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RESUMO

Obesidade ¢ uma doenga inflamatéria cronica de abrangéncia mundial, caracterizada pelo
acumulo anormal e excessivo de gordura que pode provocar danos a satde. A grande
preocupacdo acerca desta doenca diz respeito aos disturbios metabodlicos associados a ela, que
podem resultar em sindrome metabolica. A infec¢do por helmintos induz diversos mecanismos
capazes de regular ¢ modular a resposta imune do hospedeiro, garantindo a sua permanéncia.
Estas modulagdes, que incluem a ativagdo de células T reguladoras, acabam sendo benéficas ao
individuo, diminuindo a inflamacdo e consequentemente impedindo o desenvolvimento de
doencas inflamatdrias cronicas. Neste contexto, o presente estudo objetivou investigar a
influéncia da infeccao por Heligmosomoides polygyrus no desenvolvimento de obesidade e suas
consequéncias. Camundongos C57BL/6 machos, livres de patdogenos especificos, foram
submetidos a dieta controle ou indutora de obesidade, por até oito semanas, na presenga ou nao
de infeccao helmintica. Semanalmente foram avaliados parametros de ganho de peso, ingestao
calorica e manutencao da infeccdo, e posteriormente resisténcia a insulina, colesterol, secre¢do de
adipocinas, inflamag¢do e migracao celular para tecido adiposo. Apesar de nao haver diferenca na
ingestdo caldrica entre os animais submetidos a dieta hiperlipidica, a presenca da infeccdo foi
capaz de prevenir o ganho de peso, exercendo influéncia no peso do tecido adiposo, epididimal e
subcutaneo. Este efeito ndo ocorre devido a espoliagdo do parasita ja que nao houve diferenga de
peso entre os grupos que receberam dieta controle. Além disso, a infec¢ao foi capaz de impedir o
desenvolvimento de: hipertrofia exacerbada dos adipocitos, resisténcia a insulina e desregulacao
na producdo de adipocinas. Houve também diminui¢do da inflamacdo, aparentemente em
mecanismo independente de IL-10, e aumento de células T reguladoras e eosinofilos no tecido
adiposo. Apesar disso, a infeccdo nao foi capaz de reduzir o estresse oxidativo, nem alterar a
migracao de células inflamatoérias (Th17, ILC1, ILC3) para o tecido. No geral, a infeccdo foi
capaz de prevenir o ganho exacerbado de peso e o desenvolvimento de consequéncias associadas
a obesidade, provavelmente devido a diminuicdo da inflamagdo, associada ao aumento das

células T reguladoras.

Palavras-chave: Heligmosomoides polygyrus, inflamagdo, imunorregulagao



ABSTRACT

Obesity is a worldwide disease defined by the excessive amount of fat that can cause damage to
the health. The greatest concern about this disease is associated with the metabolic disorders
developed with it, that can lead to metabolic syndrome. The helminth infection can induce
various mechanisms capable of modulating and regulating the immune response of the host,
ensuring their stay. These modulations, including the activation of T regulatory cells, end up
being beneficial to the host, because it decreases the inflammation and impairs the development
of inflammatory chronic diseases. Considering that, the present study aimed to verify the
influence of the infection by Heligmosomoides polygyrus in the development of obesity and its
consequences. Male C57BL/6, specific pathogen free, were fed a control diet or a high fat diet,
for up to eight weeks, in the presence or not of the infection. Weight gain, caloric intake and egg
counting in the stool were evaluated weekly. At the end of the experiment we also evaluated
parameters related to insulin resistance, cholesterol, secretion of adipokines, inflammation and
cellular migration to the adipose tissue. Despite no difference in the caloric intake between the
animals fed with high fat diet, the infection was able to prevent the weight gain, also decreasing
the weight of epididymal and subcutaneous fat. This effect does not occur due parasite spoliation
because there was no difference between the groups that received control diet. Also, the infection
prevented the development of adipocytes hypertrophy, insulin resistance and deregulation in the
production of adipokines. The inflammation decreased, apparently in a manner independent of
IL-10, and the percentage of T regulatory cells and eosinophils increased in the adipose tissue.
Besides that, the infection was not able to reduce the oxidative stress, neither change the
migration of inflammatory cells (Th17, ILC1, ILC3) to the adipose tissue. Overall, the infection
prevented the exacerbated weight gain and the development of obesity associated consequences,

probably by decreasing the inflammation, associated to the increase of T regulatory cells.

Keywords: Heligmosomoides polygyrus, inflammation, imunoregulation
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1 INTRODUCAO

Sobrepeso e obesidade sao importantes problemas de saude mundial, definidos como o
acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode provocar danos a saude (WHO, 2016).
Este acamulo de gordura ¢ possibilitado pelos adipdceitos que ao receberem mais energia do
que precisam armazenar, tendem a se alterar gradativamente, crescendo em numero
(hipertrofia) e tamanho (hiperplasia), para conseguirem estocar esta energia excedente (Jo

et al., 2009).

A determinacao de sobrepeso e obesidade pode ser realizada de diversas formas, sendo
que as mais simples e praticas incluem o célculo do indice de massa corporal (IMC) ¢ a
medida da circunferéncia da cintura. O IMC ¢ calculado a partir da divisao do peso (Kg)
pela altura ao quadrado (m?), que quando resulta em valores entre: 19 e 24 indica o peso
normal, 25 e 29 indica sobrepeso, ¢ a partir de 30 indica obesidade (WHO, 2000). Ja os
valores relacionados a medida da circunferéncia da cintura (cm) variam entre homens e
mulheres, sendo que, medidas menores que 95 ¢ 80 demonstram o peso normal para os
respectivos géneros, entre 95 - 102 e 80 - 88, sdo consideradas sobrepeso, e valores acima

deste parametro considerados obesidade (Lean, 1998).

A prevaléncia da obesidade vem aumentando de forma significativa com o passar dos
anos, sendo que seus indices mais que dobraram entre 1980 e 2014 (WHO, 2016). Na
década de 80, quando se iniciou a preocupagao em relagao a esta doenca, a grande maioria
dos casos ocorria nos paises desenvolvidos. Hoje, a obesidade ¢ amplamente distribuida
pelo mundo, com maior taxa de crescimento nos paises em desenvolvimento, que abrigam
62% da populag@o obesa mundial (Ng et al., 2014). Este aumento da obesidade resultou na
estimativa, de que em 2014, aproximadamente dois bilhdes de adultos estavam com
problemas de sobrepeso, sendo que 600 milhdes destes apresentavam obesidade (WHO,
2016). Especificamente no Brasil, 82 milhdes de adultos se enqudram nas categorias de
sobrepeso e obesidade, o que corresponde a cerca de 60% da populagdao adulta do pais
(Brasil, 2015). Nas figuras 1 e 2 ¢ possivel observar a prevaléncia mundial da obesidade em
adultos, e o fato de que ela afeta mais a populagao feminina (Figura 1) do que a masculina

(Figura 2). Além da alta ocorréncia de sobrepeso ¢ obesidade em adultos, o indice destes
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disturbios tem aumentado cada vez mais em criangas, sendo que em 2014, cerca de 41
milhdes de criancas com idade menor que cinco anos se encaixavam em uma destas

categorias (WHO, 2016).

Fig. 7.2 Age-standardized prevalence of obesity in women aged 18 years and over (BMI 230 kg/m?), 2014
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Figura 1: Prevaléncia mundial da obesidade em mulheres acima de 18 anos no ano de
2014. A taxa de prevaléncia da obesidade ¢ indicada pela intensidade das cores, sendo que
cores mais fortes (vermelho) indicam maiores indices e cores mais brandas (amarelo claro)
demonstram menores ocorréncias. Fonte: WHO, Global Status Report on

Noncommunicable Diseases 2014, p.80

Fig. 7.1 Age-standardized prevalence of obesity in men aged 18 years and over (BMI =30 kg/m?), 2014
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Figura 2: Prevaléncia mundial da obesidade em homens acima de 18 anos no ano de
2014. A taxa de prevaléncia da obesidade ¢ indicada pela intensidade das cores, sendo que
cores mais fortes (vermelho) indicam maiores indices e cores mais brandas (amarelo claro)
demonstram menores ocorréncias. Fonte: WHO, Global Status Report on

Noncommunicable Diseases 2014, p.80

20



Este aumento expressivo na prevaléncia da obesidade esta relacionado com mudangas
no estilo de vida da sociedade, que hoje opta pelo consumo elevado de alimentos ricos em
gorduras e abandona cada vez mais a pratica de atividade fisica (Grundy, 2004). No Brasil,
por exemplo, cerca de 20% da populacdo consome doces e refrigerantes regularmente e
quase 16% nao pratica nenhum tipo de atividade fisica, nem mesmo no deslocamento para
o trabalho (VIGITEL Brasil, 2015). Estas praticas acabam gerando um desequilibrio entre
calorias consumidas e gastas, o que corresponde justamente a principal causa para o
desenvolvimento da obesidade. Outros fatores como predisposi¢ao genética, problemas
hormonais, uso de determinados tipos de medicamentos e desregulacdes emocionais, como
depressao, também podem ser considerados predisposi¢des para o desenvolvimento deste

distarbio (NIH, 2012).

Esta alta prevaléncia da obesidade gera impactos para a econimia, visto que ha custos
diretos, com médicos e hospitais, e indiretos, devido a perda de produtividade por parte do
individuo obeso (Bahia & Araujo, 2014). Nos Estados Unidos, por exemplo, o gasto anual
relacionado a obesidade excede 215 bilhdes de dolares, sendo 147 bilhdes associados a
médicos e medicamentos e 66 bilhdes relacionados a perda de produtividade (Hammond &
Levine, 2010). Em relagdo ao tratamento de doencas relacionadas a obesidade, no Brasil,
por exemplo, sdo gastos dois bilhdes de dolares anualmente, sendo 1,4 bilhdes destinados

apenas a hospitaliza¢des (Bahia et al., 2012).

Além disso, a grande preocupagdo acerca do alto indice de obesidade ocorre devido ao
fato da associacdo deste distirbio com o desenvolvimento de diversas alteragdes
metabolicas como: aumento de pressdo arterial, resisténcia a insulina, diminuicao das
lipoproteinas de alta densidade (HDL), e aumento dos niveis séricos de: triglicerideos,
glicose em jejum e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Grundy, 2004). No individuo
obeso estas alteracdes, geralmente, ocorrem em conjunto € nao de forma isolada, o que
resulta na sindrome metabolica (Grundy, 1999). Com a persisténcia do excesso de peso ao
longo tempo, estas alteracdes metabolicas também permanecem, aumentado a
probabilidade de desenvolvimento de consequéncias mais graves como: diabetes tipo II
(Mokdad et al., 2003), hipertensao (Redon, 2001), esteatose hepatica (Fabbrini et al., 2010),

cardiopatia isquémica (Wong & Marwick, 2007) e até¢ determinados tipos de cancer
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(figado, endométrio, mama, ovario, préstata, rim, célon, bexiga) (Larsson & Wolk, 2007a;
Fader et al., 2009; Stephenson & Rose, 2009; Olsen et al., 2007; Freedland & Platz, 2007;
Pan et al., 2006; Frezza et al., 2006; Larsson & Wolk, 2007b). Como resultado disso, hoje
estes disturbios de peso sdo considerados o quinquagésimo no ranking de fatores de risco
de morte global, tendo pelo menos 2,8 milhdes de adultos como vitimas por ano (EASO,

2013).

Diante da gravidade destes distirbios associados a obesidade, pesquisas focadas
principalmente no tecido adiposo foram realizadas com o intuito de compreender os
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento dos mesmos. A partir dos resultados
encontrados, principalmente desde o descobrimento da producao, pelo tecido adiposo, de
uma molécula reguladora da saciedade, hoje chamada de leptina, o tecido adiposo deixou
de ser visto apenas como um reservatorio de gordura e passou a ser compreendido como
um importante 6rgao endocrino (Zhang et al., 1994; Flier, 1995; Kershaw & Flier, 2004).
Além da leptina, as descobertas mostraram que o tecido adiposo ¢ capaz de produzir
diversas outras substincias que tém acdao local e sist€émica, permitindo inclusive a
comunica¢do deste tecido com outros 6rgdos do corpo (Kershaw & Flier, 2004). Estas
substancias, que incluem os hormonios: adiponectina, leptina, resistina e visfatina, foram
denominadas adipocinas e s3ao capazes de exercer fungdes variadas inclusive
neuroenddcrinas, relacionadas ao metabolismo de energia e imunidade, sendo essenciais
para a manuten¢ao da homeostase metabodlica (Kershaw & Flier, 2004; Cao, 2014). Devido
a importancia metabodlica destas substancias, hoje ¢ bem estabelecido que a desregulacao na
secrecdo das mesmas corresponde a uma das principais causas responsaveis pelo
desenvolvimento das desordens metabodlicas associadas a obesidade (Zou & Shao, 2008;

Rasouli & Kern, 2008; Cao, 2014).

A leptina ¢ considerada uma das principais substancias relacionadas a regulacao
metabolica, pois € capaz de regular o peso corporal e a deposicdo de gordura através da
indicacdo de saciedade (Pelleymounter et al., 1995). A leptina produzida pelo tecido
sinaliza o estado nutricional do organismo para o sistema nervoso central, principalmente
para o hipotdlamo, que como resposta, produz neuropetideos e neurotransmissores que

modulam a ingestao de comida e o gasto de energia (Campfield et al., 1995; Cao, 2014). Na
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obesidade ha um aumento excessivo na producao deste hormonio, ja que sua quantidade ¢
proporcional a quantidade de tecido adiposo (Zou & Shao, 2008). No entanto ndo hd uma
diminui¢do de apetite por parte dos individuos obesos, o que ocorre na verdade ¢ o
desenvolvimento de uma resisténcia a leptina, que leva inclusive a alteragdes no ganho de

peso (Halaas et al., 1997; Frederich et al., 1995; Shapiro et al., 2008).

Além de regular a saciedade, a leptina exerce um papel importante no metabolismo de
glicose, atuando em diferentes pontos da cascata de sinalizagdo da insulina, como nos
substratos de receptor de insulina 1 ¢ 2 (IRS 1 e 2), na proteina quinase ativada por
mitdgeno e na fosfatidilinositol 3 quinase (Szanto & Kahn, 2000). Devido a esta associagao
entre leptina e insulina, estudos comprovam que a desregulacdo na producao de leptina,
devido ao excesso de nutrientes, estd associada ao desenvolvimento de resisténcia a

insulina e diabetes tipo II (Wang et al., 2001; Zou & Shao, 2008).

