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RESUMO

A obesidade é um problema de saude publica relacionado a disturbios
metabdlicos e imunologicos. Ela também esta associada a inflamag&o de baixo grau
e geralmente leva ao aumento na suscetibilidade a doengas infecciosas. Em trabalho
prévio, mostramos que camundongos C57BL/6 com obesidade induzida por dieta
eram mais suscetiveis a infecgdo por Leishmania major. Neste estudo, buscamos
entender melhor o mecanismo envolvido no aumento de suscetibilidade dos animais
obesos. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta
hipercaldrica contendo alto teor de lipideos (manteiga) e carboidratos (agucar
refinado) chamada dieta HSB (high sugar butter) ou com dieta controle (AIN93-G).
Apods essas 12 semanas, os camundongos mostravam diferenga no ganho de peso e
foram infectados na orelha com formas promastigotas de L. major. Confirmamos
inicialmente que a obesidade resultou em aumento do tamanho das lesdes e da carga
parasitaria apés 8 semanas de infecgdo. Para avaliar o efeito da obesidade na
imunidade inata durante a infec¢ao por L. major, as frequéncias de neutrdéfilos (Ne),
mondcitos (Mo) e macrofagos (Mg) do sangue, tecido adiposo, bago e orelha foram
analisadas por citometria de fluxo antes, 2 dias e 8 semanas apds a infecgdo. Antes
da infeccdo, os animais obesos apresentaram maior frequéncia de Ne, Mo e Mg no
sangue e maior frequéncia de Mg e Mo no tecido adiposo do que os camundongos
controle. Nao observamos qualquer diferenca entre as populacdes de células do baco
e apenas alguns leucdcitos foram encontrados na orelha antes da infecg&o. Dois dias
apos a infecgdo, ndo houve alteragao no perfil das células analisadas no bago e no
tecido adiposo. Camundongos obesos infectados apresentaram menor infiltrado de
Ne na orelha infectada quando comparados com os camundongos do grupo controle
infectados. Apesar de apresentar mais Ne e Mo circulantes, os animais obesos nao
conseguiram recrutar células inflamatorias para a pele 2 dias apds a infecgao por L.
major. No periodo crénico da infecgcdo (8 semanas), observamos um aumento de
células mieloides (Mo e M) com assinatura anti-inflamatéria no bacgo
(CD11b+CD206+) e no sitio da infecgdo (CD11b+Ly6C"CD206+), sugerindo que a
obesidade altera o perfil de células na leséo e eleva a frequéncia de macrofagos que
podem ter um perfil ineficaz no controle da L. major compativeis com a resisténcia ao
parasito.

Palavras-chaves: obesidade, infec¢ao, Leishmania major, resposta imune



ABSTRACT

Obesity is a health problem related to metabolic and immunological disorders.
It is also related to low grade inflammation and lead to increased susceptibility to
infectious diseases. In our previous work, we have shown that C57BL/6 mice with diet
induced obesity were more susceptible to L. major infection. In this study, we sought
to understand the mechanism involved in this increasing susceptibility in obese
animals. C57BL/6 mice were fed a high-calorie diet containing high-fat lipids (butter)
and carbohydrates (refined sugar) called HSB (high sugar butter) or control diet
(AIN93-G) for 12 weeks. After 12 weeks, the mice showed difference in weight gain
and were infected with Leishmania major promastigotes. First, we confirmed that
obesity lead to increasing lesion size and higher parasite burden after 8 weeks of
infection. To assess the effect of obesity on innate immunity during L. major infection,
neutrophil (Ne), monocytes (Mo) and macrophages (M@) frequencies from blood,
adipose tissue, spleen and ears were analyzed using flow cytometry after 2 days and
8 weeks post infection. Before infection, obese mice had a higher frequency of Ne, Mo
and Mo in the blood and a higher frequency of M@ and Mo in the adipose tissue than
the control mice. We did not observe any difference between populations of spleen
cells and only a few leukocytes were found in the ear before infection. Two days after
infection, there was no change in the cells analyzed in the spleen and adipose tissue.
Obese infected mice had a smaller Ne infiltrate in the infected ear when compared to
infected control mice. Despite presenting more circulating Ne and Mo, obese animals
were unable to recruit the cells into the skin after 2 days of infection. In the chronic
period of infection (8 weeks), we observed an increase in myeloid cells (Mo and M)
with anti-inflammatory signature in the spleen (CD11b+ CD206+) and at the site of
infection (CD11b+Ly6CintCD206+), suggesting that obesity changes profile of cells in
the lesion and elevates the frequency of macrophages that may have an ineffective

profile in the control of L. major compatible with resistance to the parasite.

