumento significativo (p=0,04) na expressão da apoA 
no grupo desnutrido, mas não de APOE e LCAT, quando comparado ao grupo 
nutrido. Conclui-se com este estudo que a desnutrição crônica induzida pela 
DBR leva a um quadro inflamatório no fígado evidenciado por uma maior 
marcação de IL-1β e maior número de células do fígado marcadas com IBA-1, 
bem como aumento dos transcritos para TNF-α e IL-10. A DBR alterou os 
níveis de RNAm para ApoA-I, que pode indicar um distúrbio do transporte 
reverso do colesterol. 

 
 

PALAVRAS-CHAVE: Fígado. Desnutrição. Inflamação. Células de Kupffer. 
 
 



 

ABSTRACT 

 
 

Malnutrition is still considered endemic in many developing countries, especially 
in sub-Saharan Africa and some Asian countries. In Brazil, the prevalence of 
malnutrition has declined; however, the malnutrition-enteric infection complex 
may cause long-term effects, including growth and cognitive deficits, especially 
in children living in poor areas without sanitation. The regional basic diet (RBD), 
produced to mimic the Brazilian Northeastern dietary characteristics  (enriched 
in carbohydrate and with low protein), has been used in several experimental 
models of malnutrition, but few studies have explored the effect of the chronic 
RBD treatment on the liver, a central organ involved in the cholesterol 
metabolism and the immunoinflammatory responses. This study aimed to 
investigate liver histopathological and inflammatory changes and the reverse 
cholesterol metabolism of C57BL6/J mice treated with the RBD  
(undernourished group) for 40 days post-weaning, compared to the nourished 
control group, receiving a standard chow diet. Animals were weighed daily.  
After 40 days, blood was drawn to determine the alanine aminotransferase 
(ALT) serum levels, a marker of liver function, and to assess liver  
histopathology (histological score) and inflammation (TNF-α and IL-10 by q- 
PCR). In addition, we analyzed the ionized adapter calcium protein-1 (IBA-1) 
immunohistochemistry, a marker for Kupffer cells, and IL-1β. Furthermore, we 
assessed the reverse cholesterol metabolism (apoE, apoA-1 and LCAT). The 
RBD induced a decrease in body weight gain compared with the nourished 
group (p<0.05). There was no statistical difference in serum ALT in the 
experimental groups. In histological sections, we identified greater IBA-1 
immunolabeling and a significant increase in the number of positive-IBA-1 cells 
in the undernourished group when compared to the control group. Regarding 
liver cytokine analyses, greater TNF-α (p<0.0001) and IL-10 (p=0.001) mRNA 
expression was found in RBD-challenged mice. Regarding the revere 
cholesterol transport, we found significantly increase in apoA mRNA expression 
in the undernourished group (p=0.04), but not APOE and LCAT, compared with 
the control. Altogether our findings suggest that chronic RBD-induced 
malnutrition leads to an inflammatory condition of the liver, indicated by a 
stronger IL-1β immunolabeling and increased number of IBA-1 labeled liver 
cells, as well as, increased expression of TNF-α and IL-10 transcripts and 
altered ApoA-I RNAm levels, which may indicate disrupted cholesterol reverse 
transport. 

 
 
 
 

 
Key words: Liver. Hyperlipidemia. Malnutrition. Inflammation. Kupffer cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Estrutura e função do fígado 

 
 

O fígado é um dos maiores órgãos sólidos do corpo humano, 

apresentando uma massa de cerca de 1,5 kg. Cerca de 80% de seu volume é 

composto pelos hepatócitos e o restante do órgão é constituído de células não 

parenquimais, incluindo células endoteliais, células de Ito, células de Kupffer e 

linfócitos (GAO et al., 2008; NEMETH et al., 2009). 

 
Este órgão é responsável pela síntese de proteínas séricas,  

metabolismo de aminoácidos, lipídeos e carboidratos, secreção de bile e 

desintoxicação de compostos xenobióticos. Estudos consideram que o fígado é 

também um componente importante do sistema imunológico representando a 

principal fonte de muitos componentes da resposta imune inata, como as 

proteínas do sistema complemento e da fase aguda, bem como citocinas 

inflamatórias  e quimiocinas (MACKAY, 2002; GERSHWIN et al., 2003). Este 

órgão desempenha papel fundamental na manutenção da homeostasia de um 

organismo saudável (RACANELLI & REHERMANN, 2006; GAO et al., 2008; 

DUNCAN et al., 2009; ISHIBASHI et al., 2009; JOSEFOWICZ et al., 2012; 

MEDZHITOV et al., 2012). 

 
O fígado consiste de quatro lobos pouco definidos, recebe sangue de 

dois vasos sanguíneos: a veia porta que transporta sangue proveniente do trato 

digestório, baço e pâncreas. Convém ressaltar que pela veia porta chega ao 

fígado todo material absorvido pelo intestino com exceção dos lipídios, que são 

transportados por via linfática. O outro vaso mencionado é a artéria hepática, 

um ramo do tronco celíaco que fornece 20-25% do sangue oxigenado para o 

fígado através das artérias interlobar e interlobular (GUYTON, 2011). O sangue 

dos ramos da veia porta e da artéria hepática se mistura nos capilares 

sinusoides de onde converge para a veia central do lóbulo hepático. As veias 

centrais convergem para formar as veias sublobulares e o sangue retorna ao 

coração pela veia cava inferior, seguindo veias coletoras e veias hepáticas 

(EIPEL et al., 2010). 
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A unidade funcional básica do fígado é um compartimento 

microanatômico hexagonal de 1 a 2 mm, o lóbulo hepático, pouco delimitado 

em humanos, o qual é orientado em torno de uma veia central com espaços 

porta na periferia. Os hepatócitos formam placas em torno da veia central (ou 

centrolobular) em uma ou duas camadas. O espaço-porta contém três 

estruturas anatômicas, um ramo da artéria hepática, um ramo da veia portal e o 

ducto biliar que drena a bile dos lóbulos (GUZMAN, 2008; BARATTA et al., 

2009) (Figura 1). 

 

Figura 1. Representação do lóbulo hepático e estruturas do espaço-porta, 

com drenagem da bile e sangue. 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Ross, M. H., Histology: text and atlas, 2003. 

 
 

Além do lóbulo clássico, também são descritas outras estruturas 

hepáticas, incluindo o lóbulo portal e o ácino hepático, esse último muito 

importante para estudar as alterações patológicas do fígado, já que é dividido 

em zonas (zonas 1, 2 e 3) com diferentes níveis de oxigenação e acesso a 

nutrientes, sendo a zona 3 mais pobre em oxigênio e nutrientes, sendo um sítio 

comum das alterações de esteatose (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2012) 

(Figura 2) 
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Figura 2. Representação esquemática das estruturas lobulares do 

fígado. 

 
 
 

 
 

Fonte: http://www.imaios.com/br/e-anatomy/torax/online 

 
 

Os hepatócitos são as células funcionais exócrinas e endócrinas do 

lóbulo hepático. São células epiteliais, relativamente homogêneas, com 

aproximadamente 30 μm de diâmetro. Eles formam placas espessas de células 

que se anastomosam limitando os capilares sinusoides. Entre os hepatócitos e 

o sinusoide sanguíneo está presente o espaço de Disse (ALVES & MELLO, 

2006). 

 
O hepatócito possui dois domínios celulares: um basolateral e um apical. 

O domínio basolateral está voltado para o espaço de Disse, participando na 

absorção de substâncias vindas do sangue e na secreção de proteínas 

plasmáticas. O domínio apical também contém microvilosidades e forma os 

canalículos biliares onde é secretada a bile (KIERSZENBAUM, 2004). 

 
Dentre as células sinusoidais estão as células endoteliais e as células de 

Kupffer. As células endoteliais formam a parede do sinusóide e apresentam 

poros que permitem a troca de fluidos e partículas entre o sangue e o espaço 

de Disse. As células de Kupffer são macrófagos que residem no lúmen dos 

sinusoides. Diversos estímulos, como por exemplo, as infecções, levam à 

http://www.imaios.com/br/e-anatomy/torax/on
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hipertrofia e hiperplasia dessas células, que passam a realizar endocitose e 

secretar várias substâncias, como citocinas e várias enzimas. No espaço de 

Disse estão presentes as células de Ito, também chamadas de células 

estreladas, que participam do metabolismo e do acúmulo de vitamina A 

(ALVES & MELLO, 2006; GUZMAN, 2008; MCCUSKEY, 2008; ISHIBASHI et 

al., 2009, HEYMANN et al., 2015). 

 
Em condições patológicas as células de Kupffer podem se transformar 

em miofibroblastos, os quais secretam laminina e vários tipos de colágeno, 

podendo levar à fibrose (ISHIBASHI et al., 2009). Além disso, as células de 

Kupffer podem ter um importante papel imunoinflamatório nos processos de 

esteatohepatite, atuando na fagocitose de bactérias e de células apoptóticas 

(Figura 3). 

 
Figura 3: Participação das células de Kupffer em processos imunoinflamatórios 

do fígado 

 

 
Fonte: Adaptado de Day, A. Frontiers in Immunology, 2015. 
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1.2 Transporte reverso do colesterol 

 
 

Um número de transportadores de lipídios celulares e receptores e um 

espectro de intermediários de HDL participam do movimento do colesterol 

periférico. As partículas apoA-I (pobres ou livres de lipídios) referidas como pré- 

HDL. Essas partículas são secretadas pelo fígado ou são geradas pelo material 

da superfície de quilomícrons parcialmente lipolisados (quilomícrons são 

produzidos no epitélio intestinal e drenados pela circulação linfática) ou de 

HDL2 na periferia pela ação da proteína de transferência do éster de colesterol 

(CETP), lipase hepática, ou proteínas de transferência de fosfolipídios 

transferidas via de transportador cassete ligante de ATP-A1 (ABCA-1) nas 

células periféricas, originando lipoproteínas discoides contendo apoA-1. O 

colesterol não esterificado (colesterol livre) é esterificado pela enzima lecitina- 

colesterol acetiltransferase (LCAT) (ISHIDA et al., 1987; KUNITAKE 1985; 

UEHARA et al., 2015). (Figura 4). 