A adiponectina corresponde a outra adipocina importante no metabolismo da glicose,
agindo principalmente no musculo esquelético e figado, tendo como principal agdo
potencializar o efeito da insulina (Chandran et al., 2003; Berg et al., 2001). No musculo ¢
responsavel por aumentar a fosforilagao em tirosina do receptor de insulina, o que acarreta
em aumento na sensibilidade a este hormonio. No figado, ¢ capaz de diminuir o influxo de
acidos graxos livres e aumentar a oxidagao dos mesmos, ocasionando em menor deposi¢ao
de glicose hepatica e sintese de triglicerideos, aumentando também a sensibilidade a
insulina. Age também no endotélio vascular exercendo uma fungao diferenciada, pois atua
principalmente na diminui¢do da adesao de mondcitos no local, impedindo a inflamagao
vascular (Chandran et al., 2003). E encontrada em abundincia no plasma de pessoas
saudaveis (entre 1,9 e 17 mg/mL), e suas elevadas concentracdes indicam uma relagao
inversa com diversas alteragdes morfologicas e metabolicas como: circunferéncia da
cintura, quantidade de gordura visceral, nivel de triglicerideos, glicose em jejum e insulina,
e também com o desenvolvimento de diabetes tipo II (Arita et al., 1999, Ryo et al., 2004; Li
et al., 2009). Além disso, o nivel de colesterol HDL parece estar diretamente relacionado

com a quantidade de adiponectina (Ryo et al., 2004).

Na obesidade ha desenvolvimento de estresse oxidativo e inflamagao, gerando espécies

reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pré-inflamatoérias, que parecem atuar nos adipocitos
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impedindo a transcricdo de adiponectina e consequentemente diminuindo sua concentragao
no plasma, que permanece entre 0,5 ¢ 6,9 mg/mL (Furukawa et al., 2004; Maeda et al.,
2002; Arita et al., 1999). Esta redugcdo tem como consequéncia o desenvolvimento de
alteragdes metabdlicas, como aumento dos niveis séricos de glicose, triglicerideos e
insulina, podendo acarretar inclusive no desenvolvimento de sensibilidade a insulina,

diabetes tipo II e esteatose hepatica (Ryo et al., 2004; Li et al., 2009).

Nao s6 adipocinas, mas também citocinas anti e pro-inflamatorias provenientes de
células imunes residentes no tecido estdo relacionadas com o desenvolvimento ou ndo das
consequéncias associadas a obesidade (Lumeng et al., 2007a; Hotamisligil et al., 1995).
Nos individuos magros hd predominancia de citocinas do tipo 2 e regulatérias (IL-4, IL-5,
IL-13 e IL-10) que sdo responsaveis pela ativagdo alternativa dos macréfagos, macréfagos
M2, residentes no proprio tecido adiposo (Patel et al., 2013). Tais citocinas sao produzidas
por células Th2, células T reguladoras (Treg), eosindfilos e células linfoides inatas do tipo 2
(ILC2) sendo capazes de alterar o estado inflamatério e metabdlico do proprio tecido
adiposo (Tiemessen et al., 2007; Wu et al., 2011; Molofsky et al., 2013). A polarizagdo de
macrofagos M2 ¢ de suma importancia para o metabolismo, pois estas células sao
responsaveis pela secrecdo de diversas citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10, que
auxiliam na manutencdo da sensibilidade a insulina (Lumeng et al., 2007a; Patel et al.,
2013). Ja nos individuos obesos hd uma predominancia de células Thl e ILC1, que através
de citocinas, como interferon y (IFN-y), estimulam a polarizacdo de macrofagos M1, ou
classicamente ativados (Lumeng et al., 2007b; O’Sullivan et al., 2016). Estas células sao
pro-inflamatorias e secretam citocinas, como fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IL-1J,
que auxiliam no desenvolvimento da inflamagdo associada a obesidade e também das suas
demais consequéncias, como desenvolvimento de diabetes tipo II, doencas cardiovasculares

e esteatose hepatica (Patel et al., 2013).

Além da estimulacdo de macrofagos M1, diversos outros mecanismos auxiliam no
desenvolvimento e estabelecimento da inflamag¢ao no tecido durante a obesidade (Gregor &
Hotamisligil, 2011). Um deles corresponde a ativagao das cascatas de sinalizagdo de ¢ Jun
N terminal quinase (JNK) e inibidor de quinase kapa (IKK), que sdo ativadas por alteragdes

metabolicas (acumulo de glicose e lipideos, desenvolvimento de estresse no reticulo,
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aumento de &cidos graxos livres e de citocinas pro-inflamatdrias), e levam ao aumento na
transcricdo de genes inflamatorios (TNF-a, IL-6 ¢ CCL2) e também a fosforilagdo em
serina do IRS-1, que atenua a acdo da insulina (Ozcan et al., 2004; Solinas & Karin, 2010).
Hé também ativacdo de inflamassomas (induzem a secrecdo IL-1P) e receptores do tipo
Toll (TLR), como o TLR4, que estdo associados ao desenvolvimento de diabetes tipo II e

estresse metabodlico (Schroder et al., 2010, Song et al., 2006).

A inflamacao estabelecida por estes mecanismos persiste ao longo do tempo, e acaba
por induzir a migracdo de diversas células imunes para o tecido adiposo, alterando a
composi¢do da fracdo estromal (células que ndo sdao adipocitos) (Gregor & Hotamisligil,
2011). Dentre estas células migratorias € possivel citar os mastécitos e as células natural
kilers (NKs) que contribuem para apoptose dos adipocitos e para desregulagdes no
metabolismo de glicose (Liu et al., 2009; Ohmura et al., 2010). H4 também aumento de
linfécitos B, que secretam citocinas pro-inflamatorias e produzem anticorpos patogénicos
que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (Winer et al., 2014). Em
relagdo aos linfocitos T, além da predominancia de células Thl, ha aumento de células
CDS8" e diminui¢do da populacdo de células T reguladoras (Nishimura et al., 2009; Feuerer
et al., 2009). O aumento de CD8" auxilia na ativa¢do e recrutamento de mais macréfagos
para o tecido, sendo essencial para o estabelecimento da inflamacao (Nishimura et al.,
2009). Ja a diminuigdo de células T reguladoras parece estar associada com o
desenvolvimento de sindrome metabolica, visto que em individuos obesos que nao
desenvolvem esta sindrome ha aumento de células FoxP3" (Pereira et al., 2014). Além
disso, a diminuicao da populacdo de Treg demonstra a deficiéncia nos mecanismos de
regulacao que acabam falhando em diminuir a inflamagao, que ¢ mantida e refor¢ada por
cada um dos mecanismos que a gera (Feuerer et al., 2009). Em resumo, na obesidade ¢
gerada uma inflamacao cronica que exerce papel fundamental no desenvolvimento das

consequéncias associadas a ela (Xu et al., 2003).

Como mencionando anteriormente, outro distirbio desenvolvido na obesidade, como
consequéncia do estabelecimento da inflamagdo, corresponde ao aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio, gerando estresse oxidativo (Marseglia et al., 2015). ROS sao

produtos gerados durante processos metabdlicos naturais da célula, como na oxidacao de
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glicose, sendo os mais comuns o radical superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical
hidroxil (Bondia-Pons et al., 2012). Como estas substancias sao altamente reativas e podem
gerar danos celulares, existem diversos mecanismos antioxidantes, como a a¢ao das
enzimas superdxido dismutase e catalase, que sdo responsaveis por neutralizar as mesmas
(McCord & Fridovich, 1969; Aebi, 1984). Na obesidade ha um aumento na produgdo de
ROS, pois correspondem a um dos subprodutos gerados pela acdo de diversas células
imunes ativadas, como macrofagos (Fonseca-Alaniz et al., 2007). Além disso, as proprias
citocinas pro-inflamatérias induzem a producdo de ROS, como no caso de TNF-a que ativa
sinais de transdugdo de fatores associados a producao destas substancias (Chandel et al.,
2001). Este aumento excessivo na produgdo de ROS gera um desbalanco entre estas
substancias € os mecanismos antioxidantes, o que corresponde ao estresse oxidativo
(Vincent & Taylor, 2006; Valdecantos et al., 2009). Como consequéncia deste desbalango ¢
possivel destacar o desenvolvimento de adiposidade, resisténcia a insulina e sindrome
metabolica (Meigs et al., 2007; Furukawa et al., 2004). Além disso a propria geracao de
ROS leva a aumento na inflamacao, gerando um ciclo vicioso entre estes dois parametros,
aumentando ainda mais a probabilidade de desenvolvimento de consequéncias metabdlicas

danosas ao organismo obeso (Marseglia et al., 2015).

Diante da gravidade das consequéncias desenvolvidas na obesidade devido ao
estabelecimento da inflamacao, acredita-se que mecanismos capazes de conter a mesma
sejam uma alternativa viavel para impedir o desenvolvimento da obesidade, e
consequentemente das desordens metabolicas associadas a este disturbio (Gregor &
Hotamisligil, 2011). Neste contexto diversos estudos tém demonstrado o efeito anti-
inflamatério da presenca de helmintos em hospedeiros submetidos a situagdes de doengas
inflamatérias cronicas, como asma, esclerose multipla e colite (Layland et al., 2013;
Correale et al., 2008; Smith et al., 2007). Mas por qué helmintos? A infeccdo por estes
parasitas ¢ descrita para humanos desde os primoérdios da historia, sendo encontrados
inculise registros de ovos de helmintos em fezes de humanos mumificados datados de
milhdes de anos (Cox, 2002). Hoje, apesar de existirem intensivos tratamentos com o
intuito de reduzir drasticamente a presenca de helmintos na populagdo humana, cerca de
30% da populacdo mundial ainda apresenta infeccao por algum destes parasitas (Hotez et

al., 2008; McSorley & Maizels, 2012). Esta alta prevaléncia da infeccdo helmintica em
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humanos, ¢ resultado de uma co-evolugdo do parasita e do sistema imune do hospedeiro,
sendo a maioria dos casos de infeccdo por helmintos, assintomaticos (Bordes & Morand,
2009; McSorley & Maizels, 2012). Com o passar dos anos a resposta imune dos humanos
evoluiu com a presenca dos helmintos desenvolvendo mecanismos capazes de limitar a
patologia dos helmintos, permitindo a permanéncia dos mesmos no hospedeiro e impedindo
danos colaterais provocados pelos parasitas (Allen & Maizels, 2011). Da mesma maneira,
os helmintos evoluiram diferentes métodos de co-existir com o hospedeiro ativando
respostas regulatdrias que garantem a sua permanéncia (Girgis et al., 2013; McSorley &
Maizels, 2012). Dentre os mecanismos que exercem tal funcdo, ¢ possivel destacar a
ativacdo de células T e B reguladoras que garantem a ndo ativagao de mecanismos pro-
inflamatoérios, prevenindo inclusive o desenvolvimento de patologia (Metenou & Nutman,
2013; Hussaarts et al., 2011). Além disso, hé secre¢do de citocinas reguladoras, como IL-10
e fator de transformacao do crescimento B (TGF-f3), sendo que a primeira atua inclusive na
indugdo da producgdo de IgG4 que tem fenotipo nao inflamatorio, e a segunda estimula a
diferenciagdo de Tregs (Satoguina et al., 2005; Zaccone et al., 2009). Células dendriticas
também sdo essenciais para esta regulacdo, porém exercem diferentes papéis, sendo que
quando a sinalizacao de seus TLRs ¢ bloqueada h4a impedimento da ativacao de células Thl
e Th17, caracteristicas de pacientes sintomaticos (Maizels & McSorley, 2016; Babu et al.,
2009). Em outras situacdes estas células sdao responsaveis por estimular a diferenciacdo de
células Th2 e Tregs, presentes predominantemente em individuos assintomaticos (Everts et
al., 2010; Maizels & McSorley, 2016). Ha também ativagao de macréfagos M2 que inibem
a proliferacdo de células Thl e estimulam a diferenciacao de células Tregs (Martinez et al.,
2009; Maizels & McSorley, 2016). Estes mecanismos gerados pela presenca dos helmintos
com o intuito de garantir a permanéncia dos mesmos no hospedeiro, geram um ambiente
regulatério que acaba exercendo papel fundamental no controle da inflamagao em situagdes
de doencas inflamatorias cronicas, autoimunidade e reacdo a transplantes (Maizels &
McSorley, 2016). Na figura 3 estdo exemplificados alguns destes mecanismos regulatdrios

e potenciais alvos dos mesmos.

Este ambiente regulador desenvolvido pela presenca de helmintos foi comprovado por
trazer beneficios ao hospedeiro em modelos de inflamagao das vias aéreas (asma) (Layland

et al., 2013), alergias alimentares (Bashir et al., 2002) e colite (Smith et al., 2007), sendo
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que em todos eles a presenca do parasita foi capaz evitar a inflamagdo e consequentemente
impedir o desenvolvimento da doenca. Estudos realizados com humanos também
comprovam que a presenga de helmintos diminui a probabilidade de desenvolvimento de
alergias (Wilson & Maizels, 2004), esclerose multipla (Correale et al., 2008), doengas
autoimunes (Greenwood & Cantab, 1968) e inclusive impede o desenvolvimento de

inflamacao na presenga de infecgao por outro parasita (Plasmodium) (Dolo et al., 2012).
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Além destes modelos de doencas alguns estudos envolvendo infec¢ao helmintica,
obesidade e sindrome metabdlica comprovam que a presenga do parasita diminui: o ganho
de peso, o peso do tecido adiposo visceral, o nivel sérico de: glicose, triglicerideos e
colesterol; melhora a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose, e impede o
desenvolvimento de esteatose hepatica e diabetes tipo II (La Flamme et al., 2007; Stanley et
al., 2009; Aravindhan et al., 2010; Chen et al., 2013; Wiria et al., 2013; Yang et al., 2013).
Apesar de demonstrar estes efeitos benéficos da presenca do parasita no desenvolvimento
de obesidade e suas consequéncias, ainda ha controvérsias em relacdo aos mecanismos
imunologicos que geram estas melhorias, sendo que alguns estudos demonstram o aumento
de células Th2 e macrofagos M2, sem alterar as células Thl e outros apontam aumento de
eosinofilos e diminuicao de macrofagos (La Flamme et al., 2007; Yang et al., 2013; Wu et

al., 2011).
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Além disso, os modelos de infec¢ao utilizados por estes estudos correspondem
basicamente aos helmintos Nippostrongylus brasiliensis € Schistosoma mansoni, que
devido a caracteristicas associadas ao ciclo de vida e resposta imunoldgica induzida nao
correspondem a modelos ideais para estudos de regulacao inflamatdria na obesidade (Yang
et al., 2013; Stanley et al., 2009; Doenhoff et al., 2002; La Flamme et al., 2007). No caso de
Nippostrongylus brasiliensis, além de seu ciclo ndo ser exclusivo do intestino, passa
primeiro pelos pulmdes, ele tem duracao curta, de apenas duas semanas, o que resulta na
necessidade de diversas re-infec¢des durante estudos de obesidade, que duram geralmente
oito semanas (Camberis et al., 2003). Estas re-infec¢des além de alterar constantemente a
carga parasitaria no hospedeiro, interferem na resposta imunoldgica que ¢ variavel de
acordo com a carga do parasita e com a recorréncia do mesmo. Considerando Schistosoma
mansoni, além de seu ciclo ndo ocorrer exclusivamente no intestino (passa pela circulagdo e
figado), a infeccdo pode ocorrer de forma intensa, gerando sintomas nos modelos
experimentais (anemia, perda de peso, diarreia sanguinolenta), podendo acarretar inclusive
em exclusdes de animais sintomaticos, exigindo assim observagdes didrias de saude

(Doenhoff et al., 2002).