Key-words: obesity, infection, Leishmania major, immune response.
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1 INTRODUGAO

A obesidade € uma doenca multifatorial que se caracteriza pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo. O aumento massivo de pessoas obesas ao longo dos
anos, é resultado de um mundo onde as pessoas cada dia mais se alimentam mal e
nao praticam exercicios. Hoje, ja se sabe que é uma condi¢cao considerada fator de
risco para o surgimento de diabetes, doencgas cardiovasculares, hipertenséo, apneia
do sono, osteoartrite, cancer, e até doencas infecciosas. A expansao do tecido
adiposo resulta em quebra da homeostasia corporal e em alteragdes significativas no
sistema imune. Essas alteracbes decorrentes da obesidade também possuem
impacto enorme na resposta do individuo frente a infecgées (WILLIAMS et al., 2015).

Dentre as infeccbes endémicas de importdncia no Brasil estdo as
leishamnioses. Elas representam um grupo de doengas causadas por protozoarios do
género leishmania que sao transmitidas pela picada de insetos da subfamilia
Phlebotominae. Entre as formas clinicas da doencga, destacam-se a forma visceral e
cutanea. A leishmaniose cutdnea € uma doenga que persiste na populagdo ao longo
das décadas, principalmente por ndo haver muito investimento em campanhas de
conscientizagédo, medidas profilaticas e de tratamento. Estima-se que, todos os anos,
cerca de um milhdo de pessoas entram em contato com o parasito podendo ou nao
desenvolver a doenca (REITHINGER et al., 2007).

Em um cenario onde a obesidade atinge niveis extremamente altos em todo o
mundo e a incidéncia de leishmaniose cutanea persiste elevada no pais ao longo dos
anos, torna-se relevante o estudo da relagéo entre as duas condi¢cdes. Assim, neste
estudo, procuramos entender como as alteragdes no sistema imune decorrentes da

obesidade impactam na resposta imune frente ao parasito.
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2.1 Obesidade e seus determinantes imunometabédlicos

Obesidade e sobrepeso sao definidos pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como qualquer acumulo anormal ou excessivo de gordura que podem ser
prejudiciais a saude. Para humanos, o indice mais utilizado para detec¢cdo da
obesidade € o indice de Massa Corporal (IMC), definido como o peso do individuo em
quilos dividido pelo quadrado da sua altura em metros (kg/m?). Individuos com valores
de IMC entre 25 a 29,9kg/m? sdo considerados com sobrepeso, enquanto individuos
com IMC igual ou maior a 30kg/m? sdo considerados obesos (WHO, 2018). A
ocorréncia de pessoas com sobrepeso que nado apresentam as comorbidades
associadas a obesidade, bem como de pessoas com peso normal, mas que
apresentam complicagdes metabdlicas, indicam que o IMC, por si s, nao define bem
a condicdo de obesidade. O que de fato define o excesso de peso como sendo
prejudicial a saude séo as alteragbes metabdlicas decorrentes dessa condigao junto
com o acumulo de tecido adiposo. Sendo assim, o aumento de gordura associado a
outros parametros, como o aumento da resisténcia a insulina, o aumento da glicemia,
o0 aumento da glicemia de jejum e dos niveis de proteinas reativas C (CRP), diminuigéo
de HDL sao alguns dos fatores utilizados para definir a obesidade associada a
sindrome metabdlica (WILDMAN et al., 2008).

A obesidade € um dos mais graves problemas de saude publica do mundo
acometendo, em 2016, cerca de 39% dos homens e mulheres no mundo (DI CESARE
et al., 2016). A projecéo é que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso e mais de 700 milhdes com obesidade. Ainda mais alarmante, a obesidade
infantil & crescente afetando mais de 11% das criangas em todo mundo (WHO, 2018).
No Brasil e no mundo, a obesidade tem crescido desde os anos 70, reflexo de uma
mudan¢a de habitos alimentares e de estilo de vida da populagdo, na qual o
sedentarismo € prevalente e o consumo de alimentos industrializados, ricos em agucar
e gorduras saturadas toma o espago de uma alimentagdo saudavel, balanceada e
natural. Segundo o Vigitel (2015), todas as capitais brasileiras, incluindo Brasilia,
apresentaram um percentual de homens (=18 anos) com excesso de peso acima dos
50% (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Esse disturbio tem causalidade multifatorial, porém o que define de fato o
excesso de peso € o balango entre o consumo e o gasto calérico, de modo que,