 
O colesterol esterificado é então empacotado no centro hidrofóbico 

dessa partícula discoide, convertendo em um HDL3 esférico. O HDL3 pode 

continuar aceitando colesterol não esterificado e fosfolipídios do receptor 

scavanger tipo I da classe B (SR-BI). A partir da ação continuada da LCAT, o 

núcleo se expande e o tamanho da partícula aumenta, formando o HDL2. 

Embora a principal apolipoproteína componente do HDL3 e HDL2 é a apoA-I, a 

HDL2 também contém quantidades significativas de apoE (MAHLEY et al, 

2006). 
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Figura 4: Transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o fígado para 

ser metabolizado. 

 

Precursores de HDL (pré-HDL) são produzidos pelo fígado e intestino (apoAI/PL/FC) ou derivados do 
material da superfície dos quilomícrons depois das etapas (a, b, c). Pré-HDL, HDL3, and HDL2 podem 
captar o cholesterol para o transporte reverso. A apoE faz com que as partículas se expandam pelo 
acréscimo de ésteres de colesterol (EC) no seu núcleo depois que a LCTA converte o colesterol livre para 
CE. Moléculas maiores de HDL com apoE (HDL2 ou HDL1) podem transportar o colesterol para o fígado 
diretamente via o receptor LDL. FC=colesterol livre; HDL-E= HDL com apoE; LDLR= receptor LDL; 
PL=fosfolipídio; SR-BI= receptor scavenger tipo I classe B; Tg= triglicerídios. ABCA1= transportador 
cassete ligante de ATP-A1; LCAT= lecitina-éster-colesterol acetil transferase. 

 

Fonte: MAHLEY et al., (2006). 

 

 
1.3 Apolipoproteínas 

 

Lipoproteínas são vesículas transportadoras de lipídios que promovem a 

solubilidade dos lipídios em líquidos biológicos. As lipoproteínas são 

constituídas de um núcleo não polar contendo triglicerídios e ésteres do 

colesterol, envolvidos por uma única camada de fosfolipídios. As 

apolipoproteínas podem agir como cofatores em reações enzimáticas durante o 

metabolismo lipídico ou podem atuar como ligantes para receptores celulares, 

os quais medeiam o influxo de lipoproteínas para seu metabolismo (LADU et 

al., 2000; MAHLEY; RALL, Jr., 2000). As apolipoproteínas se apresentam como 

o componente proteico das lipoproteínas (EICHNER et al., 2002). 
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A apolipoproteína E é a melhor caracterizada, considerando suas 

propriedades estruturais e funcionais. Em geral, as apolipoproteínas servem 

para regular o metabolismo das lipoproteínas e controlar o transporte e 

redistribuição do colesterol nos tecidos. É sintetizada e secretada 

principalmente no fígado e no cérebro, mas é também sintetizada nos tecidos 

periféricos, como nas adrenais, testículos, pulmões, linfonodos mesentéricos e 

rins (LADU et al., 2000; MAHLEY; RALL, Jr., 2000). 

 
Figura 5. Estrutura das lipoproteínas mostrando a superfície polar onde encontramos 

os fosfolipídios, o colesterol e as apolipoproteínas e também o núcleo apolar, onde 

encontramos ésteres do colesterol e triglicerídios. 

 
 
 

 

Fonte: High density lipoprotein (fitnessmedicals.es- on line) 

 
Embora a função primária da apoE seja facilitar o transporte lipídico para 

dentro das células através do receptor de LDL, é reconhecido que apoE  

modula uma variedade de importantes funções biológicas (DEMARCHI et al., 

2005). 

 
Trabalhos recentes seguem a linha de investigação sobre o papel da 

apoE na maturação intestinal e adaptação após a desnutrição pós-natal em 

camundongos. Os dados de apoE com camundongos nocautes têm sugerido 

efeitos sinérgicos de apoE e IGF-1 na recuperação da barreira intestinal (ORIÁ 

et al., 2007). 
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A apolipoproteina E facilita a apresentação de antígenos de lípidios por 

células apresentadoras de antígenos, tais como as células dendríticas e células 

B, através de um processo que envolve a endocitose de um complexo apoE- 

lipídio-antígeno através do receptor de LDL (LDLR) (VAN DEN ELZEN et al., 

2005; TAKACH et al., 2010). 

 
1.3.1 Apolipoproteína E e metabolismo dos lipídios 

 
 

A apoE é responsável pelo transporte de colesterol das células para o 

fígado para ser metabolizado, portanto, desempenhando um papel crítico no 

metabolismo de lipídios (MAHLEY; RALL, Jr., 2000), sendo encontrada além do 

fígado em outros tecidos, como o cérebro (JOFRE-MONSENY; MINIHANE; 

RIMBACH, 2008). 

 
A apolipoproteína E é uma das principais lipoproteínas que regulam o 

metabolismo dos lipídios e está associada com as lipoproteínas de muito baixa 

densidade (VLDL) ou com lipoproteínas de alta densidade (HDL) e possuem 

um papel no transporte reverso do colesterol (colesterol dos tecidos periféricos 

é transportado para o fígado – diretamente através da apoE ligada à HDL ou 

pela transferência dos ésteres de colesterol para partículas maiores) (DE- 

ANDRADE et al., 2000) (MAHLEY, 1978; CHUANG; LEUNG; HSU; HARRIS, 

2011). A apoE medeia a ligação de alta afinidade entre as partículas de 

lipoproteína contendo apoE ao receptor LDL (lipoproteína de baixa densidade), 

portanto é responsável pela captação celular dessas partículas (CHARLTON- 

MENYS; DURRINGTON, 2008). 

 
A apolipoproteína E também representa a principal proteína constituinte 

dos quilomícrons, sintetizados no intestino e com a função de transportar o 

colesterol e triglicerídios da dieta. Os quilomícrons, quando sintetizados e 

liberados no intestino, não possuem apoE, mas à medida que circulam e são 

processados, adquirem apoE de outras classes de lipoproteínas. Isso resulta 

no desvio da distribuição da apoE no plasma para os remanescentes. Os 

quilomícrons remanescentes são removidos do plasma por um processo 

mediado pela apoE. Os seres humanos que apresentam deficiência de apoE e 
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camundongos transgênicos desenvolvem uma grave retenção dos quilomícrons 

remanescentes no plasma. 

Consistente com esta função, elevações dos níveis de colesterol no 

plasma são observadas em indivíduos com falta de apoE, que paresentam 

deficiência familiar de apoE ou que possuem defeitos genéticos no receptor de 

LDL. O aumento de seu RNAm no tecido hepático nas dislipidemias é 

observado, podendo ser resultado de uma adaptação metabólica 

(GOLDSTEIN; MASCITELLI; PEZZETTA, 2010; PENDSE et al., 2009). 

 

 
1.4 Desnutrição 

 

 
A desnutrição infantil caracteriza-se como um sério problema de saúde 

pública no mundo, principalmente devido as suas consequências no 

desenvolvimento, crescimento e sobrevivência das crianças afetadas (DE ONIS 

et al., 2012). A desnutrição afeta com maior intensidade crianças, idosos, 

gestantes e lactantes, descritos como as faixas etárias mais vulneráveis 

(GOPALAN, 2000), sendo considerada como o fator de risco mais importante 

para doença e morte a nível mundial e está associada a quase 50% de todas 

as mortes em crianças jovens (MULLER et al,. 2005; CAULFIELD et al.,2004). 

 

A África lidera as estatísticas sobre desnutrição, segundo o Fundo das 

nações unidas para a infância (UNICEF), a Organização Mundial de Saúde  

(OMS) e o Banco Mundial, dos 161 milhões de menores de cinco anos 

desnutridos mundialmente em 2013, mais de um terço residiam na África 

(UNICEF, WHO, 2013). 

Crianças desnutridas possuem maior probabilidade de óbito por doenças 

infecciosas, e estima-se que a desnutrição é a causa subjacente de 45% das 

mortes globais em crianças abaixo de 5 anos de idade (PELLETIER et al., 

1995; BLACK et al., 2013). Desnutrição pode levar a comprometimento da 

função imunológica, este é um fator importante para o aumento da 

susceptibilidade às infecções (WATERLOW, 1992; AIKEN et al., 2011). 



26  

De acordo com o UNICEF as principais causas da desnutrição na 

infância podem ser categorizadas em três principais fatores subjacentes que 

são; insegurança alimentar das famílias, cuidado inadequado, ambiente 

doméstico insalubre e ausência de serviços de saúde (UNICEF, 2012). Estes 

fatores, por sua vez, são afetados pela renda, pobreza, emprego, moradia, 

bens, pensões e transferências que são também determinados por fatores 

sócio-econômicos e políticos (TETTE et al., 2015). 

No intuito de reverter esse quadro, as Nações Unidas incluiram nos 

Objetivos de Desenvolvimento do Milênio (ODM) a meta de reduzir pela  

metade a percentagem de pessoas desnutridas até o ano de 2015. Com base 

no mais recente relatório das Nações Unidas: O Estado da Insegurança 

Alimentar no Mundo” (FAO, 2014), ocorreu uma redução da fome nos países 

em desenvolvimento, sinalizando ser possível atingir esta meta ou chegar o 

mais próximo desse objetivo. Até à data de publicação do referido relatório, 63 

países em desenvolvimento atingiram a meta dos ODM, e mais seis estavam 

próximos de alcançá-la em 2015. Ainda segundo esse relatório o Brasil reduziu 

em 82% a população em situação de subalimentação entre os anos de 2002 e 

2012. Estas informações confirmam que o Brasil esta dentro da meta esperada 

(FAO, 2014). 