Diante disso, um parasita que gera uma infec¢ao subclinica e cronica, representa uma
alternativa mais eficiente e natural para estudos de regulacdo helmintica e obesidade
(Camberis et al., 2003). Estas caracteristicas correspondem a infeccdo por
Heligmosomoides polygyrus, um parasita gastrointestinal murino capaz de regular a
imunidade protetora do hospedeiro, garantindo sua permanéncia por longos periodos (até
oito meses) (Monroy & Enriquez, 1992). A larva se alimenta de tecido do proprio
hospedeiro e ndo de ingesta ou sangue, causando morbidades apenas quando se encontra
em elevadas concentragdes no intestino (Bansemir & Sukdeo, 1994). A susceptibilidade a
infeccdo varia com sexo e idade, sendo machos jovens os hospedeiros mais susceptiveis

(Dobson & Owen, 1978).

A larva de Heligmosomoide polygyrus passa por diferentes estagios de maturacgao, fora
e dentro do hospedeiro até atingir a fase adulta que ¢ produtora de ovos (Ehrenfor, 1954;
Lawrence, 1990; Monroy e Enriquez, 1992). Os estdgios iniciais da larva, L1 e L2,

possuem tamanho varidvel entre 300 e 600 um, e sdo caracterizados pela presenca de trés
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dentes corneos rudimentares visiveis no orificio da boca e também pela incapacidade de
locomocgao (Ehrenfor, 1954). Dentre 2 a 6 dias a larva atinge sua forma infectante, L3, que
possui mobilidade, e tamanho entre 480 ¢ 560 um (Ehrenfor, 1954; Lawrence, 1990;
Monroy e Enriquez, 1992). A infec¢ao ocorre por meio da ingestdo destas larvas que
migram diretamente para o limen do intestino aonde permanecem aderidos ao tecido
(Ehrenfor, 1954; Lawrence, 1990; Monroy e Enriquez, 1992). No intestino, perdem o
revestimento protetor e passam a ter tamanho entre 380 ¢ 540 um (L4). Por fim, a forma
adulta adquire formato espiral, com dimorfismo sexual de tamanho, sendo que: machos
possuem de 8 a 10 mm e fémeas de 18 a 21 mm (Ehrenfor, 1954). Cerca de 10 dias apos a
infeccdo os vermes adultos iniciam a producdo de ovos que sdo eliminados pelas fezes do
hospedeiro (Ehrenfor, 1954; Lawrence, 1990; Monroy e Enriquez, 1992). Os ovos
depositados no meio eclodem de 24 a 36 horas apos a deposicao, preferencialmente em
locais com temperatura entre 23 e 28°C, originando as larvas em estadgio L1, iniciando o

ciclo novamente (Ehrenfor, 1954) (Figura 4).

Figura 4: Ciclo de vida do
9-11 Days Heligmosomoides polygyrus. A
infeccdo ocorre por meio de
ingestdo de larvas em estagio,
L3, que migram para o limen do
intestino aonde permanecem
aderidos. Apos 9 a 11 dias de
infeccdo, se inicia a producao de
ovos, que sdo eliminados nas
fezes. Fora do hospedeiro o ovo
eclode, se tornando larva (L1) e
amadurece até L3 para conseguir
infectar um novo hospedeiro.
Fonte: Monroy e Enriquez, 1992

Rodent

A infeccao por H. polygyrus induz no hospedeiro uma resposta imune associada ao
aumento de eosinofilos, neutrofilos e ativacdo de macrofagos, porém também € capaz de

induzir diversas outras respostas reguladoras reduzindo o efeito da resposta de expulsao
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(Price, 1990; Penttila et al., 1984; Maizels et al., 2012). Dentre as respostas reguladoras ¢
possivel citar: a indugdo de células Tregs, alteragdes de fendtipos de macrofagos (M1 para
M2) e inducao de células dendriticas reguladoras (Maizels et al., 2012). Este modelo de
infeccdo ja foi utilizado por estudos envolvendo outras doengas inflamatdrias, como asma e
colite, suprimindo as mesmas através de mecanismos variados como: aumento de células
Tregs associado ao aumento de expressao de TGF-B e IL-10, bloqueio de producao de
células Thl associado ao aumento de IL-13, e também de forma independente de linfocitos
T e B, utilizando apenas modulacdes das células dendriticas, sendo um modelo valido para
estudos de regulagdo de doencas inflamatorias (Wilson et al., 2005; Elliott et al., 2004;
Sutton et al., 2008; Hang et al., 2010).

Sendo assim, o intuito deste estudo foi verificar a influéncia da infecdo por
Heligmosomoides polygyrus nao s6 no desenvolvimento de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, mas também nas consequéncias associadas a ela (sindrome metabdlica,

desregulagdo de adipocinas e estresse oxidativo).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da infeccao por Heligmosomoides polygyrus no desenvolvimento
de obesidade experimental e da sindrome metabolica induzida por dieta hipercaldrica e

hiperlipidica.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da infec¢do, por H. polygyrus, sobre:

e O ganho de peso e o consumo alimentar;

e O peso dos tecidos adiposo epididimal e subcutaneo;

e Desenvolvimento de hipertrofia no tecido adiposo epididimal;

e Os parametros associados a sindrome metabolica;

e Producdo de adipocinas relacionadas a obesidade;

e O estabelecimento de inflamacao no tecido adiposo epididimal;

e Desenvolvimento de estresse oxidativo no tecido adiposo mesentérico;

e O infiltrado celular do tecido adiposo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dietas

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, livre de patdgenos especificos,
com idade inicial de quatro semanas provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), e mantidos no Biotério Experimental Enio Cardillo
Vieira, do Laboratorio de Aterosclerose ¢ Bioquimica Nutricional (LABiN), da mesma
universidade. No Biotério Experimental os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
com no maximo cinco individuos por gaiola tendo agua e dieta ofertados livremente. As
condi¢des ambientais foram controladas, sendo ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura

em torno de 28°C.

Os camundongos receberam diferentes dietas, AIN-93M ou Dieta Indutora de
Obesidade (DIO), por até oito semanas. A dieta AIN-93M ¢ composta de BHT (0,0008%),
cistina (0,18%), bitartarato de colina (0,25%), mix de vitaminas (1%), mix de minerais
(3,5%), 6leo de soja (4%), celulose (5%), sacarose (10%), caseina (14%), maltodextrina
(15,5%) e amido de milho (46,5%), sendo caracterizada por possuir quantidades ideais e de
acordo com a necessidade dos animais, de carboidratos, proteinas e lipideos (Tabela 1). Ja a
DIO ¢ composta de BHT (0,0014%), bitartarato de colina (0,25%), cistina (0,3%), mix de
vitaminas (1%), mix de minerais (3,5%), celulose (5%), amido de milho (6,2%), caseina
(20%), groselha (31%) e banha de porco (35,5%), sendo uma dieta hipercaldrica e
hiperlipidica, contendo cerca de 62% do valor calorico total na forma de gordura saturada

(Tabela 1) (Akagiri et al., 2008).
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Tabela 1: Distribuicdo energética (% do valor calorico total - VCT) das dietas AIN-93M e DIO

Dieta Indutora de

Dieta AIN-93M Obesidade
Carboidrato (% do VCT) 74,20 23,31
Proteina (% do VCT) 15,78 14,87
Gordura total (% do VCT) 10,02 61,82
Calorias/g de dieta 2,76 5,21

3.2 Desenho experimental

Os camundongos foram divididos em quatro grupos, de forma homogénea quanto
ao peso corporal, dos quais dois deles receberem dieta AIN-93M (Eutréficos — Eut), e os
outros dois receberam DIO (Obesos — Ob). Dos dois grupos que receberam dietas
semelhantes, um deles foi infectado com H. polygyrus (Eut Inf e Ob Inf), ¢ o outro nao
recebeu nenhum tratamento (Eut Ct e Ob Ct). A infec¢ao foi realizada no primeiro dia do
experimento juntamente com o inicio da dieta. Para isso, cada camundongo dos grupos
infectados recebeu, por meio de gavagem oral, cerca de 200 larvas em estagio L3 de H.
polygyrus.

Semanalmente foram avaliados parametros de: peso corporal, para acompanhar o
desenvolvimento da obesidade; consumo alimentar, para verificar possiveis alteracdes
devido a infeccao; e numero de ovos/g de fezes, para certificar a manutengao da infecgao.
O consumo alimentar foi mensurado por meio do calculo da diferenca entre o peso da dieta
ofertada e o restante nao consumido, sendo este valor ajustado pelo numero de animais por
gaiola e multiplicado pelas calorias por grama da respectiva dieta, apresentando assim o
valor didrio, em quilocalorias (kcal), consumido por cada animal. J4 a quantificacdo de
ovos/g de fezes foi aferida a partir da contagem de ovos em uma amostra de 40 pL de fezes
frescas maceradas, com o auxilio de microscépio Optico (aumento 10x), e o resultado
corrigido para o peso em grama de fezes.

Ao final das cinco ou oito semanas de experimentacao os animais foram submetidos
a Teste de Sensibilidade a Insulina (TSI) e Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) para

verificacdo do desenvolvimento de resisténcia a insulina. O tempo de jejum antecedente a
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eutanasia variou de acordo com o objetivo do experimento, nao ultrapassando 12 horas. Os
animais foram eutanasiados por meio de injecdo intraperitoneal de solucao de ketamina (50
mg/Kg) e xilasina (20 mg/Kg) seguida de deslocamento cervical, conforme aceito pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG). Apds a eutanasia,
ocorreu a retirada de sangue (por pun¢do cardiaca), tecido adiposo epididimal (TAE),
tecido adiposo mesentérico (TAM) e tecido adiposo subcutaneo (TAS). Os 6rgaos foram
pesados e armazenados a -70°C ou em formaldeido 10% de acordo com a melhor técnica de

conservagao para analise posterior.

3.3 Analise histologica do tecido adiposo

Fragmentos de tecido adiposo epididimal inicialmente fixados em solugdo de
formaldeido 10% (24 horas) e posteriormente armazenados em dalcool 70% foram
submetidos a: inclusdo em Paraplast, cortes em microtomo a espessura de Sum e coloragao
com hematoxilina e eosina. As laminas histologicas resultantes destes procedimentos foram
fotografadas por meio de camera acoplada ao microscopio Optico (AxioCam MRc, Zeiss)

no aumento de 20x.

A partir das fotos os adipocitos foram submetidos a andlises morfométricas, no
programa Image J 32, do maior e menor diametro dos mesmos. No total, foram analisados
cinco animais por grupo, sendo que para cada animal 100 adipocitos foram submetidos a

medicao, totalizando assim 1.000 medidas por grupo de estudo.

3.4 Teste de Sensibilidade a Insulina

Para avaliar o possivel desenvolvimento de resisténcia a insulina, uma das
consequéncias associadas a obesidade, foi realizado o Teste de Sensibilidade & Insulina.
Este teste consiste na aplicagdo de insulina (0,75 U/Kg de peso corporal) por injegcao
intraperitoneal, seguido de mensuracao do nivel de glicose no sangue, antes da injecdo e

ap6s 15, 30 e 60 minutos. Para a realizagao deste teste os animais nao foram submetidos a
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jejum (Santos et al., 2008). O teste foi realizado quatro dias antes do sacrificio, sendo que o
sangue foi retirado da cauda dos animais e a glicemia aferida por um glicosimetro portatil,
Accu-Check Performa (Roche, Diagnostics, USA). O resultado foi obtido a partir da leitura
do glicosimetro e corrigido para percentual, sendo o valor da medida antes da inje¢ao de

insulina considerado como 100%.

3.5 Teste de Tolerancia Oral a Glicose

O Teste de Tolerancia Oral a Glicose visa aferir indiretamente o funcionamento da
insulina dos animais, pois verifica alteragdes na glicemia, ao longo do tempo, ap6s inje¢ao
de glicose. Neste teste os animais foram submetidos a jejum de seis horas, seguido de
gavagem oral de solucao de D-Glicose (2g/Kg de peso corporal) e mensuragao de glicemia
antes da administracao e apos 15, 30, 60 e 120 minutos (Santos et al., 2008). O teste foi
realizado dois dias antes do sacrificio e assim como no TSI o sangue foi retirado da cauda,
a glicose aferida pelo mesmo glicosimetro portatil e o resultado obtido corrigido para

percentual.

3.6 Avaliacio do perfil lipidico e glicemia

A glicemia e o perfil lipidico dos animais foram avaliados a partir da dosagem dos
niveis séricos de glicose em jejum, colesterol total e colesterol HDL. Para isto foi coletado
sangue por pungao cardiaca, que foi imediatamente submetido a centrifugagdo, a 3.000 rpm
por 10 minutos, para separacao do soro. Este foi armazenado sob congelamento, a -70°C,
até o momento da mensuragdo dos parametros a partir de kits enzimdaticos comerciais
(Labtest, Brasil). Para a realizacao destes testes, previamente a eutanasia, os animais foram

submetidos a jejum de 12 horas.
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Glicose Jejum

O nivel de glicose em jejum ¢ mensurado de acordo com o método da glicose
oxidase, que catalisa a oxidacao da glicose formando acido gluconico (CsH,07) e peroxido
de hidrogénio (H,O,). Este ultimo composto reage com a 4-aminoantipirina e fenol gerando
uma antipirilquinonimina de coloracdo vermelha cuja intensidade ¢ proporcional a

quantidade de glicose (McMillin, 1990).

A concentragdo da glicose em jejum foi determinada em ensaio de microplaca de 96
pocos, nos quais foram inseridos 2 pl. de soro puro ou padrio, ambos em duplicata,
seguido de 200 uL do reagente de cor. Apos a homogeneizagao, a placa foi incubada a 37°C
por 10 minutos, e a absorbancia lida a 505 nm em leitor de microplaca (Varioskan™ Flash
Multimode Reader). O resultado, em mg/dL, foi obtido a partir da razao da absorbancia do
teste em relagdo ao padrao e este resultado multiplicado por 100, que corresponde a

concentracao (mg/dL) do padrao.

Colesterol Total e HDL

O nivel de colesterol total € obtido a partir da agdo da enzima colesterol esterase que
hidrolisa os ésteres de colesterol a colesterol livre. A enzima colesterol oxidase, oxida o
colesterol livre formado a colest-4-en-ona, tendo perdxido de hidrogénio como subproduto
da reacao. O peroxido de hidrogénio produzido oxida fenol e 4-aminoantipirina, gerando
uma coloracdo avermelhada diretamente proporcional a concentracdo de colesterol da

amostra (Allain et al., 1974).

A concentragdo do colesterol total, assim como a da glicose em jejum, foi
determinada em ensaio de microplaca de 96 pocos, utilizando a mesma quantidade de soro,
padrao e reagente de cor. A placa também foi incubada a 37°C por 10 minutos, ¢ a
absorbancia lida a 500 nm em leitor de microplaca (Varioskan™ Flash Multimode Reader).
O resultado, em mg/dL, foi obtido a partir da razdo da absorbancia do teste em relagcdo ao
padrao e este valor multiplicado por 200, que corresponde a concentragdo (mg/dL) do

padrao.
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Ja o colesterol HDL foi medido a partir da precipitagdo inicial seletiva das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
por acido fosfotingstico (H;PW;,04) e cloreto de magnésio (MgCl,). Apos a adi¢ao dos
precipitantes ao soro, a solucao foi submetida a centrifugagao de 3.500 rpm por 15 minutos,
para obtencao do sobrenadante que foi utilizado para mensuracdo do HDL (Lopes-Virella,

etal., 1977).