 
Apesar de estudos demonstrarem uma redução gradativa do panorama 

de desnutrição no Brasil, por conta da melhoria das condições 

socioeconômicas e da melhor assistência em saúde, principalmente no nível 

primário de atenção, a desnutrição ainda permanece como um desafio para as 

políticas públicas de assistência e de saúde (MONTEIRO et al., 2009; LIMA et 

al., 2010; FIGUEROA PEDRAZA; MENEZES, 2015). 

 
1.4.1 Patogênese da desnutrição 

 

 
A literatura médica define desnutrição como, estado nutricional em que 

um ou mais nutrientes essenciais estão ausentes ou estão presentes em 

quantidades insuficientes. No ano de 1975 a FAO/WHO adotou o termo
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desnutrição energético-proteica (DEP), para designar essa síndrome 

(CARRAZZA; MARCONDES, 1991). 

 

 
A desnutrição energético-proteica (DEP) resulta do consumo inadequado 

de proteínas e calorias, ou pode ser uma consequência de deficiências na 

digestão ou absorção desses nutrientes, levando a perda de tecido gorduroso e 

tecido muscular, perda de peso, letargia e também fraqueza generalizada 

(WATERLOW, 1997; GURMINI et al., 2005; KUMAR et al., 2011). 

 
DEP não é considerada uma síndrome de deficiência simples, podendo 

ser complicada por uma deficiência de micronutrientes, associada ao quadro, 

basicamente todos os processos do organismo entram em uma redução 

funcional adaptativa, como uma estratégia no intuito de garantir a sobrevivência 

(KUMAR et al., 2011). 

 
As alterações iniciais são fisiopatológicas, configurando um prejuízo 

funcional, no avançar das alterações surgem os danos bioquímicos e físicos, 

sendo a perda de peso o sinal clínico inicial mais evidente nesse processo. 

Com a cronicidade ocorre estagnação no crescimento corporal. As lesões 

descritas na literatura são inespecíficas, sendo as principais alterações 

patológicas a deficiência de crescimento, insuficiência na formação de 

colágeno, atrofia das glândulas endócrinas (testículos e ovários), atrofia do timo 

e dos tecidos linfoides, redução da atividade dos osteoblastos; anemia; edema 

por hipoproteinemia e degeneração gordurosa no fígado (WATERLOW, 1997; 

GURMINI et al., 2005; KUMAR et al., 2011). 

 
As manifestações mais importantes da DEP são o marasmo nutricional e 

o Kwashiorkor (BERGELLOUN, 1990; WATERLOW, 1997; GURMINI et al., 

2005; KUMAR et al., 2011). 

 
O marasmo nutricional caracteriza-se por um déficit proteico e  

energético global, assim o indivíduo passa a metabolizar os próprios tecidos 

para suprir a demanda nutricional. No jejum prolongado, a somatotrofina, 
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glucagon, e glicocorticoides mobilizam os ácidos graxos do tecido adiposo e os 

aminoácidos do tecido muscular, ocorre a liberação de aminoácidos 

musculares para serem utilizados pelos órgãos nobres como o fígado, 

pâncreas e o intestino, desta forma o organismo consegue manter os níveis 

normais de proteínas plasmáticas. Os estoques de glicogênio são consumidos 

rapidamente, então o organismo passa a produzir glicose por meio de 

aminoácidos livres e glicerol proveniente dos ácidos graxos, aumentando a 

gliconeogênese. Mecanismo este que ocorre, principalmente como uma 

adaptação ao jejum prolongado. Por conta da alta ativação dessas vias 

alternativas de produção de glicose e redução crescente dos estoques de 

macronutrientes, ocorre um quadro de hipoglicemia. Em contrapartida, a 

redução dos estoques de glicose e utilização de vias alternativas de produção, 

ocorre diminuição na síntese de insulina e aumento de glucagon, epinefrina e 

cortisol. A elevação do cortisol promove aumento da liberação de ácidos graxos 

livres, decorrentes da lipólise e da menor atividade da lipase lipoproteica, 

gerando aumento da resistência à insulina e também hiperglicemia 

(TRINDADE; NÓBREGA; TONETE, 1986; GOLDEN; RAMDATH, 1987; 

GUIMARÃES et al., 2007). 

 
Déficit no crescimento e no desenvolvimento físico são observados, 

contudo, as funções orgânicas essenciais são, dentro do possível, preservadas 

incluindo a função hepática. Não são comuns as alterações como: edema, 

esteatose, lesões de pele e cabelo nesse quadro (TRINDADE; NÓBREGA; 

TONETE, 1986; GOLDEN; RAMDATH, 1987; GUIMARÃES et al., 2007). 

 
Na forma Kwashiorkor da DEP há aporte energético suficiente, porém 

observa-se uma carência proteica. O nível de cortisol permanece aumentado, 

porém em escala inferior a observada no marasmo nutricional. A mobilização 

dos ácidos graxos do tecido adiposo e aminoácidos dos músculos também 

ocorre em menor extensão, levando à lesão hepática acompanhada de edema. 

No Kwashiorkor estará presente uma diminuição de aminoácidos no plasma, 

principalmente a hipoalbuminemia, o que levará ao estado edematoso presente 

nesta condição. Na literatura outras teorias se contrapoem a relação entre 

edema e hipoalbuminemia, propondo que o edema resulte provavelmente de 
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lesões causadas por radicais livres nas paredes dos vasos capilares e 

membranas celulares. São frequentemente descritas as lesões de pele e 

alterações de cabelo. O edema é considerado sinal patognomônico do 

Kwashiorkor (TRINDADE; NÓBREGA; TONETE, 1986; GOLDEN; RAMDATH, 

1987; GUIMARÃES et al., 2007; DULGER et al., 2002). 

 
Figura 06: Representação das formas clínicas da DEP 

 

 

Marasmo Kwashiorkor 

Fonte: RYTTER et al., (2014). 

 
 

1.4.2 Modelos animais de desnutrição pós-natal e Dieta Regional Básica 

 
 

Na literatura vários métodos de desnutrição são descritos, dentre os 

mais utilizados podemos citar: a restrição alimentar pelo afastamento da mãe 

durante o período de lactação (CASTRO et al., 2012, FLORIAN, NUNES, 

2011), o ajuste da ninhada (LADD et al., 2010), a indução da desnutrição 

através do uso de dietas hipoproteicas (SOUZA et al., 2009). Independente da 

técnica utilizada, a desnutrição induz a um déficit de peso corporal. 

Trabalhos utilizando animais de laboratório alimentados com dietas 

contendo baixa concentração de proteínas têm sido muito úteis no estudo dos 

efeitos da desnutrição, fornecendo informações a respeito dos mecanismos 

envolvidos na imunodeficiência e na maior susceptibilidade a infecções 

(COSTA et al., 2012). 
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A Dieta Básica Regional (DBR), elaborada após estudos de frequência 

do consumo alimentar realizada pelo setor de Nutrição Humana da 

Universidade Federal de Pernambuco (TEODÓSIO et al. 1990), foi utilizada em 

estudos que avaliaram a morfometria cardíaca de ratos expostos indiretamente 

à desnutrição e ao etanol durante o período perinatal (ARAÚJO-FILHO et al., 

2007), na avaliação do efeito da desnutrição intra-uterina na progressão da 

resposta inflamatória aguda e subcrônica (BARRETO et al., 2012) e para 

verificar o efeito da desnutrição no perfil de ácidos graxos do leite materno e do 

crescimento e desenvolvimento de ratos jovens (SOUZA et al., 2009). 

Em outro estudo de Oliveira e col. (2011), investigou-se a desnutrição 

precoce por DBR na resposta inflamatória crônica, e sua influência na resposta 

farmacológica à indometacina. Neste estudo concluiu-se que a subnutrição 

precoce atenuou a resposta inflamatória crônica e o efeito anti-inflamatório de 

indometacina (DE OLIVEIRA et al., 2011). 

A DBR também foi utilizada para verificar seus efeitos sobre a 

expectativa de vida e crescimento de filhotes de ratos Sprague-Dawley cujas 

mães foram alimentadas com DBR desde a fecundação (LAGO et al.,1997). 

Barros e col. (2006), investigaram os efeitos da desnutrição, induzida pela 

DBR, sobre o desenvolvimento motor de filhotes de ratas alimentadas com 

DBR durante a lactação. Os animais desnutridos apresentaram um atraso na 

maturação do reflexo e na evolução da atividade locomotora. Confirmando os 

efeitos deletérios da desnutrição induzida por DBR sobre o desenvolvimento e 

a maturação somática do sistema nervoso. 

 
Ainda são descritos estudos empregando esse modelo de desnutrição, 

demostrando os efeitos deletérios da DBR sobre a gestação e a lactação 

(PESSOA et al., 2000), e o desenvolvimento de alguns órgãos  (PESSOA, 

1997; ROCHA DE MELO; GUEDES, 1997). 
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1.4.3 Desnutrição e alterações no fígado 

 

 
Dentre as alterações que a desnutrição causa no fígado destacam-se: 

diminuição da massa do órgão, hipoplasia e atrofia dos hepatócitos, 

degeneração gordurosa, fibrose, necrose e degeneração hidrópica (KUMAR, 

2011; FRANÇA et al., 2009). 

 
No fígado pode-se desenvolver um estado de esteatose, que consiste na 

infiltração gordurosa do fígado, que é tanto mais intensa quanto maior o grau 

de desnutrição, sendo mais frequente e intensa no kwashiorkor do que no 

marasmo. Quando a desnutrição se corrige, a esteatose desaparece e as 

células passam a apresentar temporariamente estado de depleção protéica. O 

infiltrado celular linfocitório e fibrose podem estar presentes, levando a uma 

diminuição da síntese de sais biliares e de sua conjugação por conta dessas 

alterações. Em estágios mais avançados, ocorre infiltrado celular, aumento do 

depósito de gordura e fibrose em torno dos ácinos atrofiados que podem 

apresentar-se dilatados (DUTRA, 1998). 

 
Em condições nutricionais normais, de boa alimentação e metabolismo, 

não há acúmulo de triglicérides no hepatócito. Uma vez que estes, os 

hepatócitos, sintetizam e exportam os lipídios para o tecido adiposo, onde são 

armazenados. No entanto, podem ocorrer situações em que exista excesso de 

oferta de ácidos graxos ao fígado, por meio da chegada de ácidos graxos livres 

provenientes do tecidio adiposo, excedendo a capacidade do hepatócito de 

processá-los e reexportá-los. Este mecanismo pode ser observado no jejum, no 

diabetes descompensado e na desnutrição, uma vez que estas condições 

causam intensa mobilização de ácidos graxos do tecido adiposo. A ativação da 

lipase hormonio-sensível é excessiva devido principalmente à falta de insulina. 

Quando não há ingestão adequada de alimentos, como na desnutrição, a 

insulina não é produzida em quantidades adequadas. A quantidade de ácidos 

graxos que chegam ao fígado é maior que a capacidade de metabolização 

pelos hepatócitos, ou de síntese de VLDL. Ocorre então, esterificação e 

acúmulo no citoplasma dos hepatócitos na forma de triglicérides levando a 
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esteatose. A deficiência na produção de lipoproteínas, basicamente do tipo 

VLDL pelos hepatócitos dificulta a exportação de triglicérides do fígado para 

outros tecidos. Isto pode ocorrer por conta da diminuição na síntese de 

proteínas ou diminuição na síntese de fosfolípideos. 

 
Na desnutrição pode ocorrer tanto a falta de aminoácidos, como de 

colina na dieta. A colina é indispensável para síntese de fosfolípideos, estando 

presente na 'cabeça' polar da molécula. A colina pode ser sintetizada no 

organismo, mas isto exige uma reação de transmetilação envolvendo a 

metionina, que é um aminoácido essencial. Portanto, a falta de metionina se 

traduz em deficiência de colina. Como os triglicérides não podem ser 

empacotados em VLDL, não podem ser exportados e acumulam no hepatócito, 

e dependendo do grau de acúmulo pode levar a esteatose (DUTRA, 1998). 

 
Joshi e col. (2003) observaram em seu estudo que o peso do fígado de 

animais desnutridos era menor em comparação ao grupo controle, no entanto, 

o peso relativo de lipídios do fígado de animais alimentados com dietas de 

restrição proteíca foi maior quando comparada com os animais do grupo 

controle normonutrido. Sugerindo assim, alterações na composição do fígado 

destes animais. Em humanos a restrição proteíca resulta em um quadro 

descrito popularmente como “fígado gordo”, quadro este semelhante ao 

descrito em crianças com desnutrição do tipo kwarshiokor. Filhotes de ratas 

submetidos a desnutrição proteíca apresentaram altos níveis de colesterol 

hepático (JOSHI et al., 2003). 

 
Ratos Wistar recebendo uma dieta com baixos níveis de proteína por 

quatro semanas apresentaram déficit de crescimento, alopecia, edema, 

esteatose hepática e acidose metabólica, que são características do 

Kwashiorkor humano, essas alterações foram revertidas após a inserção de 

dieta rica em proteína (ETUKUDO et al, 1999). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 
Mesmo diante da crescente mudança de perfil nutricional que 

presenciamos atualmente, a desnutrição se mostra ainda prevalente como uma 

condição que pode potencializar inflamações. Esta mudança de padrão nas 

características dietéticas da população, pode ocasionar graus variados de 

alteração histopatológica do fígado que merecem ser melhor estudados e 

elucidados. Dentre as alterações que a desnutrição causa no fígado destacam- 

se: diminuição da massa do órgão, hipoplasia e atrofia dos hepatócitos, 

degeneração gordurosa, fibrose, necrose e degeneração hidrópica (KUMAR, 

2011; FRANÇA et al., 2009). 

 
A dieta básica regional (DBR), tem sido utilizada em vários modelos 

experimentais de desnutrição, contudo poucos estudos têm explorado o efeito 

do tratamento crônico da DBR no fígado, um órgão central no metabolismo do 

colesterol e resposta imunoinflamatória. 

 
Este estudo justifica-se pelo fato de pretender-se avaliar a desnutrição 

ocasionada pela dieta característica da região nordestina brasileira, a DBR, e 

suas possíveis alterações no fígado, contribuindo com novos conhecimentos a 

cerca da temática. 

 
 

3. HIPÓTESE 

 
 

Esse trabalho tem como hipótese que uma dieta crônica (40 dias) em 

camundongos C57BL6J, pela dieta regional básica irá ter algum grau de 

alteração do metabolismo transverso do colesterol e induzir uma resposta 

inflamatória tecidual no fígado, com maior expressão de citocinas inflamatórias 

e imunomarcação para macrófagos hepáticos (células de Kupffer). 
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4. OBJETIVOS 

 

 
OBJETIVO GERAL 

 
Analisar as alterações hepáticas, inflamatórias e do metabolismo do 

colesterol induzidas por exposição crônica (por 40 dias) a uma dieta de 

desnutrição em camundongos C57BL6J após o desmame. 

 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Desenhar curva de peso ponderal dos grupos em estudo; 

 Analisar o grau de comprometimento do parênquima hepático 

através da realização de escore histopatológico; 

 Avaliar a função hepática pela análise sérica da alanina 

aminotransferase (ALT); 

 Realizar imunohistoquímica para proteína adaptadora do cálcio 

ionizado-1 (IBA-1), um marcador de célula de Kupffer; além da 

citocina pró-inflamatória IL-1β; 

 Avaliar a resposta inflamatória no fígado a partir da análise da 

expressão de citocinas: TNF-α e IL-10 por qPCR; 

 Avaliar a expressão dos genes dos componentes envolvidos no 

metabolismo hepático do colesterol (ApoA- I, ApoE e LCAT), através 

de RT-qPCR. 
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Camundongos C57BL6J / 
Wild-type 

Nutridos (Nut): recebendo dieta padrão 

Desnutridos (Dn): recebendo dieta regional básica 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
5.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos C57BL6J de ambos os gêneros, após 

desmame, provenientes da sala de experimentação de animais do biotério da 

Universidade Estadual do Ceará (UECE), alojados em estantes ventiladas em 

sala de experimentação do laboratório da Profa. Dra. Maria Izabel Florindo 

Guedes. A Profa. Izabel tem colaboração com o Prof. Dr. Reinaldo Oriá através 

do Núcleo do Tratamento da Obesidade, Metabolismo e Aterosclerose do 

Semiárido Brasileiro (NUTROMAIS). Os animais foram armazenados em caixas 

de polipropileno (19x30cm) e mantidos em grupos de no máximo cinco animais 

por caixa, contendo suporte para bebedouro e divisória interna separando o 

bebedouro da ração. Foi respeitado o ciclo de claro-escuro de 12 horas, 

temperatura entre 20 e 28ºC, com livre acesso a ração e água. 

 
Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos, como 

demonstrado no esquema abaixo: 

 

 
Todos os protocolos experimentais estão de acordo com os Princípios 

Éticos da Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), Comitê de ética em pesquisa animal da 

Universidade Estadual do Ceará – UECE, protocolo nº 6500582/2015. 



36  

5.2 Equipamentos 

 
Durante o curso dos experimentos, foram usados diversos aparelhos e 

instrumentos, os quais são citados a seguir: 

 
 Balança digital eletrônica para pesagemdos animais – 

FILIZOLA®; 

 Eppendorfs; 

 Pipetas; 

 Ponteiras; 

 Almofariz; 

 Becker; 

 Criotubos; 

 Batedeira planetária; 

 Geladeira e Freezer Thermo scientific® (-80ºC); 

 Homogenizador de tecidos Bio-GEn series PRO200 

(ProScientific®); 

 Instrumental cirúrgico (pinças, bisturis, tesouras, agulhas, etc); 

 Micrótomo Leica; 

 Microscópio 

 Espectrofotômetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific®) 

 Termociclador (Swift Spectrum 96, ESCO®) 

 
5.3 Fármacos, Kits, anticorpos, soluções, líquidos e corantes utilizados 

 
 Anticorpo primário de cabra anti - IBA1(ABICAN®); Anticorpo 

secundário de cabra biotinilado IgG (SANTA CRUZ®) 

 Formol 10% (Reagen) 

 Kit extração de RNAm (RNeasy Mini Kit, Qiagen®) 

 DNase I (Life Technologies®) 

 Transcriptase reversa M-MuLV (New England Biolabs Inc.®) 

 Master Mix (SYBR Green Real-Time PCRMaster Mix, Life 

Technologies®) 

 Kit Ensaio Colorimétrico – Alanina amino-transferase LABTEST®/ 

Ref #53-200 

 Xilazina ® 

 Ketamina ® 

 Nitrogênio líquido 
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5.4 Rações utilizadas nos protocolos deste estudo 

 
5.4.1 Dieta Básica Regional (DBR) 

 
A ração utilizada neste estudo foi confeccionada no Laboratório de 

Farmacotécnica da Universidade Federal do Ceará (UFC), com a colaboração 

do Prof. Said Gonçalves. 

 

 
5.4.1.1. Alimentos utilizados na confecção da Dieta Básica 

Regional: 

 
 Batata-doce - Iponea batatas 

 Feijão mulatinho - Phaseolus vulgaris 

 Farinha de mandioca - Manihot esculenta 

 Carne seca (carne bovina salgada e prensada) 

 Gordura da própria carne 

 

Utilizou-se como ingredientes: batata-doce (Iponea batatas), feijão 

mulatinho (Phaseolus vulgaris), farinha de mandioca (Manihot esculenta), carne 

seca (carne bovina salgada e prensada) e gordura da própria carne 

(TEODOSIO; LAGO; ROMANI; GUEDES, 1990; MEDEIROS et al., 2008). 