O sobrenadante obtido foi pipetado na microplaca de 96 pogos e os procedimentos
seguintes foram realizados de acordo com o protocolo utilizado para medida do nivel de
colesterol total. Por fim, para calcular o nivel de colesterol HDL, em mg/dL, foi realizado o
calculo da razao da absorbancia do teste em relacdo ao padrdo e o resultado multiplicado

por 40, que corresponde a concentragao (mg/dL) do padrao.

3.7 Analise da expressao génica

Para avaliar a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de glicose, sintese
de adipocinas e inflamagdo, o tecido adiposo epididimal extraido foi colocado em tubo
eppendorf livre de RNase e congelado a -70°C até o momento do uso. Antes da realizagao
da andlise, o tecido precisou ser submetido a diversos procedimentos, iniciando com a
extracdo de RNA, seguido de sintese de cDNA, para possibilitar enfim a quantificacdo da

amplificacao do cDNA por qPCR (reagdo quantitativa em cadeia da polimerase).

Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA, inicialmente uma pequena porcdo do tecido adiposo
epididimal associado a 1 mL de trizol (TRI reagente, Sigma-Aldrich #T9424) foi submetido
a maceracao por homogeneizador de tecidos. Em seguida para remocao do excesso de
conteudo lipidico, o homogenato foi centrifugado a 13.000 rpm, 4°C por 10 minutos, sendo

descartado o sobrenadante.
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Foram adicionados 200 uL de cloroférmio (CHCIs) seguido de agitacdo vigorosa
por 30 segundos, incubacdo a temperatura ambiente por cinco minutos e centrifugacao a
13.000 rpm, 4°C por 15 minutos. A fase superior resultante da centrifugagao, foi transferida
para outro eppendorf contendo 500 pL de isopropanol (CsHgO) e os liquidos misturados
por inversdo durante um minuto. Para auxiliar a precipitacio do RNA, os tubos foram

incubados a -70°C por 90 minutos.

Ao término do periodo de incubagao, as amostras foram centrifugadas, novamente,
por 13.000 rpm, 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e para
lavagem do pellet formado, foi acrescido ao tubo 1 mL de etanol 75% gelado, seguido de
centrifugacdo nas mesmas condigdes, porém por 10 minutos. Apos a repeticao do processo
de lavagem, os eppendorfs permaneceram abertos para evaporagao de todo o etanol
restante. Por fim, para ressuspensdo do pellet foi acrescido ao tubo 30 uL de agua livre
RNase. Para facilitar a dissolugdo do pellet na dgua, os tubos foram incubados em banho

maria, a 55°C por 10 minutos.

A concentracdo do RNA, em ng/ul, foi mensurada a partir da leitura em
espectrofotometro (Spectrophotometer ND-1000). Para evitar degradagdao, o RNA

permaneceu armazenado a -70°C até a sintese do cDNA.

Sintese de cDNA

A sintese de cDNA ocorreu a partir da transcricdo do RNA em cDNA por meio da
acdo da transcriptase reversa (M-MLV RT). Inicialmente um micrograma de RNA foi
diluido em 5 pL de agua livre de RNase, ¢ a esta diluicdo foi adicionado ainda 0,5 pL de

Oligo (dT) 15 primer (Promega #C1101). Este homogenato permaneceu no termociclador

(PTC-100™, MJ Research, Inc) a 72°C por 5 minutos.

Na etapa seguinte, sem retirar os tubos do termociclador foi acrescido um mix
contendo: 2 uL de tampao 5x de M-MLV, 0,5 uL. de M-MLV RT (Promega #M1705), 0,5
uL de ANTP Mix (Promega #U1515), 0,1 uL de inibidor de ribonuclease (Promega

#N2511) e 0,25 puL de 4gua. Os tubos permaneceram no termociclador por trés horas, a
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42°C, seguido de aquecimento a 72°C por 15 minutos e resfriamento a 4°C. Apos retirar 0s
tubos do termociclador, houve diluigdo do cDNA formado a partir da adi¢ao de 90 uL de
agua livre de RNase. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a realizagdo de qPCR.

Amplificagdo do cDNA por gPCR

2 uL de cDNA foram pipetados, em duplicata, na placa especifica para qPCR,
seguido de 13 pL do mix, que inclui: 0,2 uL de primer foward, 0,2 pL. de primer reverse, 3
uL de 5x HOT FIREPol Eva Green qPCR Supermix (Solis BioDyne #08-36-00001) ¢ 9,6
uL de dgua. Para garantir a homogeneizagao, a placa foi centrifugada a 2.000 rpm por um

minuto.

A leitura foi realiza em maquina especializada (StepOnePlus™ Real Time PCR
System) de acordo com o seguinte ciclo: 95°C por 12 minutos, 95°C por 15 segundos, 60°C
por 30 segundos e 72°C por 30 segundos (estas ultimas trés etapas repetidas por 45 vezes),
além da curva de dissociacdo. A analise inicial foi realizada por meio do programa StepOne

Software (v2.3) que ¢ associado a maquina de qPCR.

Os resultados foram obtidos em Ct (threshold cycle), que indica o ciclo em que o
limiar de deteccao da fluorescéncia da amostra foi alcangado pelo aparelho. Para a
realizagdo da analise da expressao do gene alvo, inicialmente os valores de amplificacao
foram normalizados em relagdo aos valores do gene constitutivo GAPDH (gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase), gerando valores de ACt. Em seguida foi calculado o valor de 2747,
no qual AACT corresponde a diferenga entre o valor de ACt da amostra e média de ACt do
grupo controle. A curva de dissociacdo também foi analisada e indicou a obtengdo de

apenas um unico produto de amplificagdo, aferindo confiabilidade a leitura. A Tabela 2

indica a sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados.
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Tabela 2: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para gPCR

Gene Sequéncia foward Sequéncia reverse
GAPDH ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA | CGCCCAAATCCGTTCACACCGA
IL-10 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
Leptina CCTGTGGCTTTGGTCCTATCTG | AGGCAAGCTGGTGAGGATCTG
Receptor de Insulina | ATGAGGCCAACCTTCCTGGAA ACGGGACATTCTCCATGTCT
TNF-a CGTCGTAGCAAACCACCAAG | GAGATAGCAAATCGGCTGACG

3.8 Isolamento adipdcitos e células estromais

Os adipocitos do tecido adiposo epididimal foram isolados das outras células
presentes no tecido, denominadas cé€lulas estromais, para a avaliagdo da producdo de
adiponectina. Os adipdcitos isolados permaneceram em cultura por 24 horas, enquanto as
células estromais foram utilizadas para marcagao de citometria de fluxo. Os procedimentos
utilizados para isolamento dos adipdcitos se basearam no protocolo desenvolvido por
Rodbell (1964), que consiste basicamente em extracao do tecido, digestdo e separacao das

células por densidade.

Cerca de 1 g de tecido adiposo epididimal foi extraido do animal, em capela de fluxo
laminar, e inserido em recipiente estéril contendo meio DMEM completo (DMEM,
acrescido de 2% de Soro fetal bovino inativado e 0,2% de Penicilina/Estreptomicina). Caso

o peso do tecido ndo atingisse 1 g foi realizado pool de dois ou mais animais do mesmo

grupo.

Em seguida, o tecido foi transferido para outro recipiente estéril para ser submetido a
digestdo com 4 mg de colagenase (Sigma #C6885) acrescido a 3 mL de tampao de digestao,
que ¢ composto de: DMEM incompleto, 4% de Albumina bovina livre de acidos graxos e
0,1% de Glicose. Apos a degradagdo do tecido, por meio de cortes com tesoura cirdrgica,
os tubos foram incubados por 40 minutos, 37°C sob agitacdo constante para finalizagcdo da

digestao.
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ApoOs o término da incubagdo o conteudo foi filtrado em rede de nylon e lavado trés
vezes com DMEM completo. Entre cada processo de lavagem o contetido foi submetido a
centrifugacao a 500 rpm, 4°C por 3 minutos. Apos cada centrifugacao o contetido dos tubos
foi separado, sendo o infranadante retirado e armazenado para posterior isolamento das
células estromais e as cé¢lulas do sobrenadante (adipocitos) submetidas ao processo
consecutivo de lavagem. Finalizado o processo de lavagem, o sobrenadante restante, que
corresponde aos adipdcitos isolados, foi acrescido de 6 mL de DMEM completo, e
submetido a contagem de células viaveis em camara de Neubauer. Posteriormente ao
isolamento dos adipdcitos, todo o infranadante armazenado (células estromais) foi
centrifugado a 1.300 rpm, 4°C por 10 minutos, seguido do descarte do sobrenadante,
ressuspesao das células em 1 mL de DMEM completo e contagem de células em camara de

Neubauer.

3.9 Cultura de adipocitos

A suspensdo contendo os adipécitos isolados (3x10° células em cada mL) foi
cultivada em placa de 24 pocos, sem adi¢do de estimulo, e mantida em estufa a 37°C e 5%
de CO;, por 24 horas. Apos o término da incubacdo, o sobrenadante foi coletado e
armazenado a -70°C até a realizagdo do teste de ELISA (ensaio de absor¢do

Imunoenzimatico).

3.10 ELISA para Adiponectina

O ensaio de ELISA foi realizado a partir do kit para adiponectina (R&D Systems
#DY1119), seguindo o protocolo recomendando pelo fabricante. Inicialmente ocorreu a
sensibilizacdo da placa com 100 pL de anticorpo de captura (2 pg/mL), seguido de

incubagao overnight a 4°C.

ApoOs a incubagdo a placa foi submetida a trés lavagens consecutivas com solugdo de

lavagem, composta de 0,05% de Tween 20 diluido em tampao fosfato salino (PBS). Em
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seguida a placa foi bloqueada com 300 pL de reagente diluente (1% de albumina bovina
sérica diluida em PBS), incubada a temperatura ambiente por uma hora e lavada trés vezes

apods a incubagao.

100 pL de padrao e amostra foram adicionados a placa, que permaneceu em
incubagdo a temperatura ambiente por duas horas. Apds novo processo de lavagem, foi
adicionado 100 pL do anticorpo de detec¢ao (25 ng/mL), seguido de nova incubagdo de
duas horas. A placa foi lavada novamente e posteriormente ocorreu a adicao de 100 puL de

estreptavidina, que permaneceu em incubacao por 20 minutos ao abrigo da luz.

ApoOs uma nova lavagem foi adicionado a placa 100 uL de solucdo de substrato,
composto de: 12 mL Tampao Citrato (0,7% de fosfato dissoédico e 0,5% de acido citrico
diluido em agua deionizada), 1,33 mL TMB (3,3°,5,5’ tetrametilbenzidina) e 2,66 uL de
peroxido de hidrogénio, que permaneceu em incubagdo por 20 minutos também ao abrigo
da luz. Por fim, foi adicionado 52 pL da solucao de parada (acido sulfurico 2N) e a leitura

realizada em equipamento especifico (Varioskan™" Flash Multimode Reader), a 450 nm.

3.11 Analise de estresse oxidativo

Para verificar possiveis alteragdes nos mecanismos relacionados ao estresse oxidativo
foram realizados trés testes: atividade de superoxido dismutase (SOD), atividade de
catalase e medida de formacdo de produtos da peroxidacdo de lipides por substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Os dois primeiros testes verificam mecanismos
antioxidantes, enquanto o ultimo mede diretamente um dos subprodutos relacionados ao

estresse oxidativo.

O tecido adiposo mesentérico retirado foi congelado a -70°C até o momento do uso.
Antes de iniciar os testes, 0,1 g de tecido foi acrescido a 1 mL de PBS e submetido a
maceracdo em homogeneizador de tecido. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
10.000 rpm, 4°C por 10 minutos e o sobrenadante resultante da centrifugacao transferido
para outro eppendorf e congelado a -70°C, até o momento de realizacdo dos testes

assocados a estresse oxidativo.
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Além da realizagdo dos testes, as amostras foram submetidas a quantificacdo de
proteinas totais, por meio de kit enzimatico comercial (Labtest, Brasil). Esta dosagem de
proteinas ¢ essencial pois todos os resultados foram apresentados em relacao a quantidade
(g) de proteina presente na amostra correspondente. Neste teste 4 uL de amostra e de
padrao foram pipetados na placa, em seus respectivos pogos, seguido de 200 uL de
reagente de cor e incubagdo a 37°C por 10 minutos. A leitura foi realizada a 545 nm e a
quantificagdo de proteinas, em g/dL, calculada a partir da razao da absorbancia do teste pela
absorbancia do padrao e o resultado multiplicado por 4, que corresponde a concentragao em

g/dL do padrao.

Atividade de Superoxido Dismutase

A agdo de SOD ¢ mensurada a partir da capacidade da enzima, presente na amostra,
de limpar o radical superoxido do meio, que ¢ gerado a partir da auto-oxidagdo de
pirogalol. Esta oxidacdao gera um produto de cor que € passivel de ser detectado a 570 nm.
Quanto maior a quantidade de superdxido livre maior a taxa de oxidacdao do pirogalol, ou
seja, o ensaio se baseia em impedir a reagdo do superdéxido com o pirogalol,

consequentemente impedindo a formacao de cor (Dieterich et al., 2000).

As amostras (30 uL) foram pipetadas, em duplicata, na placa de 96 pocos, seguidas
de 99 pL de tampao fosfato, composto por: 3% de fosfato de potassio dibésico (K,HPO,) e
13% de fosfato dissddico (Na,HPO,) diluidos em 4dgua deionizada. Posteriormente foi
adicionado 6 pLL de MTT a 1,25 mM e por fim 15 pL de Pirogalol a 100 uM. O padrao
deste teste foi obtido a partir de dois pogos, sem amostra, com 129 uL de tampao fosfato e
as mesmas quantidades de MTT e Pirogalol. A placa foi incubada a 37°C por cinco minutos
e a reacao interrompida com 150 uL. de DMSO (dimetilsulféxido). A leitura foi realizada

no aparelho Varioskan™ Flash Multimode Reader, a 570 nm.

A partir da absorbancia do teste de SOD associado a quantificagdo das proteinas da
amostra foi possivel obter o resultado em U de SOD/g de proteina. O valor de uma Unidade
de SOD corresponde a média de absorbancia do padrao. A partir deste valor, para calcular a

quantidade de Unidades de SOD por amostra, foi realizado o calculo da média da
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absorbancia das amostras, e o resultado dividido pelo valor correspondente a 1U de SOD. O
resultado foi dividido pela concentracdo de proteina da amostra, gerando assim a

quantidade de SOD, em U, por grama de proteina.