Segue abaixo a composição centesimal da DBR: 

 
 

Tabela 1: Composição centesimal da Dieta Básica Regional 
 

 
Dieta Ingredientes g(%) 

   Composição centesimal  

   Proteína Carboidratos Gorduras Cinza Fibras kcal% 

 Feijão 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76 

 

D
B

R
 

Farinha de mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,8 

Carne seca 3,74 2,72 0 0,06 0,06 0 11,5 

 Gordura da carne seca 0,35 0 0 0,35 0 0 3,15 

 Batata doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43 

 Total 100 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64 

 
Fonte: BARROS et al., 2006 
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5.4.1.2. Protocolo de confecção da Dieta Básica Regional 

 
 

Os ingredientes, exceto a farinha de mandioca, foram cozidos e em 

seguida desidratados em estufa com circulação de ar (50-60º), durante 48 

horas. Em seguida, moídos e homogeneizados, acrescentando-se também a 

gordura do charque, retirada antes do cozimento da carne. Desse modo, a 

carne foi cozida, seca e moída com o menor conteúdo possível de tecido 

adiposo. A gordura foi derretida e acrescentada na proporção preconizada pela 

fórmula. A massa obtida foi então prensada, para obtenção de pequenos 

pedaços (pellets). Os pellets permaneceram em estufa com circulação de ar 

(50ºC-60ºC) por 24 horas até a sua secagem e solidificação (TEODOSIO; 

LAGO; ROMANI; GUEDES, 1990). 

 
5.4.2 Ração padrão 

 

O grupo normonutrido foi alimentado com a ração comercial padrão 

Purina® respeitando-se as mesmas quantidades disponibilizadas para o grupo 

DBR. 

 
5.4.3 Composição nutricional da Dieta Básica Regional e da ração 

comercial padrão Purina (LABINA®) 

 
Ao se fazer um comparativo entre a composição da DRB e da ração 

comercial (Purina®), estas apresentam em sua composição, respectivamente, a 

seguinte composição nutricional: proteínas (9,35% e 20,3%), carboidratos 

(70,6% e 56%), e gorduras (0,36% e 3,33%). 

 
Tabela 2. Composição nutricional da DBR e da ração comercial padrão. 

 

Componentes DBR Ração PURINA ® 

Proteínas 9,35% 20,3% 

Carboidratos 70,6% 56% 

Gorduras 0,36% 3,33% 

Fonte: Análise bromatológica realizada na Fundação Núcleo de Tecnologia industrial 

do Ceará (NUTEC) 
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5.5. Desenho experimental 

 
5.5.1 Indução da Desnutrição 

 

 
No vigésimo primeiro dia de vida, 40 animais foram desmamados e 

separados em grupos aleatoriamente. A desnutrição foi induzida com o uso da 

Dieta Básica Regional (DBR), enquanto o grupo normonutrido (controle) 

recebeu a ração padrão Purina®. Os animais de ambos os grupos tiveram livre 

acesso à água, à ração padrão e à DBR durante os 40 dias do experimento. 

 
5.5.2 Manejo dos grupos 

 
Segue abaixo a representação esquematizada do manejo dos grupos. 

 
1º dia pós-desmame - (21 dias de vida) Eutanásia 

40 dias 

 

Nut 

Dn 

 
 

DNP* 
 

 

DBR** 
 

*DNP: Dieta Normoproteica (Dieta comercial padrão) 
**DBR: Dieta Básica Regional 

 

 
Os animais foram diariamente monitorados para observação do ganho 

de peso. Para a obtenção dos pesos, os animais foram pesados diariamente, 

no mesmo horário, para desenho da curva de peso ponderal. 

 
Os animais foram sacrificados no 40º dia de experimento, sendo 

previamente anestesiados com solução de Ketamina® (8mg/100g de peso) e 

Xilazina® (0,8mg/100g de peso), seguiu-se as intruções de acordo com o 

Manual Técnico do curso de Manipulação de Animais de Laboratório da Fiocruz 

(FIOCRUZ, 2005). 
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5.5.3. Coleta de Amostras 

 
 

Após a eutanásia, realizou-se a laparotomia com uso de material 

cirúrgico autoclavado. Fragmentos do fígado foram imersos imediatamente em 

nitrogênio líquido e estocados em freezer a -80ºC até o uso. 

 
Outro fragmento foi lavado em tampão fosfato salina (PBS) e colocado 

em cassete plástico e imersos em formol tamponado por 18h. Em seguida 

foram inseridos em álcool 70% por um período de 24-48h e então incluídos em 

parafina, seguiu-se realizando corte em micrótomo e confecção de lâminas, as 

quais foram coradas e utilizadas em ensaios de imunohistoquímica, bem como 

para estudo da morfologia do tecido hepático e para a construção de escore 

histopatológico para avaliação da presença de esteatose hepática. 

 
5.5.4 Estudos bioquímicos 

 
 

O sangue obtido por decapitação foi transferido para tubo eppendorf e 

deixado para coagular em temperatura ambiente. O tubo com soro foi 

centrifugado (12.000 r.p.m.) a 4ºC por 3 minutos para separar melhor o soro 

dos debris do coágulo. Em seguida o soro foi estocado em freezer a -20ºC até 

análise sérica da alanina aminotransferase (ALT), um marcador da função 

hepática. Utilizamos o método de Reitman e Frankel para análise (Kit para 

ensaio colorimétrico – LABTEST®). 

 

5.5.5 Análises dos componentes do transporte reverso do colesterol por 

RT-qPCR 

 
5.5.5.1 Extração do RNA total hepático e síntese de DNA 

complementar (cDNA) 

 
Uma alíquota de aproximadamente 30 mg de tecido hepático foi 

macerado em tampão RLT do kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen®) com um 

homogeneizador Pro200 (Procientific®, USA). Após a maceração, o RNA total 
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foi extraído conforme instruções do fabricante do kit comercial RNeasy Mini 

kit®. O RNA total obtido foi quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop 2000, 

Thermo Scientific®) e feita a análise qualitativa de sua integridade por 

eletroforese em gel de agarose. 

 
Volume equivalente a 1 µg de RNA total foi submetido a tratamento com 

DNase I (Life Technologies®) e, posteriormente, empregado na síntese de 

cDNA, utilizando a transcriptase reversa M-MuLV (New England Biolabs Inc. ®) 

e primers randômicos (300 130 ng/ µL – Life Technologies®). O cDNA obtido foi 

diluído em água ultra-pura (1:5) e armazenado a -20 °C. A execução de todos 

os procedimentos aqui descritos seguiram as recomendações dos protocolos 

dos respectivos fabricantes. 

 
5.5.5.2 Análise por PCR em tempo real do RNAm hepático 

 
 

Para a quantificação relativa do RNA mensageiro de cada proteína 

selecionada (ApoA1, ApoE, LCAT e, como referência, RPLP0), foram utilizados 

por reação: 10 µL de Master Mix (SYBR Green Real-Time PCR Master Mix, Life 

Technologies®), 5 µL de cDNA, 2 µL de oligonucleotídeos e 3 µL de água 

ultrapura. Todas as reações foram realizadas em triplicatas. 

 
Os oligonucleotídeos utilizados foram sintetizados (Life Technologies®) a 

partir de sequências depositadas em base de dados específica (LEFEVER et 

al., 2009), ou a partir de sequências de referências depositadas em base de 

dados online (Genbank, NCBI). Nesse último caso, fez-se uso de software 

online para a obtenção das sequências dos oligonucleotídeos 

(UNTERGRASSER et al., 2012). As 145 sequências dos oligonucleotídeos 

utilizados são descritos a seguir. 
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Tabela 3: Oligonucleotídeos utilizados nas análises de RT-qPCR 

 
 

Gene Função Oligonucleotídeos 
Fragmento

 Referência 

  amplificado Genbank  

APOE 
Captação de lipoproteínas 

pelo fígado 

APOA-1 
Principal apoliproteína do 

HDL 

LCAT 
Esterificação do colesterol 

F CTTCTGGGATTACCTGCGCTGG 
239 pb NM_ 009696

 

R  GTAGATCCTCCATGTCGGCT 

F TCAAAGACAGCGGCAGAGAC 
293 pb NM_009692

 

R CACCTTCTGGCGGTAGAGCTC 

F CTGGCTCCTCAATGTGCTCTTC 
140 pb

 

 
RPLPO 

(gene de 

referência) 

livre 

Codifica fosfoproteína 

ribossômica 

R AGGCCGTGTGTGGTTACTGAGT 

F GCTTCATTGTGGGAGCAGACA 

R  CATGGTGTTCTTGCCCATCAG 

 
 

101 pb 

NM_008490 

RTPrimerDB 

ID 1261 

 
 

Fonte: Laboratório de Bioquímica Humana – UECE, 2014 

 
 

O termociclador utilizado (Swift Spectrum 96, ESCO®) foi programado da 

seguinte maneira: 1x (95°C/5’), 40x (95°C/30”; 60°C/30”; 72°C/40”) e 1x 

(72°C/2’), sendo a reação de amplificação sucedida por uma curva de melting 

para avaliar a ocorrência de 149 amplificações inespecíficas 

Figura 7: Equipamento utilizado nas análises de RT-qPCR 
 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Molecular e Biotecnologia – UECE, 2015. 
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5.5.6 Análise da expressão das citocinas TNF-α e IL-10 por RT-qPCR 

 
 

5.5.6.1 Expressão Gênica 

 
O tecido (30 mg) foi macerado no reagente Trizol (Invitrogen®) com o 

auxílio do Tissueruptor (Qiagen®). Para a extração do RNA total foram seguidas 

as instruções do fabricante. A quantificação do RNA foi feita no equipamento 

Nanodrop (Thermo®) e a qualidade foi avaliada em eletroforese em gel de 

agarose 1%. 

O grau de pureza das amostras foi considerado adequado. A 

quantificação de cada amostra foi realizada em triplicata, sendo que a 

expressão de cada RNAm foi normalizada em relação a expressão do gene 

endógeno β-actina. O RNA foi armazenado a -80ºC para uso posterior. 

 
5.5.6.2 Síntese do cDNA 

 
Para a confecção do cDNA foi utilizado 1 µg do RNA total, tratado com 

DNAse (Ambion®). Foram utilizados iniciadores oligo (dT), dNTPs e a enzima 

Super Script III seguindo as instruções do fabricante (Invitrogen ®). As reações 

de qPCR foram realizadas com três repetições biológicas para cada 

tratamento. Foram investigados os genes do TNF-α e IL-10 sendo utilizados os 

housekeeping β-actina e auxílio dos iniciadores, conforme descritos na tabela 

abaixo: 

                 Tabela 4: Origem dos Primers utilizados no qPCR para IL-10, TNF-α e β-actina. 
 

 
Gene Forward Reverse N°acesso 

IL-10 AAAGCAAGGCAGTGGAGCAG TCAAACTCATTCATGGCCTTGT NM_012854 

TNF-α 
 

TCGAGTGACAAGCCCGTAGC 
 

CTCAGCCACTCCAGCTGCTC 
 

HQ 201305.1 

β-actina 
 

CCCTGGCTCCTAGCACCA T 
 

GAGCCACCAATCCACACAGA 
 

NM_031144.3 

Fonte: XAVIER et al., 2013. 
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5.5.6.3 PCR em Tempo Real (qPCR) 

 
A qPCR foi realizada no equipamento StepOne Plus (Applied 

Biosystems®), com a seguinte programação: ativação da enzima Taq DNA 

polimerase por 5 min a 94°C, 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 s, 

anelamento a 60°C e extensão a 72°C por 30 s, com a coleta dos dados de 

fluorescência a cada ciclo. A eficiência de amplificação da PCR foi calculada a 

partir da inclinação da reta (slope) da equação de regressão linear obtidos pelo 

software de análise, de acordo com a seguinte equação: E= 10(-1/slope). Os 

dados de expressão gênica, representativos das três repetições biológicas 

independentes para cada tratamento, foram submetidos à análise de variância. 

As médias foram comparadas a 5% de probabilidade. Todas as reações foram 

realizadas em duplicata e com normalização pelo fluoróforo de threshold. Os 

valores de CT foram normalizados pelo nível de expressão de β-actina. 

Este é um método sensível e rápido, que permite o registro e 

quantificação da acumulação de amplicons ao longo da PCR. Como sonda 

utilizou-se o SYBR Green, uma sonda fluorescente que se liga 

inespecificamente ao DNA de dupla cadeia. A especificidade do produto de 

PCR pode ser efetuada por análise de curva de melting e a quantificação do 

alvo por comparação com os níveis de fluorescência obtidos a partir de um alvo 

controle. Foram realizados dois ensaios independentes, cada um 

correspondente a distintas extrações de RNA efetuadas em simultâneo para as 

concentrações em estudo (0 nM, 5 nM, 10 nM e 15 nM). A especificidade dos 

primers foi verificada em uma reação de PCR convencional inicial. Para avaliar 

a eficiência dos protocolos das reações de PCR em tempo real criaram-se 

curvas padrão a partir de diluições das amostras de cDNA. 

 
5.5.7 Imunohistoquímica para detecção da proteína adaptadora 

ligante de cálcio ionizado-1 (IBA-1). 

 
A imunohistoquímica para IBA-1α, foi realizada utilizando o método de 

estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Os tecidos foram 

desidratados em álcool sendo, então, incluídas em parafina. Após este 

procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 μm em micrótomo apropriado 
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e colocados em lâminas de L-polilisina, apropriadas para a realização de 

imunohistoquímica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e 

álcool e imersos em tampão citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em banho 

maria, por 20 minutos para a recuperação antigênica a 65 ºC. Após o 

resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram  

feitas lavagens com solução tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o 

bloqueio da peroxidase endógena com solução de H2O2 a 3% (20 minutos).  

Em seguida foi feito bloqueio de proteína com BSA 5% (albumina bovina) por 

40 minutos. Os cortes foram incubados orvenight com anticorpo primário de 

cabra anti-IBA1(ABICAN®) diluído 1:100, diluído em antibody diluente, de 

acordo com as instruções do fabricante. Após a lavagem em PBS, foi feita a 

incubação com secundário (de detecção) biotinilado IgG cabra diluído 1:400 

(Santa Cruz®), por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados 

com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo ABC Santa 

Cruz®) por 30 minutos. Após nova lavagem com PBS, seguiu-se coloração com 

o cromógeno 3,3’diaminobenzidine- peróxido (DAB), seguida por contra-

coloração com  hematoxilina  de  Mayer. Por fim, foi realizada a desidratação 

das amostras e montagem das lâminas. Controles negativos foram 

processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo 

primário foi substituído por PBS-BSA 5%. 

 
Figura 8. Representação da metodologia realizada na imunohistoquímica 

 

 

Fonte: Laboratório de Histologia – UFC. Acervo da autora, 2015 
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5.5.8 Análise histopatológica do fígado 

 
 

Para a realização da análise histopatológica, as amostras de fígado 

foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas e armazenadas em 

álcool 70%. Os fragmentos foram desidratados em banhos de concentrações 

progressivas de álcool, de modo a substituir a água pelo álcool absoluto. 

Posteriormente foi feita a diafanização, com banho em xilol, para promover 

clarificação e substituição do álcool por um solvente miscível com a parafina. 

Por fim, foi feita a inclusão em parafina, corte em micrótomo e montagem das 

lâminas. A parafina foi retirada com o uso do xilol que, por sua vez, foi 

substituído por álcool em concentrações decrescentes, e por último, o tecido foi 

reidratado e corado em hematoxilina-eosina (H&E), sendo devidamente 

posicionado em lâmina com lamínula sobreposta. A H&E permite completa 

análise estrutural do parênquima e estroma hepáticos e dos infiltrados 

inflamatórios. 

 
Para avaliar se a desnutrição crônica induzida pela DBR pode induzir 

alterações de EHNA, foram empregados os critérios de grau e estágio 

propostos por Brunt et al. (1996) e pelo Pathology Subcommittee of the NASH 

Clinical Research Network (KLEINER et al., 2005). 

 
O grau da esteatose hepática foi avaliada e classificada, 

semiquantitativamente, através do percentual do parênquima envolvido, em: 

grau 1 (presença de depósitos de 5-33%); grau 2 (presença de depósitos entre 

33 e 66%); e grau 3 (presença de depósitos > de 66%), ver quadro abaixo: 

. 

Tabela 5: Escore histopatológico do grau de comprometimento do parênquima 

hepático. 

 

Grau Comprometimento do parênquima 

0 Ausente até 5% 

1 Leve (5%-33%) 

2 Moderada (>33%-66%) 

3 Severa (>66%) 

Fonte: Adaptada pela autora de KLEINER et al. (2005) 
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O grau de inflamação lobular foi avaliado através da detecção de focos 

inflamatórios (observados em aumento de 200X), seguindo os seguintes 

escores: escore 0, sem focos; escore 1, <2 focos; escore 2, 2 a 4 focos; escore 

3, >4 focos. 

 
 

O balonismo hepatocelular foi avaliado pelos seguintes escores: escore 

0, nenhum; escore 1, poucas células balonizadas; escore 2, muitas células 

balonizadas/balonização proeminente. As análises foram realizadas por um 

patologista experiente, sem conhecimento prévio de qual grupo pertenciam as 

lâminas analisadas. 
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6 Análise estatística 

 
 

Os resultados foram expressos como média ± SEM. O teste t de Student 

não pareado foi utilizado. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar 

as medianas no escore histopatológico. O valor de p<0,05 foi usado para 

indicar diferenças significativas. 
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7. RESULTADOS 

 
 

7.1. Ganho de peso corporal 

 
 

A DBR induziu uma redução do ganho de peso corporal (não houve 

perda de peso significativa, mas redução da velocidade do ganho de peso), 

quando comparado ao grupo normonutrido controle (p<0,05), já a partir do 

quarto dia de dieta (25 dias de vida) nos camundongos alimentados com a  

DBR e por todo o período do protocolo experimental. Dessa forma, a DBR 

induziu uma desnutrição crônica nos animais (Figura 9). 

 
Figura 9– Gráfico de percentual de ganho de peso ponderal em camundongos 

C57BL6J, alimentados ad libitum, durante quarenta dias. Os resultados são expressos 

em Média ± EPM. As análises foram feitas utilizando o test t de Student. 
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7.2. Escore histopatológico 

 
 

Na análise histopatológica, não foi observado diferença estatística 

significativa nos parâmetros analisados (marcadores de esteatose, balonização 

do hepatócito e inflamação) entre os grupos experimentais estudados, ver 

figura 10. 

 
Figura 10: Escores histopatológicos do fígado de camundongos C57BL6J, 

alimentados ad libitum, durante quarenta dias com a dieta padrão e DBR. 

 
 
 
 

Grupos N  Escores  

  
  Esteatose  

 
Balonização 

  Macrovesicular Microvesicular Inflamação  

Nutrido 3 0 (0) 0 (0-1) 1 (0-1) 1 (1) 

Desnutrido 6 0 (0-1) 2 (0-3) 0,5 (0-3) 1 (1-2) 

 

Teste de Mann-Whitney 
Dados expressos em mediana (valor máximo e mínimo). 



51  

7.3. Análise sérica da alanina aminotransferase (ALT) 

 
 

Não foi encontrada diferença estatística nos níveis séricos de ALT nos 

grupos experimentais (Figura 11). 

 
Figura 11: Análise sérica dos níveis alanina aminotransferase (ALT) nos grupos 

experimentais. Os resultados são expressos em Média ± EPM. As análises foram 

feitas utilizando o test t de Student e one-way ANOVA. 
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7.4. Imunomarcação para proteína adaptadora de cálcio ionizado-1 (IBA-1) 

e contagem de células IBA-1-positivas. 