Atividade de Catalase

A quantificacdo da atividade de catalase ¢ realizada a partir da decomposi¢ao de
peroxido de hidrogénio ao longo do tempo. Esta decomposicdo ¢ observada pela
diminui¢do da absorbancia em espectofotometro a 240 nm. A atividade da enzima ¢ entao

calculada a partir da diferenga de absorbancia por unidade de tempo (Aebi, 1984).

Uma cubeta de quartzo foi inserida ao espectofotometro e dentro dela adicionado: 1
mL de PBS, 25 puL de amostra e, apos a calibracdo, 25 pL. de solu¢do contento H,O, a 30%.
A temperatura do equipamento permaneceu a 37°C e foram realizadas leituras, a 240 nm, a
cada 15 segundos até o tempo maximo de 60 segundos apds a adicdo do perdxido de

hidrogénio.

O valor da atividade de catalase foi obtido a partir do calculo da diferenca da
absorbancia a 0 segundos e 60 segundos, seguido da multiplicagdo do resultado por 0,025
(fator de diluicdo do peroxido de hidrogénio). Posteriormente foi calculada a razdo da
atividade de catalase pela quantificagdo de proteina, gerando o resultado em atividade de

catalase/g de proteina.

Quantificagdo da substdncia reativa ao acido tiobarbiturico

O ensaio de TBARS se baseia na reacdo do malondialdeido (MDA), presente na
amostra, com o 4acido tiobarbitirico inserido, gerando uma solugcdo de coloragdo
avermelhada, cuja concentragao pode ser mensurada a 535 nm. O MDA ¢ utilizado neste
ensaio pois ¢ produzido naturalmente no organismo a partir da peroxidacgao lipidica, sendo

considerado um importante marcador de estresse oxidativo (Wallin et al., 1993).

O ensaio de TBARS foi inicialmente realizado em tubos de vidro, nos quais foram

inseridos 250 pL. de amostra e padrdo. Neste teste foram utilizados cinco padrdes distintos,
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que consistem em diferentes concentragcdes de MDA diluido em PBS. Em seguida foram
adicionados 500 uL de solucdo TBARS, composta de: 15% de 4acido tricloroacético
(CCI3COOH), 0,375% de acido tiobarbiturico (C4H4N,O,S) e 4,16% de acido cloridrico
(HCI). Esta solugdo foi incubada em banho maria fervente, ao abrigo da luz, por 15 minutos
e posteriormente resfriada em gelo por aproximadamente 10 minutos. Nos tubos frios foi
adicionado 750 pL de butanol (C4H;00) seguido de agitacdo cuidadosa no vortex e
centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos. 200 uL. do sobrenadante resultante desta

centrifugacao foi pipetado, em duplicata, na placa de 96 pogos e a absorbancia aferida a

535 nm.

O célculo da concentragdo de TBARS foi baseado na equagdo da curva, que ¢
construida a partir da média da absorbancia dos padrdes e suas respectivas concentragoes.
Apos a determinagdo da equagdo, a média das absorbancias das amostras foi inserida na
formula, resultando na quantificagdo de MDA por amostra. Em seguida o resultado foi

dividido pela concentragao de proteina, gerando o dado de MDA/g de proteina.

3.12 Citometria de Fluxo

Células estromais previamente isoladas, de acordo com o protocolo descrito acima,
foram submetidas a analise de citometria de fluxo com o intuito de distinguir as populacdes
celulares residentes no tecido adiposo. Para isto foram utilizados trés painéis: Linfocitos B
e Imunidade Inata, Cé¢lulas T reguladoras e Cé¢lulas Linfoides Inatas (ILCs) e Linfocitos T.
Apos o término das marcagdes os dados foram adquiridos no citdmetro BD LSRFortessa
utilizando o software BD FACSDiva e as andlises realizadas com auxilio do programa

FlowJo V10.1.

Painel Linfocitos B e Imunidade Inata

A marcacdo deste painel € capaz de detectar linfocitos B, basofilos, células
dendriticas, eosindfilos, macrofagos, mondcitos, neutrofilos e NKs. Para realizar esta

marcagio, as células foram pipetadas em placa especifica (1x10° células por pogo),
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seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 pL), cuja quantidade dos anticorpos
utilizados ¢ descrita na tabela 3. Apds incubacao de 30 minutos, ao abrigo da luz, as células
foram lavadas com 100 puL de tampao FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluida em
PBS), centrifugadas a 1.500 rpm, por 10 minutos, e fixadas com 100 pL de
paraformaldeido em incubag¢dao de 20 minutos. Ap6és uma nova lavagem as células foram

ressupendidas em 200 uL de tampao FACS para a realizagao da aquisi¢ao.

A estratégia de gate para analise deste painel (Figuras 5 e 6), foi iniciada a partir dos
dados de tamanho e granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitagdo do gate de
linfécitos, células pequenas e pouco granulosas, e de outros leucocitos, células de tamanho
variado e maior granulosidade que incluem exatamente as células do sistema imune inato.
Em seguida foi demarcado o gate de cé€lulas unicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para
excluir possiveis grumos celulares, ¢ também o gate de time (SSC-A x TIME) para
exclusdo de eventuais interrupg¢des na aquisicdo. A partir da demarcacao destes trés gates
foi utilizada a ferramenta Boolean Gate, opcdo Make and Gate, para gerar a interse¢ao

destas trés populagdes.

Considerando a populag¢do de linfocitos, uma nova demarcacdo a partir do gate de
SSC-A x CD19 (Alexa Fluor 700) delimitou a populagdo de linfocitos B, que € positiva
para este marcador (Figura 5). J4 os gates para determinacdo das células do sistema imune
inato foram delimitados a partir da populag@o de outros leucdcitos. O primeiro deles, CD49
(FITC) x FCeRIa. (PE/Cy7) foi capaz de distinguir duas populagdes: NKs (CD49 FCeRIa)
e basofilos (CD49" FCeRIa"). A populagdo de eosinéfilos foi determinada pelo gate de
CD11b™ (APC) x SiglecF™ (PE-CF594) e os neutrofilos por CD11b" x Ly6G" (PE). Em
seguida foram analisadas as populacdes relacionadas com Ly6C (BV605) e Ly6G sendo a
populagdo negativa para os dois marcadores utilizada para determinagdo de macrofagos e
células dendriticas, e a populagdo Ly6C" Ly6G™ utilizada para determinacdo dos mondcitos.
Para complementar a determinacao dos mondcitos foi realizado o gate de SSC-A x CD11b,
sendo que os mondcitos correspondem a populagdo positiva para este marcador. Dentro da
populagdo Ly6C Ly6G™ foi delimitado o gate de CD11b™" SiglecF™ que determina os
macrofagos, e também CD11c¢” (PercP Cy5.5) x IAIE™" (BV 510), que delimita as células

dendriticas. A populacdo de macrofagos foi submetida a uma nova analise, a partir de
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CDl1c, considerando a populagdo positiva para este marcador como macrofagos do tipo

M1 (Figura 6).

Tabela 3: Anticorpos utilizados no painel de Linfocitos B e Imunidade Inata, de acordo com o

flurocromo e a quantidade, em pL, para marcagdo de 1x10° células

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (uL)
CD11b (Biolegend #101211) APC 0,01
CD11c (BD Pharmingen #560584) PercP/Cy5.5 0,03
CD19 (Biolegend #108905) Alexa Fluor 700 0,06
CD49 (Biolegend #108905) FITC 0,25
FCeRlIa (Biolegend #134317) PE/Cy7 1,25
IAIE (Biolegend #107635) BV510 0,31
Ly6C (Biolegend #128035) BV605 0,15
Ly6G (Biolegend #127607) PE 0,03
SiglecF (BD Horizon #562757) PE-CF594 0,01
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FSC-H

SSC-A

Boolean Gate
Make and Gate

SSC-A

Linfécito B
1,44

Comp-Alexa Fluor 700-A :: CD19

Figura 5: Estratégia de gate painel Linfocitos B. Inicialmente foram demarcados os
gates de linfocitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x
TIME), e a partir da intersecdo dos mesmos foi delimitada a populagdo de linfocitos B

(SSC-A x CD19).
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Figura 6: Estratégia de gate painel de Imunidade Inata. Inicialmente foram delimitados
os gates de leucocitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x
TIME) e a partir da intersecdo dos mesmos foram determinadas as populacdes de NKs
(CD49" FCeRla), baséfilos (CD49" FCeRla"), eosinofilos (CD11b™ SiglecF") e
neutréfilos (CD11b" Ly6G"). A partir do gate de Ly6C™ Ly6G’, foram delimitados os
mondcitos (SSC-A x CD11b) e por fim, considerando Ly6C™ x Ly6G™ foram delimitadas as
populacdes de macrofagos (CD11b"€" SiglecF") e células dendriticas (CD11c” IAIEhigh).
Dentro da populacdo de macrofagos, a partir do histograma, foram delimitadas as
populagdes CD11c” e CD11c¢, sendo CD11c" a populagio de macrofagos M1.
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Painel células T reguladoras

Os anticorpos utilizados neste painel foram destinados a identificacdo exclusiva da
populagdo de células T reguladoras. As células foram pipetadas em placa especifica (1x10°
células por poco), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 uL) que permaneceu
em incubag¢ao por 30 minutos. Depois da primeira lavagem, com tampao FACS, as células
foram fixadas e permeabilizadas com 100 puL de FixPerm (eBioscience #00552300). Apos
incubagdo de 20 minutos, as células foram novamente lavadas agora com 100 pL de
PermWash e centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos. Em seguida ocorreu a marcagao
intracelular (50 pL) por 45 minutos, ao abrigo da luz e sob refrigeracdo a 4°C. Apds trés
lavagens consecutivas, com PermWash, as células foram enfim ressuspendidas em 200 pL
de tampao FACS para serem adquiridas no citdmetro. A quantidade dos anticorpos extra e

intracelulares utilizados neste painel estao descritas na tabela 4.

Novamente para iniciar a andlise foram delimitados os gates de linfocitos, singlets e
time, seguido da intersecdo das trés populacdes para posterior delimitacdo das células T
reguladoras, como demonstrado na figura 7. A partir do gate de linfocitos e analise de CD4
(PE/Cy7) x CD8 (PercP/Cy5.5), foi delimitada a populagio CD4", que apds analisada
considerando CD127 (BV510) x FoxP3 (Alexa Fluor 700), resultou na delimitagdo das
células T reguladoras que sdo CD4" CD127°Y FoxP3™.

Tabela 4: Anticorpos utilizados no painel de células T reguladoras, de acordo com o flurocromo e

a quantidade, em pL, para marcagdo de 1x10° células

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (nL)
CD4 (Biolegend #116015) PE/Cy7 0,03
CD8 (Biolegend #100733) PercP/Cy5.5 0,625
CD127 (Biolegend #135033) BV510 0,625
FoxP3 (eBioscience #56577382) Alexa Fluor 700 0,06
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Figura 7: Estratégia de gate painel células T reguladoras. Inicialmente foram
determinados os gates de linfocitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A) e
time (SSC-A x TIME) e a partir da intersecdo dos mesmos delimitada a populacao
CD4". Em seguida, foram selecionadas as células CDI127°% FoxP3™ que
correspondem as Tregs.

T T T
Comp-Alexa Fluor 700-A :: FoxP3
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Painel Células Linfoides Inatas e Linfocitos T

A partir da marcagdo deste painel foi possivel distinguir além das subpopulagdes de
ILC (ILC 1, 2 e 3), as c¢lulas T helper e suas subpopulagdes (Thl, Th2, Th17) e as células
T citotoxicas. O processo de marcagdo extra e intracelular ocorreu da mesma maneira
descrita para o painel de c€lulas T reguladoras, e a quantidade dos anticorpos utilizados esta

descrita na tabela 5.

Para andlise das subpopulagdes de ILC (Figura 8) a populacdo de linfocitos,
resultante da interse¢do dos gates de linfocitos, singlets e time, foi analisada considerando
linhagem negativa (CD11b, CDl11c, CD16, CD19, FceRla - Pacific Blue) x CD3 (Alexa
Fluor 700), sendo selecionada a populacdo negativa para ambos os marcadores.
Posteriormente, considerando SSC-A x CD45 (BV570) foi delimitada a populagio CD45",
que em seguida ao ser analisada por CD127 (BV510) x Tbet (PE) / GATA 3 (Alexa Fluor
488) / RORyt (PE-CF594), resultou, respectivamente, nas ILC 1, 2 e 3.

As populagdes de células T também foram delimitadas a partir do gate de linfocitos,
porém considerando as células CD3" (Figura 9). Em seguida foram demarcadas as
populagdes positivas para CD4 (PE/Cy7) ou CD8 (PercP/CyS5.5). Dentro das células
consideradas CD4", a partir dos fatores de transcri¢do Tbet, GATA 3 e RORyt foi possivel

identificar as células Th1, Th2 e Th17 respectivamente.
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Tabela 5: Anticorpos utilizados no painel de Células Linfoides Inatas e Linfocitos T, de acordo

com o flurocromo e a quantidade, em pL, para marcagdo de 1x10° células

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (uL)
CD3 (Biolegend #100215) Alexa Fluor 700 0,06
CD4 (Biolegend #116015) PE/Cy7 0,03
CD8 (Biolegend #100733) PercP/Cy5.5 0,625
CD11b (Biolegend #101223) Pacific Blue 0,25
CDl11c (Biolegend #117321) Pacific Blue 0,25
CD16 (BD Horizon #560539) Pacific Blue 0,01
CD19 (Biolegend #115526) Pacific Blue 0,01
CD45 (Biolegend #103135) BV570 0,07
CDI127 (Biolegend #135033) BV510 0,625
FceRIa (Biolegend #134313) Pacific Blue 2,5
GATA 3 (Biolegend #653807) Alexa Fluor 700 0,625
RORyt (BD Horizon #562684) PE-CF594 0,07
Tbet (Biolegend #644809) PE 0,625
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Figura 8: Estratégia de gate painel Células Linfoides Inatas. Inicialmente foram
delimitados os gates de linfocitos (SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time
(SSC-A x TIME) e a partir da intersecao dos mesmos a populacdo de linfocitos
resultantes foi analisada em linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a populagdo
negativa para ambos os marcadores. Em seguida foi delimitada a populacio CD45",
que a partir do gate de CD127" associado aos fatores de transcricio Tbet, GATA 3 ¢
respectivamente.
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55



Thi

&

Boolean Gate
Make and Gate

SSC-A
SSC-A

]

Comp-PE-A :: TBET

Comp-Pacific Blue-A = Lin -

FSC-A

Comp-PE-Cy7-A 1 CD4

CDS8+ Th2
1,36 473

Comp-PerCP-CyS-5-A 1: CDS

FSC-H
SSC-A

Comp-Alexa Fluor 488-A :: GATA3.

Th17
132

5SC-A
I
SSC-A

Comp-PE Texas Red-A :: ROR

Figura 9: Estratégia de gate painel Linfocitos T. Inicialmente foram delimitados os gates
de linfécitos (SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a
partir da intersecdo dos mesmos a populagdo de linfocitos resultante foi analisada em
linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a populacao positiva apenas para CD3. Em
seguida o gate de CD4 x CDS resultou nas células T citotoxicas (CDS8") e T helper (CD4"),
esta ultima ao ser analisada pelos fatores de transcrigdo Tbet, GATA 3 ¢ RORyt resultou
nas subpopulacdes, Th1, Th2 e Th17, respectivamente.
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3.13 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prim,
versdo 7.0. Inicialmente foi avaliada a normalidade de cada dado através do teste
D’ Agostino-Pearson ou Shapiro-Wilk, para dados cujo n fosse menor que oito. Em seguida,
os dados que assumiram a distribuigdo normal foram submetidos ao teste t de Student ou
ANOVA (One ou Two way) e aqueles que ndo seguiram distribuicdo normal foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis. Os resultados foram apresentados pela média e erro

padrdo da média e o nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0.05).

3.14 Questoes éticas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG sob o

protocolo 78/2012.
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4 RESULTADOS

4.1 Infeccao helmintica previne o ganho exarcebado de peso em animais
submetidos a dieta hiperlipidica, apesar de manter inalterado o
consumo caldrico

Primeiramente objetivou-se investigar o efeito da infec¢do helmintica em parametros
relacionados ao ganho de peso (peso corporal e dos tecidos) e consumo alimentar. No geral
foi possivel constatar que o grupo Ob Inf ndo ganha peso de maneira exacerbada como
ocorre no Ob Ct e que esta diferenca nao ¢ consequéncia de alteragdes no consumo
alimentar do Ob Inf (Figura 10). Além disso, a realizacdo de exames de fezes semanais
demonstrou a manutencao da infeccao ao longo de todo o experimento € que o tratamento
com diferentes dietas ndo altera o numero de parasitas no hospedeiro, j& que ndo foi
possivel observar diferenca entre o nimero de ovos/g entre os grupos Eut Inf e Ob Inf

(Figura 11).

Foram realizados cinco experimentos nos quais foi possivel observar diferenca entre
o peso dos Ob Ct e Ob Inf a partir da terceira semana, sendo esta diferenca mantida até o
fim do experimento (Figura 10A). Os grupos Eut Ct ¢ Eut Inf ndo apresentaram diferenca
de ganho de peso entre si, mas ganharam menos peso que ambos os grupos obesos (Figura
10A). Em relagcdo ao peso de TAE e TAS ¢ possivel perceber que o grupo Ob Inf, possui
menor indice destes parametros quando comparado ao Ob Ct, condizendo com o resultado
de ganho de peso (Figura 10 B e C). Estas diferengas de peso entre os Ob Ct e Ob Inf ndo
ocorrem devido a alteragdes no consumo alimentar, que apesar de ser maior para os grupos
que receberam dieta hiperlipidica (14,12 = 1,9 kcal/animal/dia) em comparagdo a dieta
controle (8,68 £ 0,9 kcal/animal/dia), ndo ha diferenga de consumo entre os grupos que

receberam a mesma dieta (Figura 10D).
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Figura 10: Infeccdo por Heligmosomoides polygyrus atenua o ganho de peso em
camundongos CS57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica por oito semanas, apesar de
nao alterar o consumo caldrico. Aumento da massa corporal (g) dos quatro grupos ao
longo das oito semanas de experimentacdo (A). Peso relativo em percentual do tecido
adiposo epididimal (B) e subcutaneo (C) em relagdo ao peso corporal final. Média do
consumo alimentar (kcal/animal/dia) dos diferentes grupos (D). Resultados expressos como

média * erro padrdo da média e representativos de um experimento (n = 5). A e D 2way

ANOVA, B e C One-way ANOVA. Letras diferentes indicam p<0.05.
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Figura 11: Infeccao por Heligmosomoides polygyrus ¢ mantida ao longo de todo o
periodo experimental. Numero de ovos/g de fezes ao longo de oito semanas de
experimentacdo. Resultados expressos como média + erro padrao da média e

representativos de um experimento (n = 5). Teste t de Student.

4.2 Infeccado helmintica previne o aumento exacerbado na drea dos
adipocitos de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica

Dietas hiperlipidicas além de causar alteracdes metabodlicas, sdo capazes de gerar
alteragdes morfologicas, principalmente no tecido adiposo. Estas alteragdes surgem como
resposta dos adipocitos, que tendem a aumentar em tamanho (hipertrofia) e numero
(hiperplasia), a necessidade de estocar a energia excedente proveniente da dieta (Jo et al.,
2009). Neste contexto objetivou-se verificar o possivel desenvolvimento de hipertrofia nos

camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e o efeito da infec¢ao sob este parametro.

Ao realizar o célculo da area dos adipdcitos foi possivel constatar aumento no
tamanho destas células nos grupos Ob Ct e Inf quando comparados aos Eut Ct e Inf. No
entanto, ao comparar apenas os grupos Ob foi possivel observar que a hipertrofia
desenvolvida pelos animais Ob Ct ¢ superior a apresentada pelos Ob Inf (Figura 12A e B).
Este fato ¢ observado de forma mais clara na analise da frequéncia de adipocitos por area,

ja que no grupo Ob Inf mais de 60% dos adipocitos possuem area entre 0,1 ¢ 1,0 um?,
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enquanto nos Ob Ct esta mesma porcentagem ocorre em areas de 1,1 pm? até maiores que

1,5 um? (Tabela 6).

B
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Figura 12: Infec¢do helmintica previne o desenvolvimento de hipertrofia exacerbada

em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. Cortes histoldgicos (HE) do tecido

adiposo epididimal (A) de experimento com oito semanas ¢ média do valor da area dos

adipdcitos analisados (B) (n = 500). Resultado expresso como média * erro padrao da

média. 2way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.

Tabela 6: Frequéncia de adipocitos (%), por grupo de estudo, de acordo com a area dos mesmos

Area (umz) Frequéncia de adipocitos (%)
Eut Ct Eut Inf Ob Ct Ob Inf
0,1-0,5 40 42 4 11
0,6 - 1,0 52 54 37 56
,L1-1,5 8 4 42 28
> 1,5 0 0 17 5
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4.3 Infeccao helmintica melhora parametros relacionados a sindrome
metabolica

Uma das consequéncias relacionadas a obesidade ¢ o desenvolvimento de sindrome
metabolica, que inclui fatores como: desenvolvimento de resisténcia a insulina, aumento
dos niveis séricos de glicose em jejum, aumento do colesterol total e diminuicdo do
colesterol HDL, aumento de triglicerideos, entre outros (NIH, 2016). Levando em
consideragdo este fato, apos submeter os animais a dieta hiperlipidica objetivou-se verificar
alteragdes nos parametros relacionados a esta sindrome e também a possivel capacidade de

reversao destas alteragdes devido a infeccao.

Em relacdo a resisténcia a insulina, o TSI mostrou que os animais do grupo Ob Inf
atingem menores niveis de glicose no sangue quando comparados aos Ob Ct, e além disso,
aos 30 minutos de teste, os Ob Inf conseguem atingir um valor de glicemia semelhante ao
atingido pelos animais eutroficos (Figura 13A). No TTOG, quando foi testada o
funcionamento da prépria insulina dos animais, novamente foi possivel perceber uma
melhor resposta dos Ob Inf que demonstraram niveis menores de glicose no sangue, além
de atingirem, no final do teste, um valor de glicemia mais proximo da glicose normal
(Figura 13B). Associado a estes testes, foi mensurada, por qPCR, a expressdao do gene
relacionado ao receptor de insulina, demonstrando que a dieta hiperlipidica reduz a
expressao deste receptor, porém a infeccdo parece melhorar os niveis de expressao desse
receptor, embora o teste ndo tenha sido estatisticamente significativo (P=0,07) (Figura
13C). Outro parametro importante relacionado ao nivel de glicose no sangue ¢ a glicemia
em jejum, que foi mensurada por kit enzimatico comercial. A partir deste teste foi possivel
perceber que a glicemia em jejum estd aumentada nos grupos Ob (212 mg/dL) quando
comparados aos Eut (114 mg/dL), mas que o aumento no grupo Ob Inf é menor (199
mg/dL) quando comparado ao Ob Ct (223 mg/dL) (Figura 13D). Em relagdo aos niveis
séricos de colesterol total e HDL, também mesurados por kits enzimaticos comerciais, foi
possivel perceber que o grupo Ob Inf possui a maior concentragao de colesterol total no
soro (186 mg/dL), porém este aumento estd relacionado ao aumento do colesterol HDL,
que também apresenta maior concentracao neste grupo (25 mg/dL) quando comparado aos

outros trés (23, 22 e 22 mg/dL) (Figura 14A e B).

62



20 ® ObcCt ® ObcCt
g ® Obinf £ 1501 ® Obinf
S 8o =
' n
S 70 ]
© 5 Menor nivel de Glicose o 2909 L Men}:r r)ivel de Glicose
60 " atingido pelos Eutréficos " atingido pelos Eut
50 T T J 50 T T T 1
0 20 40 60 0 30 60 20 120
Minutos Minutos

Receptor de Insulina

Fold increase
Glicose (mg/dL)

EutCt EutIinf ObCt Oblnf EutCt Eutinf ObCt Ob Inf

Figura 13: Infec¢do helmintica melhora resisténcia a insulina e glicose em jejum em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. Niveis de glicose no sangue no Teste de
Sensibilidade a Insulina (A) e Teste de Tolerancia Oral a Glicose (B) em experimento de
cinco semanas (n = 5). Expressao do receptor de insulina (C) no tecido adiposo epididimal
em experimento de oito semanas (n = 5). Nivel de glicose no soro (D) medido a partir de kit
enzimatico em experimento de cinco semanas (n = 10). Resultados expressos como média +

erro padrao da média. A e B teste t de Student, C ¢ D One way ANOVA. * ¢ letras

diferentes p<0.05.
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Figura 14: Aumento dos niveis séricos de colesterol total ¢ HDL em camundongos
infectados submetidos a dieta hiperlipidica. Nivel de colesterol total (A) e colesterol
HDL (B) no soro, mensurados a partir de kits enzimaticos, em experimento de cinco

semanas (n = 10). Resultados expressos como média + erro padrao da média. A ¢ B One

way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.

4.4 Infeccao helmintica impede a desregulacio da producio de
adipocinas em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica

As adipocinas sao importantes mediadores soluveis responsaveis pela manutengdo da
homeostase metabdlica (Tilig e Moschen, 2006). Em condi¢des como obesidade ha
desregulagdo na produgdo destas adipocinas, podendo levar ao desenvolvimento de doengas
metabolicas (Cao, 2014). Dentre as adipocinas, leptina e adiponectina correspondem aos
mediadores mais abundantes no tecido adiposo, sendo relacionados, respectivamente, a
saciedade e ao metabolismo de glicose (S¢rensen et al., 1996; Chadran et al., 2003).
Considerando esta tendéncia de desregulagcdo na produgdo de adipocinas em condigdes de
obesidade, objetivou-se avaliar as possiveis alteracoes na produgdo das mesmas nos

animais alimentados com dieta hiperlipidica e o efeito da infeccao nesta desregulacao.

Ao mensurar a expressao de leptina, no TAE, foi possivel constatar uma desregulagao
desse gene no grupo Ob Ct, cuja expressao se demonstra superior a dos outros trés grupos
(Figura 15A). A secrecao de adiponectina, pelos adipdcitos cultivados, também se

demonstra alterada, sendo a quantidade produzida pelos Ob Ct inferior a produzida pelos
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outros grupos (Figura 15B). Vale ressaltar que apesar de o grupo Ob Inf também ser
alimentado com dieta hiperlipidica, ndo houve nestes animais desregulacdao na produgdo de

ambas as adipocinas.
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Figura 15: Desregulacio na producdo de adipocinas nos animais ndo infectados
submetidos a dieta hiperlipidica. Expressao de leptina (A) no tecido adiposo epididimal
no experimento de oito semanas (n = 5) e absorbancia resultante do teste de ELISA para
adiponectina (B), em sobrenadante de cultura de adipocitos isolados, experimento com
cinco semanas (n = 5). Resultados expressos como média + erro padrao da média. A ¢ B

One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.

4.5 Infeccido helmintica diminui a inflamacio no tecido adiposo de

maneira, aparentemente, independente a producao de IL-10

O estado de inflamacdao cronica do tecido adiposo ¢ um dos principais fatores
relacionados ao desenvolvimento das consequéncias da obesidade (Gregor e Hotamisligil,
2011). Desta forma uma redugdo na inflamacao poderia resultar no controle do peso e em
melhorias nos parametros metabolicos. Sendo assim, com o intuito de buscar mecanismos
responsaveis pelas melhorias observadas nos Ob Inf, a expressdao de genes relacionados a

inflamagao foi avaliada.
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Ao avaliar a expressao de TNF-a, uma das principais citocinas inflamatodrias, foi
possivel perceber um aumento na expressao deste gene no grupo Ob Ct, aumento que nao
ocorre nos Ob Inf e nos Eut Ct e Inf (Figura 16A). Porém ao avaliar a expressao de IL-10,
uma das principais citocinas anti-inflamatorias, ndo foi possivel observar diferengas na

expressao deste gene entre os quatro grupos de estudo (Figura 16B).
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Figura 16: Infeccao helmintica diminui a expressdo de citocina inflamatoria, sem
alterar expressao de citocina anti-inflamatoria em camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica. Expressdao de TNF-a (A) e IL-10 (B) no tecido adiposo epididimal,
mensurada por qPCR em experimento de oito semanas (n = 5). Resultados expressos como

média £ erro padrao da média. A e B One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.

4.6 Dieta hiperlipidica mantém inalterados mecanismos antioxidantes
apesar de aumentar o estresse oxidativo

O aumento do estresse oxidativo associado a diminuicdo dos mecanismos
antioxidantes, corresponde a outra desregulacdo danosa observada na obesidade (Marseglia
et al., 2015). Além disso, a presenga do parasita no hospedeiro também pode levar ao
aumento de estresse oxidativo ja que esta condi¢do corresponde a um dos mecanismos de
expulsao do parasita (Smith et al., 2013). Considerando estes fatos, as condicoes

experimentais em questdo se apresentam como potenciais fatores de aumento de estresse

66



oxidativo, portanto foram realizados testes para a verificagdo de possiveis alteracdes nestes

parametros.

Em relacdo aos mecanismos antioxidantes, atividade de superdxido dismutase e
catalase, ndo foram observadas diferencas entre os quatro grupos de estudo (Figura 17A e
B). No entanto, ao avaliar a concentragdo de MDA, uma das substancias reativas ao acido
tiobarbituarico, foi possivel perceber um aumento na concentragdo da mesma nos animais

alimentados com dieta hiperlipidica submetidos ou ndo a infec¢ado (Figura 17C).
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Figura 17: Dieta hiperlipidica nao altera mecanismos antioxidantes, apesar de
aumentar o estresse oxidativo. Atividade de superéxido dismutase (A), atividade de
catalase (B) e concentragdo de MDA (C) por grama de proteina, mensurados por ensaios
especificos no experimento de cinco semanas (n = 10). Resultados expressos como média +

erro padrdao da média. A, B e C One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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4.7 Infeccao helmintica aumenta a migracio de células reguladoras para
o tecido adiposo de animais submetidos a dieta hiperlipidica, apesar
de manter inalterada a migracio de células inflamatorias para o

mesmo local

A migragdo de células inflamatorias (NKs, macrofagos, linfocitos T CD8"), associada
a diminui¢do de células reguladoras no tecido adiposo corresponde a outro fator essencial
para o estabelecimento da inflamagao no tecido durante a obesidade (Gregor e Hotamisligil,
2011). Considerando esta realidade, a alteragdo no infiltrado inflamatorio, a partir da
diminui¢do de células pro-inflamatorias e do aumento de células reguladoras, resultaria na
diminui¢do da inflamagao, o que poderia explicar as melhoras observadas no grupo Ob Inf.
Neste contexto foram realizadas analises de citometria de fluxo, com o intuito de

caracterizar as populacdes de células residentes no tecido adiposo.