 

Nos cortes histológicos de lâminas imunomarcadas para IBA-1, 

observamos que as células de Kupffer (macrófagos do fígado) foram bem 

marcados, especialmente no grupo desnutrido (vistas com marcação marrom 

nessas células), (Figura 12). 

Na contagem de células de Kupffer IBA-1-positivas por campo no fígado, 

identificamos um aumento do número dessas células no grupo desnutrido 

(p<0,001), (Figura 13). 
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Figura 12. Imunomarcação para proteína adaptadora de cálcio ionizado-1 (IBA-1). 
 
 

 

A= grupo nutrido; B=grupo desnutrido 

As setas indicam células marcadas pelo IBA-1 no grupo desnutrido. 

 
 

Figura 13. Contagem de células de Kupffer positivas para proteína adaptadora de 

cálcio ionizado-1 (IBA-1) no tecido hepático. Os resultados são expressos em Média ± 

EPM. N=6 para cada grupo. As análises foram feitas utilizando o test t de Student. 
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7.5. Imunomarcação para Interleucina 1-β (IL-1β) 

 
 

Uma maior imunomarcação de IL-1β foi observada no fígado dos 

animais que receberam a DBR quando comparado com o grupo nutrido 

controle. Ocorreu uma maior imunomarcação no parênquima hepático, 

incluindo os hepatócitos (Figura 14). 

Figura 14: Painel representativo da imunomarcação de IL-1β no tecido hepático dos 

grupos experimentais em pequeno (X100) e grande aumento (X400). 

 

 
 

CN= controle negativo (sem o anticorpo primário) 
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7.6 Análise de marcadores inflamatórios pela atividade de transcrição do 

RNAm para TNF-α e IL-10 por qRT-PCR 

 
A dieta crônica com DBR causou aumento marcante nos níveis do 

transcrito para TNF-α, uma citocina pró-inflamatória, quando comparado ao 

grupo que recebeu a dieta padrão (grupo nutrido) (p<0,0001) (Figura 15). 

 
Figura 15: Análise de qRt-PCR para TNF-α usando β-actina como referência. As 

análises foram realizadas utilizando-se o teste t de Student. Os resultados são 

expressos em Média ± EPM. N=6 para cada grupo. 
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A dieta crônica com DBR causou aumento significativo nos níveis do 

transcrito para IL-10, uma citocina anti-inflamatória, quando comparado ao 

grupo que recebeu a dieta padrão (grupo nutrido) (p=0,001) (Figura 16). 

 
Figura 16: Análise de qRt-PCR para IL-10 usando β-actina como referência. As 

análises foram realizadas utilizando-se o teste t de Student. Os resultados são 

expressos em Média ± EPM. N=6 para cada grupo. 
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7.7 Análise do transporte reverso do colesterol pela atividade de 

transcrição do RNAm para APOA, APOE e LCAT por qRt-PCR 

 
Em relação à análise dos componentes do transporte reverso do 

colesterol por qRt-PCR, foi observado um aumento da expressão de APOA no 

grupo desnutrido quando comparado ao grupo nutrido (p=0,04) (Figura 17). A 

proteína ribossomal RPLP0, foi utilizada como referência. Ao analisarmos 

APOE (Figura 18) e LCAT (Figura 19), não foram observadas alterações na 

expressão do RNAm desses marcadores. 
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Figura 17: Análise de qRt-PCR para APOA usando RPLP0 proteína ribossomal como 

referência. As análises foram realizadas utilizando-se o teste t de Student. Os 

resultados são expressos em Média ± EPM. N=6 para cada grupo. 
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Figura 18: Análise de qRt-PCR para APOE usando RPLP0 proteína ribossomal como 

referência. As análises foram realizadas utilizando-se o teste t de Student. Os resultados são 

expressos em Média ± EPM. N=6 para cada grupo. 
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Figura 19: Análise de qRt-PCR para ApoE usando RPLP0 proteína ribossomal como 

referência. As análises foram realizadas utilizando-se o teste t de Student. Os 

resultados são expressos em Média ± EPM. N=6 para cada grupo. 
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8. DISCUSSÃO 

 
 

Na literatura vários métodos de desnutrição são descritos. Dentre os 

mais utilizados podemos citar: a restrição alimentar pelo afastamento da mãe 

durante o período de lactação (CASTRO et al., 2012, FLORIAN, NUNES, 

2011), o ajuste do tamanho da ninhada (LADD et al., 2010), a indução da 

desnutrição através do uso de dietas hipoproteicas (SOUZA et al., 2009). 

Independente da técnica utilizada, a desnutrição crônica em geral induz a um 

déficit do ganho do peso corporal. 

 
A Dieta Básica Regional (DBR) elaborada após inquérito de frequência 

de consumo alimentar, realizada pelo setor de Nutrição Humana da 

Universidade Federal de Pernambuco (TEODÓSIO et al., 1990), tem sido 

utilizada na avaliação do efeito da desnutrição intra-uterina na progressão da 

resposta inflamatória aguda e subcrônica (BARRETO et al., 2012) e para 

verificar o efeito da desnutrição no perfil de ácidos graxos do leite materno e no 

crescimento e desenvolvimento de ratos jovens (SOUZA et al., 2019). Embora 

a DBR tenha sido utilizada em vários trabalhos, nenhum destes pesquisou as 

possíveis alterações que esta dieta pode ocasionar no fígado. 

 
Em nosso estudo foi observado uma redução significativa do ganho de 

peso corporal nos animais submetidos à Dieta Básica Regional a partir do 4º 

dia de consumo, sustentando um déficit de ganho de peso, quando comparado 

ao grupo normonutrido. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por de 

Queiroz (2014), que induziu desnutrição em ratos Wistar com a DBR por 14 

dias, pós-desmame. De Queiroz e col. identificaram uma redução significativa 

do ganho de peso já no terceiro dia nos animais recebendo a DBR quando 

comparado com o controle nutrido. No trabalho de de Queiroz, a 

suplementação com zinco (500 mg/L) na água de beber não foi suficiente para 

melhorar o ganho de peso dos animais desnutridos (de QUEIROZ et al., 2014). 

 
Em outro trabalho utilizando a DBR foram pesquisadas fêmeas de 

camundongos C57BL6J, lactantes. Após 21 dias de nascidos, os filhotes 

destas fêmeas foram desmamados e inseridos na mesma dieta administrada 



59  

ao grupo das fêmeas que os amamentaram. Assim, observou-se que filhotes 

desmamados das fêmeas do grupo DBR, mantiveram-se abaixo do peso e 

atrofiados em relação aos controles nutridos, fato que foi observado até  a 

morte destes (UENO et al., 2011). 

 
Pessoa e col. (2005) avaliaram em 159 ratos Sprangue Dawley, os 

efeitos cumulativos da DBR sobre o crescimento corporal e o desenvolvimento 

de órgãos em três gerações sucessivas destes animais. Neste estudo 

constatou-se redução acentuada do ganho de peso e comprometimento de 

órgãos nos grupos de gerações submetidos à desnutrição hipoproteica 

(PESSOA et al.,2005). 

 
O trabalho de Preides e col. (2014) identificou alterações metabólicas 

importantes em camundongos desnutridos, submetidos à separação materna 

neonatal (portanto com desnutrição calórico-proteica devido à restrição de 

leite), incluindo evidência de catabolismo do tecido muscular e adiposo, além 

de alterações hepáticas e biliares, anomalias do metabolismo do ácido biliar, 

estresse oxidativo e inflamação (PREIDES et al., 2014). Achados que suportam 

que desnutrição pode levar a importantes alterações da função hepática. 

 
Estudos correlacionam elevação moderada de níveis da TGO/TGP à 

injúria hepática (CARVALHEIRA et al., 2006). Em nosso estudo a dosagem de 

TGP não se mostrou alterada. No trabalho de Burlamaque e col. que induziu a 

esteatose em ratos Wistar, foi observado que, embora o fígado tenha sido 

submetido a uma situação possivelmente indutora de inflamação, em animais 

que apresentaram esteatose ao tratamento, não foram observadas alterações 

dos níveis de TGO/TGP (BURLAMAQUE et al., 2011). Possivelmente em 

nosso estudo, bem como no estudo de Burlamaque, a inflamação não foi 

severa o suficiente para alterar este parâmetro. 

 
Na análise da imunomarcação de células IBA-1 positivas, observamos 

que as células de Kupffer mostraram-se bem marcadas no grupo desnutrido. 

Foi observado também, um maior número na contagem de células de Kupffer- 
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IBA-1 positivas neste grupo quando comparado ao grupo controle nutrido, 

sugerindo a participação dessas células no quadro inflamatório. 

 
Durante a DEP há estímulo constante do sistema imunológico em 

decorrência da perda da integridade da barreira epitelial intestinal podendo 

ocasionar translocação bacteriana, levando à produção de citocinas 

inflamatórias, dentre elas TNF-α, IL-1β e IL-6, as quais atuam para inibir a 

expressão de IGF-1 no músculo esquelético e no fígado. Este mecanismo 

ainda não esta completamente explicado na literatura (BROUSSARD et al., 

2003; COONEY; SHUMATE, 2006). 

 
Identificamos uma maior imunomarcação de IL-1β no fígado dos animais 

que receberam a DBR quando comparado com o grupo nutrido controle. 

Ocorreu uma maior imunomarcação no parênquima hepático, incluindo os 

hepatócitos. No trabalho de de Queiroz, a DBR induziu o aumento dos níveis 

teciduais no jejuno de TNF-α, IL-1β e IL-10, quando comparado ao grupo 

nutrido. A suplementação de zinco foi capaz de reduzir os níveis de TNF-α e IL-

10, mas não IL-1β quando comparado com o grupo desnutrido com DBR sem 

tratamento com zinco (de QUEIROZ et al, 2014). No trabalho de Fock e col. 

(2007), camundongos machos com 60 dias de vida, desafiados com dieta 

hipoproteíca (dieta a 4% em comparação a dieta padrão a 20%) e desafiados 

com LPS, apresentaram menor síntese de IL-1 (FOCK et al., 2007). 