Em relagdo ao painel de Linfocitos B e Imunidade Inata, a maioria das populacdes
analisadas, incluindo basoéfilos e NKs (Figura 18), macréfagos e macrofagos M1 (Figura
19), células dendriticas (Figura 20), neutrofilos (Figura 21) e linfocitos B (Figura 22), nao
apresenta alteragdes na migragdo para o tecido adiposo, considerando tanto porcentagem
quanto numero de células (por grama de tecido adiposo epididimal). No entanto, foi
possivel observar aumento na porcentagem de: eosinofilos nos grupos infectados (Figura
23) e mondcitos no grupo Ob Ct (Figura 24). Considerando as cé¢lulas T reguladoras, ha
uma diminui¢do na porcentagem das mesmas em ambos os grupos submetidos a dieta
hiperlipidica, porém esta diminuicdo ¢ menos significativa no grupo infectado quando
comparado ao nao infectado (Figura 25). Em relagdo ao niimero de células s6 ha redugdo no

grupo Ob Ct quando comparado aos outros trés grupos.

No painel de células linfoides inatas foi possivel observar alteragdes tanto nas
subpopulagdes de ILC quanto nas populagdes de células Th. Iniciando pelas ILCI1, ha
aumento da porcentagem das mesmas em ambos os grupos Ob quando comparados aos Eut,
sendo que esta diferenca também pode ser observada ao analisar o numero de células (por

grama de TAE) (Figura 26). Em relagao as ILC2, ha aumento na porcentagem das mesmas
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em ambos os grupos Ob quando comparados aos Eut, porém o nimero de células so se
apresenta aumentado no grupo Ob Ct quando comparado aos outros trés grupos (Figura 27).
A populagao de ILC3 apresenta aumento, em porcentagem, nos grupos Eut Inf, Ob Ct e Ob
Inf quando comparados ao grupo Eut Ct. Ao analisar o parametro de numero de células
(ILC3) por grama de tecido adiposo, a populacdo de ILC3 se apresenta aumentada em
ambos os grupos submetidos a dieta hiperlipidica, quando comparados ao grupo Eut Ct,
porém nao hd aumento nestes grupos quando comparado ao Eut Inf (Figura 28).
Considerando as subpopulagdes de Th, a porcentagem de Thl se apresenta diminuida no
grupo Ob Ct quando comparado ao Eut Ct, sem haver alteragdes no numero de células (por
grama de TAE) nos quatro grupos de estudo (Figura 29). A subpopulacdo de Th2 nao
apresenta diferenca de migragao no tecido adiposo nos quatro grupos de estudo, analisando
tanto porcentagem quanto nimero de células (Figura 30). Considerando a subpopulacao de
Th17, foi possivel observar aumento de porcentagem e nimero de células nos grupos Ob

quando comparados aos Eut (Figura 31).
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Figura 18: Dieta hiperlipidica, associada ou nio a infeccio helmintica, ndo altera a
migraciao de baséfilos e células NKs para o tecido adiposo. Dot plots representativos da
populacio de baséfilos (CD49 FceRIa") e NKs (CD49 FceRIa) (A) nos quatro grupos de
estudo. Porcentagem e numero de células por grama de tecido adiposo epididimal de
basoéfilos (B e C) e NKs (D e E) nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco
semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro padrdo da média. B, C, D ¢ E

One way ANOVA.
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Figura 19: Dieta hiperlipidica, associada ou nio a infeccio helmintica, ndo altera a
migracdo de macrofagos e macréfagos M1 para o tecido adiposo. Dot plots
representativos da populagio de macréfagos (Ly6C Ly6C CD1 lbhighSiglecF') (A) e
macréfagos M1 (Ly6C Ly6C CD1 lbhighSiglecF'CDl 1c") (B) nos quatro grupos de estudo.
Porcentagem e niimero de células por grama de tecido adiposo epididimal de macrofagos
(C e D) e macrofagos M1 (E e F) nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco
semanas (n=10). Resultados expressos como média * erro padrao da média. C, E e F One

way ANOVA. B Kruskal — Wallis.
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Figura 20: Dieta hiperlipidica, associada ou nio a infeccio helmintica, ndo altera a
migracio de células dendriticas para o tecido adiposo. Dot plots (A), porcentagem (B) e
numero de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populagao
de células dendriticas (Ly6C™ Ly6G CD11¢ TAIE"™®") nos quatro grupos de estudo em
experimento de cinco semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro padrdo da

média. B e C One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Dieta hiperlipidica, associada ou nao a infec¢do helmintica, niao altera a

migraciao de neutrofilos para o tecido adiposo. Dot plots (A), porcentagem (B) e nimero

de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populacdo de

neutréfilos (CD11b" Ly6G') nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco

semanas (n=10). Resultados expressos como média * erro padrao da média. B e C One way

ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 22: Dieta hiperlipidica, associada ou nio a infeccio helmintica, ndo altera a
migraciao de linfocitos B para o tecido adiposo. Dot plots representativos da populagao
de linfocitos B (CD19") (A) nos quatro grupos de estudo. Porcentagem e niimero de células
por grama de tecido adiposo epididimal de linfocitos B (B e C) nos quatro grupos de estudo
em experimento de cinco semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro padrao

da média. B e C One way ANOVA.
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Figura 23: Animais infectados com Heligmosomoides polygyrus apresentam maior
porcentagem de eosinofilos no tecido adiposo, independente de serem submetidos ou
niio a dieta hiperlipidica. Dot plots representativos da populacio de eosinéfilos (CD11b™
SiglecF") nos quatro grupos de estudo. Porcentagem e nimero de células por grama de
tecido adiposo epididimal de eosinofilos (B ¢ C) nos quatro grupos de estudo em

experimento de cinco semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro padrao da

média. B e C One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 24: Dieta hiperlipidica aumenta a porcentagem de mondcitos no tecido adiposo

de animais nao submetidos a infeccdo. Dot plots (A), porcentagem (B) e numero de

células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populagdo de

mondcitos (Ly6C" Ly6G™ CD11b") nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco

semanas (n=10). Resultados expressos como média * erro padrao da média. B e C One way

ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 25: Infeccao helmintica previne a reducdo no nimero de células T reguladoras
no tecido adiposo de animais submetidos a dieta hiperlipidica. Dot plots (A),
porcentagem (B) e nimero de células por grama de tecido adiposo epididimal (C)
representativos da populagio de células T reguladoras (CD4 CD1271°*FoxP3") nos quatro
grupos de estudo em experimento de cinco semanas (n=10). Resultados expressos como

média + erro padrao da média. B e C One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 26: Dieta hiperlipidica aumenta a migracio de ILC1 para o tecido adiposo
independente da infeccdo helmintica. Dot plots (A), porcentagem (B) e numero de
células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populagdo de ILCI
(Lin'CD45'CD127 Tbet") nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco semanas

(n=10). Resultados expressos como média + erro padrao da média. B ¢ C One way

ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 27: Infec¢do helmintica previne o aumento do nimero de ILC2 no tecido

adiposo de animais submetidos a dieta hiperlipidica. Dot plots (A), porcentagem (B) e

numero de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populagao

de ILC2 (LinCD45'CD127'GATA3") nos quatro grupos de estudo em experimento de

cinco semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro padrao da média. B e C

One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 28: Populacao de ILC3 apresenta migracio aumentada em todos os grupos de
estudo quando comparados ao grupo niao infectado submetido a dieta AIN-93M. Dot
plots (A), porcentagem (B) e nimero de células por grama de tecido adiposo epididimal (C)
representativos da populagdo de ILC3 (Lin'CD45'CD127 RORyt") nos quatro grupos de
estudo em experimento de cinco semanas (n=10). Resultados expressos como média + erro

padrao da média. B e C One way ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Figura 29: Dieta hiperlipidica diminui a migracdo de células Thl para o tecido
adiposo de animais nao submetidos a infeccio helmintica. Dot plots (A), porcentagem
(B) e nimero de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da
populacdo de Th1 (CD3"CD4 Tbet") nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco
semanas (n=10). Resultados expressos como média * erro padrao da média. B e C One way

ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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Dieta hiperlipidica, associada ou nao a infec¢do helmintica, nido altera a

migracio de células Th2 para o tecido adiposo. Dot plots (A), porcentagem (B) e nimero

de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populagao de Th2

(CD3'CD4'GATA3") nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco semanas

(n=10). Resultados expressos como média + erro padrao da média. B e C One way

ANOVA.
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Figura 31: Dieta hiperlipidica aumenta a migracao de células Th17 para o tecido
adiposo independente da infeccao helmintica. Dot plots (A), porcentagem (B) e nimero
de células por grama de tecido adiposo epididimal (C) representativos da populacdo de
Th17 (CD3"CD4'RORyt") nos quatro grupos de estudo em experimento de cinco semanas
(n=10). Resultados expressos como média + erro padrao da média. B ¢ C One way

ANOVA. Letras diferentes p<0.05.
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5 DISCUSSAO

A obesidade ¢ uma doenca inflamatoria cronica associada ao desenvolvimento de
alteragdes morfologicas (hipertrofia e hiperplasia) e metabdlicas (sindrome metabolica) (Jo
et al., 2009; Grundy, 1999; Grundy, 2004). Estas alteragdes sdo consequéncia tanto da
desregulagdo na secrecao de hormodnios produzidos pelo tecido adiposo, as adipocinas,
quanto pelo desenvolvimento de inflamagdo e estresse oxidativo (Cao, 2014; Gregor &
Hotamisligil, 2011; Marseglia et al., 2015). A infec¢ao helmintica ja foi utilizada como
uma alternativa de controle destas desregulacdes desenvolvidas na obesidade, se mostrando
benéfica em relagdo a redugdo de ganho de peso e impedimento de desenvolvimento de
alteragdes metabolicas (Yang et al., 2013; Hussaarts et al., 2015; La Flame et al., 2007,
Stanley et al., 2009; Chen et al., 2013). Neste contexto, o presente estudo demonstrou que a
infeccdo, por Heligmosomoides polygyrus, foi capaz de reduzir o ganho de peso, o peso do
tecido adiposo, epididimal e subcutaneo, e a hipertrofia dos adipécitos. Além disso impediu
o desenvolvimento de resisténcia a insulina, diminuindo inclusive o nivel sérico da glicose
em jejum. Estas melhorias sdo, provavelmente consequéncia do impedimento tanto da

desregulagdo na secrecao de adipocinas, quanto do desenvolvimento da inflamacao.

O efeito preventivo da infeccdo helmintica no desenvolvimento de obesidade
experimental constatado no presente estudo, corrobora com os resultados descritos
previamente por Yang e cols (2013). Apesar dos animais que receberam dieta hiperlipidica
apresentarem ingestdo calorica similar, o ganho de peso dos animais infectados foi 15%
menor quando comparado aos ndo infectados. Da mesma maneira, houve reducdo de cerca
de 40% no peso do tecido adiposo epididimal e subcutaneo em animais do grupo Ob Inf.
Esta diminuicao do peso do tecido adiposo esta relacionada com o menor ganho de peso
nos Ob Inf, ja que estudos que envolvem algum mecanismo de regulacao de peso corporal,
demonstram esta associacao direta entre peso corporal e peso do tecido adiposo (Wu et al.,
2011). Além disso, estas diferencas de peso ndo foram observadas entre os animais que
consumiram dieta controle, demonstrando que a perda de peso dos Ob Inf ndo ocorreu
devido a espoliacdo do parasita. Este efeito preventivo da presenga do parasita no
desenvolvimento da obesidade foi demonstrado também para humanos, a partir de um

estudo realizado na Indonésia que associou a presenca de parasitas transmitidos pelo solo,
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como Ascaris lumbricoides e Ancylostoma duodenale, com menor indice de massa corporal

(Wiria et al., 2013).

O presente estudo também validou o uso de Heligmosomoides polygyrus como modelo
eficaz de infeccdo em estudos associados a obesidade, pois o parasita além de exercer efeito
benéfico no desenvolvimento da doenca, permaneceu no hospedeiro durante todo o periodo
experimental sem necessidade de re-infeccdo. O uso deste parasita pode até mesmo
substituir o modelo de infeccdo mais comum neste tipo de estudo, o Nippostrongylus
brasiliensis, j4 que este necessita de re-infec¢des constantes durante o periodo experimental

(Yang, 2013).

Estudos que envolvem infeccao helmintica e controle de peso sdo raros e alguns deles
utilizam uma abordagem diferente (terapéutica) da utilizada no presente estudo, infectando
animias ja obesos. Dentre estes estudos terapéuticos ¢ possivel citar o realizado por
Hussaarts e cols (2015), que utilizou machos de C57BL/6, com idade de aproximadamente
8 semanas, e infec¢do por cercarias de Schistossoma mansoni, demonstrando redugdo no
ganho de peso e no peso do tecido adiposo epididimal e subcutaneo nos animais infectados.
Outro estudo envolvendo camundongos C57BL/6 e infeccdo por Nippostrongylus
brasiliensis, também demonstrou diminui¢do de ganho de peso e do peso do tecido adiposo
epididimal em animais infectados submetidos a dieta hiperlipidica, porém este efeito

também foi constatado para os animais que receberam dieta controle (Yang et al., 2013).

Apos constatar melhorias no ganho de peso, devido a presenca da infecgdo, investigou-
se o efeito do parasita no desenvolvimento de alteracdes morfologicas no tecido adiposo,
como hipertrofia de adipocitos. Constatamos também, em estudo de carater preventivo, o
efeito benéfico da infec¢do em impedir o desenvolvimento exacerbado de hipertrofia. E
bem estabelecido na literatura que o aumento no tamanho dos adipdcitos corresponde a
uma das principais causas do aumento da massa do tecido adiposo (Jo et al., 2009).
Estudos com animais submetidos a dieta hiperlipidica demonstram que ao induzir algum
mecanismo capaz de reduzir o ganho de peso, como aumento da lipolise intracelular, ha
redug¢do no tamanho dos adipocitos associado a diminuicdo da massa do tecido adiposo
visceral (Jeong & Yoon, 2009). E possivel constatar entio uma relagio direta entre menor

tamanho de adipocitos e menor massa do tecido adiposo, como ocorre no presente estudo.
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Além de alteracdes morfoldgicas, a infeccao foi capaz de impedir o desenvolvimento
de alteracoes metabolicas, como resisténcia a insulina. A manutengdo do correto
funcionamento da insulina ¢ de extrema importancia para o metabolismo de glicose, pois o
desenvolvimento de resisténcia a este hormoénio corresponde ao primeiro passo para
desregulagdo em todo este metabolismo (Wilcox, 2005). Esta resisténcia pode ser
desenvolvida a partir de diversos fatores, como por exemplo a diminui¢ao da expressao do
receptor de insulina (Kahn et al., 1973). Neste contexto, o presente estudo demonstrou uma
diminui¢do da expressdo deste receptor nos animais submetidos a dieta hiperlipidica,
porém, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, a expressao deste receptor no tecido
adiposo parece ser maior nos Ob Inf do que nos Ob Ct, mostrando uma tendéncia da
infeccdo em restaurar a expressao deste gene. Além disso, neste estudo ha evidéncias de
reversdao no desenvolvimento de resisténcia a insulina nos animais obesos infectados devido
a melhor resposta, menor nivel sérico de glicose, no teste de sensibilidade a insulina e

tolerancia a glicose, bem como menor nivel de glicose em estado de jejum, corroborando

novamente com os estudos de Yang e cols (2013) e Hussaarts e cols (2015).

Estas melhorias estdo associadas a diversos fatores: a) primeiramente ao melhor
controle de peso corporal, ja que estes parametros de glicose estao diretamente relacionados
ao indice de massa corporal (Siegel et al., 2008); b) melhora importante nos niveis de
expressao de leptina e secrecao de adiponectina, que também podem estar associadas a
melhorias no metabolismo de glicose, pois ambas exercem efeito comprovado na
manuten¢do do funcionamento da insulina (Szanto & Kahn, 2000; Berg et al., 2001). Yang
e cols (2013) inclusive mostraram desregulacao na secre¢dao de leptina nos animais obesos
ndo infectados, associando este fato a desregulacdes metabolicas, como maiores niveis
séricos de glicose e insulina. Além disso, estudos envolvendo obesidade e regulagdo pela
presenca do parasita associam o aumento de eosindfilos e macréfagos M2 como outros

responsaveis por melhorias metabolicas (Yang et al., 2013; Hussaarts et al., 2015).

O aumento de eosinofilos no tecido adiposo foi considerado benéfico, pois esta célula
pode ser grande produtora de IL-4 no tecido adiposo, sendo esta citocina a principal
responsavel pela indugcdo de macréfagos M2, que estdo associados a manutencdao da

homeostase metabdlica (Wu et al., 2011). No presente estudo foi possivel observar aumento
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na porcentagem de eosinofilos no tecido adiposo de animais infectados, demonstrando
outro potencial mecanismo responsavel pelas melhoras metabdlicas. Apesar disso, como
nao foi avaliada a expressao de citocinas como IL-4, nem a marcagdo de macréfagos M2,

nao foi possivel demonstrar de maneira mais direta a agdo dos eosinofilos nestas melhorias.

Em relacdo aos macréfagos M2, estudos envolvendo infec¢ao helmintica e sindrome
metabolica demonstram que além dos efeitos benéficos destas células no metabolismo de
glicose, elas também exercem influéncia no colesterol, diminuindo o nivel de colesterol
total e LDL e aumentando o nivel de HDL (La Flamme et al., 2007; Stanley et al., 2009). O
presente estudo constatou aumento no nivel sérico de colesterol HDL nos animais Ob Inf, o
que possivelmente refletiu no aumento do nivel de colesterol total constatado. Stanley
(2009), demonstrou que até o vigésimo sétimo dia apos a infec¢do por Schistossoma
mansoni, hd aumento no colesterol total, que s6 tende a diminuir apds este dia. O efeito
exercido por Heligmosomoides polygyrus, no colesterol, pode ser similar ao de
Schistossoma mansoni, sendo necessario avaliar este parametro em experimento mais
duradouro. Além disso, a melhoria observada no colesterol HDL refor¢a a necessidade de
realizagdo de novos experimentos para elucidar o comportamento de macrofagos M2, e

aferir a influéncia dos mesmos nestes beneficios.

A diferenciacao de células Th2 também ¢ considerada uma das principais responsaveis
pelos efeitos benéficos observados em estudos de obesidade, como diminuicdo do peso
corporal e hipertrofia, ¢ impedimento de desregulagdes metabolicas (Winer et al., 2009a;
Hussaarts et al., 2015). As células Th2 agem diminuindo a expansdao de células Thl,
impedindo consequentemente a secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y,
diminuindo assim a inflamacdo, o que auxilia na homeostase metabdlica (Winer et al.,
2009a). No presente estudo, apesar de haver diminuicdo de células Thl nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica, ndo foi possivel observar aumento nas células Th2,
sugerindo que as melhoras observadas sao independentes deste tipo celular. Além disso,
apesar da diminui¢do de Thl, ha aumento de Th17 nestes animais, sugerindo que estas

células correspondem a principal fonte de inflamagdo em resposta a dieta hiperlipidica

(Winer et al., 2009b).
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Ainda considerando as células CD4', a populacio de células Treg também estd
associada a manuten¢do da homeostase metabodlica, estando presente em abundancia no
tecido adiposo de individuos saudéaveis e se encontrando diminuida na obesidade (Feuerer
et al., 2009). O ambiente inflamatério estabelecido no tecido adiposo durante a obesidade
nao ¢ favoravel paras as células Tregs, que tendem a sair do tecido nestas condigdes
(Feuerer et al., 2009). Além disso, ha uma associagdo entre adipocinas e Tregs, sendo que
quando ha desregulagdo nas adipocinas, como ocorre na obesidade, hd consequentemente
diminui¢do na proliferacao destas células. As c€lulas Treg agem diretamente no controle da
inflamacao, levando consequentemente a melhorias metabdlicas (Feuerer et al., 2009). No
presente estudo foi possivel observar maior porcentagem e numero de células Tregs no
grupo Ob Inf quando comparado ao Ob Ct e também uma menor inflamagdo no primeiro
grupo, demonstrada através da reducao na expressao de uma das principais citocinas pro-
inflamatoérias, o TNF-a (Ilan et al., 2010). Esta diminui¢dao da inflamagao parece ocorrer
devido a mecanismos independentes da producdo de IL-10, ja que a expressdo desta
citocina nao foi alterada de acordo com quantidade de células Tregs. O aumento da
regulagdo via células FoxP3" sem o aumento de IL-10 ja foi encontrada em estudos
utilizando pacientes obesos que ndo desenvolvem sindrome metabolica (Pereira et al.,
2014). Além disso, estudos envolvendo obesidade sugerem que macrofagos M2 tendem ser
a principal fonte de IL-10 no tecido adiposo (Feuerer et al., 2009). No presente estudo nao
observamos alteragdes nem na populacdo de macrofagos nem nesta citocina, € assim
acreditamos que a regulacdo da inflamacao no grupo Ob Inf provém de outro mecanismo

induzido por células Tregs, que deve ser investigado em estudos futuros.

As andlises de citometria demonstraram aumento de migracdo de diversas células
inflamatérias (ILC1, ILC3 e Th17) em ambos os grupos submetidos a dieta hiperlipidica.
Apesar da presenga destas células no tecido adiposo dos animais infectados a acdo das
mesmas parece estar sendo inibida, ja que estes animais nao desenvolvem as mesmas
alteragdes, morfoldgicas e metabodlicas, que os nao infectados. Esta inibigdo pode ser
proveniente das células Tregs, que nao se encontram diminuidas neste grupo,

provavelmente devido a melhor regulagdo das adipocinas (Feuerer et al., 2009).
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Além da diminui¢ao na expressdo de TNF-a, a baixa migragdo de monocitos para o
tecido adiposo dos Ob Inf pode corresponder a outro indicador de reducao da inflamagao. A
grande maioria dos estudos apontam macrofagos, principalmente M1, como uma das
principais células produtoras de citocinas pré-inflamatérias durante a obesidade (Sumuri &
Hasty, 2008). Porém estudos recentes como o de Krinninger e cols (2014), demonstram
também um papel importante dos mondcitos na inflamagdo estabelecida na obesidade.
Krinninger (2014) demonstrou que ha aumento de mondcitos na circulacdo de individuos
obesos e que estas células estdo em um estado pro-inflamatodrio ativado, tendendo a migrar
para o tecido em resposta a sinais quimiotaticos. Segundo este estudo hé ainda uma relagao
entre a diminui¢do de adiponectina ¢ o aumento da inducdo do fendtipo pré-inflamatédrio
dos monocitos. No presente estudo foi possivel perceber uma diminuigdo na secre¢dao de
adiponectina, pelos adipocitos, nos animais Ob Ct, o que pode ter acarretado em uma maior
ativacdo de mondcitos pro-inflamatdrios, aumentando a concentracdo dos mesmos no
tecido adiposo, resultando em um aumento da inflamagao. Esta cascata inflamatéria nao foi
observada nos animais Ob Inf, ja4 que neles ndo ha desregulacio na secrecdo de

adiponectina, e consequentemente nao foi observado aumento dos monocitos no tecido.

O presente estudo também demonstrou aumento na porcentagem de ILC2 em ambos os
grupos submetidos a dieta hiperlipidica. Considerando o papel descrito na literatura, estas
células ao se apresentarem aumentadas em ambos os grupos Ob parecem estar exercendo
papéis distintos em cada um dos grupos. Estudos envolvendo inflamagdes das vias aéreas
(asma) demonstram que a producao de IL-5 e IL-13 pelas ILC2 contribuem para a patologia
desta doenga (Mathews et al., 2014; Everaere et al., 2015). Em contrapartida, Molofskey
(2013) demonstrou que a IL-5 e IL-13 produzidas pelas ILC2 no tecido adiposo sdo as
principais responsaveis pela acumulacao de eosinofilos e macréfagos M2 no tecido, sendo
essenciais para a manutengdo da homeostase metabolica. Embora possamos observar o
aumento de ILC2 em ambos os grupos submetidos a dieta hiperlipidica, nos animais nao
infectados o aumento de ILC2 parece ser irrelevante tanto no ganho de peso quanto no
desenvolvimento de sindrome metabolica provavelmente devido a outros mecanismos pro-
inflamatorios estarem mais atuantes nesses animais. No entanto, nos animais infectados o
aumento de ILC2 se associa com efeitos benéficos, inclusive podendo ser observado pela

elevada porcentagem de eosinofilos mantidos no tecido adiposo destes animais.
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Por fim, o presente estudo demonstrou que apesar de manter os mecanismos
antioxidantes inalterados a infec¢do nao foi capaz de reduzir o estresse oxidativo induzido
pela dieta hiperlipidica, ja que ndo houve redugdo na concentragdo de MDA no grupo Ob
Inf comparado ao Ob Ct. No entanto, apesar do ensaio de TBARS ser amplamente
utilizado, ele tem sido criticado por ser inespecifico (Block et al., 2002). O acido
tiobarbiturico, utilizado neste ensaio, ¢ capaz de reagir com diversas substancias derivadas
da peroxidagdo lipidica, ndo apenas o MDA. Além disso os métodos comuns de detecgao
do MDA, espectofotometria e fluorescéncia, ndo sdo suficientemente sensitivos. Desta
forma para determinacdo mais especifica de estresse oxidativo ¢ necessario utilizar um
método mais sensivel na deteccio do MDA (cromatografia), e também associar a
concentracdo de MDA com a de outros compostos, como o 4-Hydroxynonenal (CoH;603)

(Grotto et al., 2009).

Tomados em conjunto, os resultados encontrados pelo presente estudo demonstram os
efeitos benéficos da infec¢do helmintica no desenvolvimento da obesidade e de suas
consequéncias metabolicas. Estes efeitos benéficos sdo consequéncia de alteragdes do
infiltrado celular no tecido adiposo, incluindo principalmente o aumento de eosinéfilos e
células Tregs, que acabam diminuindo a inflamag¢do, impedindo consequentemente
desregulagdes no metabolismo. No entanto, ainda hé resultados controversos, como o
desenvolvimento de estresse oxidativo, e também parametros ndo analisados, como o papel

de macrofagos M2, sendo necessarios estudos posteriores para investigacao dos mesmos.
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6 CONCLUSAO

A infec¢do por Heligmosomoides polygyrus previne o desenvolvimento de obesidade e
sindrome metabolica em animais alimentados com dieta hiperlipidica. Tais efeitos estao
associados com o aumento de eosinofilos e células T reguladoras, que acabam por migrar
para o tecido adiposo acompanhando a migragdo de células inflamatorias (Th17, ILC1 e
ILC3) estimulada pela dieta hiperlipidica. A presenca das células reguladoras bloqueia a
funcdo inflamatoria destas células migrantes para o tecido, diminuindo a inflamagao
(diminui TNF-a) em um mecanismo independente de IL-10. Acreditamos que a prevengao
do processo inflamatério impega o ganho exacerbado de peso, € o desenvolvimento de
alteracdes metabolicas, como resisténcia a insulina. A manuten¢ao das condi¢des normais
do organismo impede a desregulacao das adipocinas, que: reforcam o impedimento do
desenvolvimento de alteracdes metabdlicas, mantém o niimero alto de células T reguladoras
no tecido adiposo e previnem a ativacdo e migragdo de mondcitos inflamatorios para o

tecido adiposo.

Em resumo, a presenca do helminto, Heligosomoides polygyrus, induz a proliferacao
de células, eosindfilos e Treg, em resposta a presenca do mesmo, que acabam
consequentemente exercendo efeito negativo no desenvolvimento da obesidade e de suas

consequéncias metabolicas.
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ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE CAMILA PEREIRA DE
QUEIROZ. Aos treze dias do més de fevereiro de 2017 as 13:00 horas, reuniu-se no Instituto
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, a Comissio Examinadora
da dissertaciio de Mestrado, indicada ad referendum do Colegiado do Cursoe, para julgar, em
exame final, o trabalho intitulado "Infeccdo helmintica exerce efeito benéfico no
desenvolvimento da obesidade experimental e suas consequéncias metabélicas", requisito
final para a obtenc¢io do grau de Mestre em Bioquimica ¢ Imunologia, drea de concentracio:
Imunologia. Abrindo a sessiio, o Presidente da Comissdo, Prof. Helton da Costa Santiago, da
Universidade Federal de Minas Gerais, ap6s dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata para apresentaciio de seu
trabalho. Seguiu-se a arguiciio pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata.
Logo apés a Comissdio se reuniu, sem a presenca da candidata ¢ do piblico, para julgamento
e expedicdo do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indica¢des: Dra. Dirce Ribeiro
de Oliveira (Universidade Federal de Minas Gerais), aprovada; Dra. Ana Maria Caetano de
Faria (Universidade Federal de Minas Gerais), aprovada; Dr. Helton da Costa Santiago -
Orientador (Universidade Federal de Minas Gerais), aprovada. Pelas indicacdes a candidata
foi considerada APROVADA. O resultado final foi comunicado publicamente & candidata
pelo Presidente da Comissdo. Nada mais havendo a tratar, o Presidente da Comissdo
encerrou a reunido e lavrou a presente Ata que serd assinada por todos os membros
participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 13 de fevereiro de 2017.
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