 
Ferreira e col., (2011), realizaram estudo utilizando ratos Swiss machos, 

com idades de 7 e 8 semanas, os quais foram alimentados com dieta com alto 

teor de carboidratos (64% de carboidratos, 19% de proteína e 11% de gordura), 

ou dieta hipercolesterolêmica (45% de carboidratos, 17% de proteína e 38% de 

gordura), os quais foram comparados com o grupo controle alimentado com a 

dieta padrão. A dieta rica em carboidratos foi capaz de aumentar o nível de 

TNF-α no fígado. Achado que se assemelha ao encontrado em nosso estudo, 

onde a DBR, dieta que apresenta teor elevado de carboidratos (70,6%), em 

comparação a ração padrão (56%), foi capaz de aumentar a expressão do 

RNAm de TNF-α no fígado dos animais que receberam DBR, sugerindo uma 
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maior produção desta citocina nos animais submetidos a dieta com teor 

elevado de carboidratos também em nosso estudo. 

 
O TNF-α é uma citocina produzida, principalmente, por macrófagos, no 

fígado, as células de Kupffer são macrófagos residentes (BORGES et al., 2008; 

CLAUSS et al., 2001; SPRAGUE & KHALIL, 2009; MANKAN et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2014). A maior expressão de TNF-α no fígado dos animais 

que receberam DBR (animais apresentando desnutrição), provavelmente 

correlaciona-se com o número aumentado de células de Kupffer neste grupo, 

demonstradas por maior número na contagem de células hepáticas IBA-1 

positivas e maior marcação com IBA-1, evidenciando a ativação destas células 

na produção de TNF- α no quadro de DEP. 

 
Giovambattista e col.,(2005) observaram níveis séricos de TNF-α 

aumentados em crianças com desnutrição energético-proteica quando 

comparado com crianças nutridas. Não foi encontrado aumento dos níveis de 

corticortrofina plasmática e cortisol sérico nas crianças desnutridas. Outro 

estudo que evidenciou este achado foi o realizado por Dewan e col. (2009) o 

qual avaliou o perfil imune de oitenta crianças, com idade de um a cinco anos 

que apresentavam quadro de desnutrição desde moderada até desnutrição 

severa. Nestas crianças os níveis séricos das citocinas TNF-α e IL-10 estavam 

aumentados (DEWAN et al., 2009). 

 
A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória importante na regulação da 

resposta inflamatória, isso se dá por meio de vários mecanismos, dentre eles: a 

diminuição da secreção de IL-2 pelas células T, redução da expressão do 

antígeno de leucócito humano II (HLA classe II) e a redução de IL-1β, TNF-α e 

IL-8 pelos monócitos e macrófagos que são ativados durante a inflamação 

(LEIJA et al., 2007). 

 
Em um estudo com camundongos recém-desmamados que receberam 

dieta hipoproteica a 0,6%, foram observados níveis elevados de IL-10 no soro, 

quando comparado aos controles (dias 3 e 14 do protocolo experimental). Os 

níveis séricos de IL-10 foram mantidos nos grupos desnutridos, apesar do 
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fornecimento inadequado de nutrientes, fato observado mesmo durante a 

progressão da perda de peso (MONK et al., 2009). 

 
Em nosso estudo, no grupo DBR (desnutrido) houve um aumento da 

expressão do RNAm da IL-10, uma citocina anti-inflamatória, ao mesmo tempo 

em que houve também um aumento do RNAm de TNF-α, uma citocina pró- 

inflamatória. Sabe-se que as citocinas possuem a capacidade de 

autorregulação, as interleucinas IL-10 e IL-4 quando produzidas em resposta  

as citocinas pró-inflamatórias podem suprimir a produção de outras citocinas 

pró-inflamatórias. Fato observado quando ocorre uma resposta excessiva de 

citocinas pró-inflamatórias (Síndrome da resposta inflamatória sistêmica – 

SIRS) esta é ajustada pela Síndrome de resposta anti-inflamatória 

compensatória (CARS) levando a um aumento da produção de IL-10 e IL-4 

(MOSMANN et al., 1986; MAYATEPEK et al., 1993). Esta dinâmica 

compensatória na produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

pode explicar nossos achados, onde houve aumento expressivo do RNAm da 

IL-10 e de TNF-α no grupo DBR desnutrido. 

 
Estudos citam relações entre a desnutrição e as concentrações de 

colesterol e suas frações, triglicérideos e metabolismo de lipídeos no 

kwashiorkor (FLORES et al., 1970), no entanto, poucos estudos descrevem a 

relação das apolipoproteínas na DEP. Dentre os estudos que realizaram este 

enfoque podemos citar o de Feillet et al., (1993) o qual avaliou alguns índices 

de lipídios plasmáticos, incluindo colesterol total, HDL, e LDL; triglicerídeos; e 

as apolipoproteínas A-I, A-II, B, C-III, e E, bem como partículas de lipoproteínas 

contendo apoAI, ApoAI e A-Il (Lp AI: A-II), em 39 crianças no norte da 

Mauritania, com idades entre 9 a 44 meses, apresentando quadro de Marasmo 

e comparadas com crianças normonutridas. 

 
No estudo de Feillet et al., (1993), foi observado que não houve 

diminuição da apoAI, o que concorda com a capacidade de absorção 

preferencial do colesterol no presente grupo. Ao fazer um comparativo apoAI / 

apoA-Il não diferiram entre os indivíduos do grupo controle, mas apoAI / Lp AI: 

A-II (AI- AII: fração de HDL) foi significativamente maior nas crianças 
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apresentando marasmo do que em indivíduos do grupo controle (P <0,01). 

Estudos relatam que a proporção apoA-I é de aproximadamente 50% nas HDL 

A-I e HDL A-I/A-II (SEGREST, 2000; WANG, 2004). Em nosso estudo 

evidenciou-se uma maior expressão do RNAm de apoA-I no grupo desnutrido 

quando comparado ao grupo controle, sugerindo uma mobilização do colesterol 

dos tecidos para o fígado. Acreditamos que novos estudos onde seja realizado 

a concentração de HDL poderiam elucidar melhor este achado. 

 
A LCAT é a enzima responsável pela esterificação do colesterol livre 

captado pela HDL, tendo sua atividade regulada por apoA-I. Os mecanismos 

que regulam a sua transcrição gênica ainda não estão bem descritos na 

literatura, (NG, 2004; STAELS et al.,1992), possibilitando apenas especular se 

os fatores que levaram ao aumento da transcrição de apoA no grupo  

desnutrido de nosso estudo, a longo prazo, também poderiam levar ao 

aumento da expressão de LCAT. 

 
Lamry e col. (1995), estudaram os efeitos de dietas hipoproteicas na 

composição da HDL e sua correlação com a atividade da LCAT em ratos 

durante o período de crescimento. Neste estudo foram utilizadas duas dietas 

hipoproteícas diferentes, uma contendo 2% de caseína e outra com 5% de 

glúten, administradas durante 28 dias, seguido pela realimentação de uma 

dieta equilibrada, contendo 15% de caseína durante 14 dias. O grupo controle 

foi alimentado com a dieta equilibrada durante 42 dias. Foi observado que o 

consumo de ambas as dietas hipoproteícas diminuiram a atividade da LCAT. 

No final do período de desnutrição, a atividade da LCAT foi de apenas 22% (no 

grupo caseína) e 13% (no glúten), após três dias de reinserção da dieta 

normoproteica, os valores de ambos os grupos retornou ao parâmetro similar 

aos valores do grupo controle. Apesar da redução na atividade da LCAT nos 

grupos de dietas com depleção de proteínas, o metabolismo da HDL não foi 

prejudicado de forma significativa. Os autores atribuíram que possivelmente 

este achado poderia ser, em parte, devido à manutenção dos níveis de Apoa-I. 

A atividade de LCAT reduzida poderia também, ser atribuída à redução da 

síntese da LCAT no fígado durante o protocolo de ambas as dietas com 

depleção de proteína (LAMRY et al., 1995). 
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9. CONCLUSÃO 

 
 

- No presente estudo observou-se que a DBR uma dieta hipoproteica, 

administrada por 40 dias, causou uma redução do ganho de peso corporal, a 

partir do 4º dia de experimento, nos animais do grupo DBR em comparação ao 

grupo normonutrido, fato que perdurou durante todo o percurso do protocolo. 

Assim, conclui-se que neste protocolo com a DBR os animais desenvolveram 

um quadro de desnutrição. 

 
- A análise da imunohistoquímica para a proteína adaptadora do cálcio 

ionizado-1 (IBA-1), um marcador de macrófagos, observou-se maior 

imunomarcação, bem como maior quantitativo de células IBA-1 positivas no 

grupo desnutrido- DBR. 

 
- A análise da imunohistoquímica da citocina 1L-β demonstrou maior 

imunomarcação de IL-1β no fígado dos animais que receberam a DBR, quando 

comparado com o grupo nutrido controle. Ocorreu uma maior imunomarcação 

no parênquima hepático, evidenciando um quadro inflamatório neste grupo. 

 
- Foi observado no grupo desnutrido-DBR um aumento da expressão da 

citocina pró-inflamatória TNF-α e também da citocina IL-10 (anti-inflamatória), 

indicando a presença de um quadro inflamatório no fígado. 

 
- No presente estudo ao analisarmos a expressão de alguns dos componentes 

envolvidos no transporte reverso do colesterol (LCAT, ApoA-I e ApoE), 

observamos uma maior expressão do RNAm da ApoA-I, no grupo DBR- 

desnutrido, sugerindo que a desnutrição em decorrência da ingestão da DBR 

pode levar algum grau de alteração do metabolismo do colesterol. 

 
- Esse estudo sugere que a alteração observada no transcrito de ApoA-I pode 

ter sido induzida pelo processo inflamatório, afetando o metabolismo reverso  

do colesterol, que pode ter implicações para doenças cardiovasculares. 
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