guando o consumo alimentar & superior ao aporte energético aplicado para realizagéo
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das fungdes metabdlicas vitais se observa a condicdo de ganho excessivo de peso
que pode progredir para obesidade. Porém, a etiologia da obesidade € complexa e
envolve fatores socioeconémicos, psicoldgicos, genéticos, dentre outros (HRUBY,
ADELA; HU, 2015).

A obesidade € um fator de risco para a vida humana e as sindromes a ela
associadas tém impacto relevante na taxa mundial de mortalidade. Diversos disturbios
metabdlicos, cardiovasculares e inflamatérios sdo associados ao excesso de peso
como, por exemplo, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertensao,
sindrome metabdlica, cancer, doencgas respiratérias, esteatose hepatica, sindrome do
ovario policistico, infertilidade, dislipidemias, neoplasias, acidente vascular cerebral,
dentre outras (VAN GAAL; MERTENS; DE BLOCK, 2006).

Muitas das doengas associadas a obesidade ocorrem a partir de modificagdes
no tecido adiposo. Esse 6rgao, antes estudado como um tecido inerte e responsavel
apenas pelo acumulo de lipidios, foi mais recentemente reconhecido como fonte
produtora de inumeras substancias genericamente chamadas de adipocinas
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007). A classificagdo do tecido adiposo varia de acordo
com sua localizagdo, com a forma que a gordura é armazenada no citoplasma da
célula e com o numero de mitocdndrias no adipdcito. Referente a localizagao,
comumente se define como visceral ou subcutaneo. O local onde o tecido adiposo é
majoritariamente depositado influi na fungdo metabdlica do tecido de modo que,
normalmente, o acumulo visceral de gordura tende a ser mais prejudicial a saude do
que o acumulo subcutaneo (GESTA; TSENG; KAHN, 2007). Os tipos de tecido
adiposo sao o branco e o marrom. O tecido adiposo branco é depositado em varios
locais, porém, € normalmente encontrado no depdsito de gordura visceral. No
deposito subcutdneo também predomina o tecido adiposo branco, porém neste ha
menor infiltrado celular em relag&o ao depdsito visceral (CANCELLO et al., 2006). Ja
o tecido adiposo marrom € encontrado principalmente em torno dos sitios
interescapular, axilar, paravertebral e perirrenal (PARK; KIM; BAE, 2014). Tanto o
tecido adiposo branco quanto o marrom contribuem para a atividade metabdlica e para
o controle da homeostasia do organismo. O tecido adiposo branco armazena lipideos
e € um importante 6rgao secretor produzindo citocinas e adipocinas (FRAYN et al.,
2003). Ja o tecido marrom, além de armazenar lipidios, € fundamental para

manutengcdo da temperatura corporal em um processo denominado termogénese
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dependente da proteina desacopladora mitocondrial (UCP1) (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

Com o estado de obesidade, o tecido adiposo expande-se e,
consequentemente, a producdo de adipocinas € modificada. Em condi¢cdes de
equilibrio, as fungdes metabdlicas do tecido adiposo sao reguladas e influenciam o
funcionamento de diversos 6rgaos do corpo. As adipocinas atuam diretamente no
sistema imune promovendo alteragdes fisioldgicas celulares que conferem protecéo a
diversas disfungcdes metabdlicas. Com a condicdo de obesidade, ha a ruptura dessa
homeostasia, caracterizada pela produg¢ao desbalanceada de diversas substancias, o
gue pode ocasionar um estado de inflamacéao crbnica de baixa intensidade que muitas
vezes esta associado a sindrome metabdlica (KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER,
2016).

Os adipdcitos sao as principais células que compde o tecido adiposo. Além dos
adipdcitos, pré-adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune
também fazem parte desse tecido. A reciclagem de adipécitos € mantida ao longo da
vida por um equilibrio entre a adipogénese e a apoptose de adipécitos. Uma fonte de
pré-adipécitos € necessaria para sustentar esse ciclo. A sinalizacdo para a
adipogénese esta relacionada com o fator de transcricdo PPAR-y e a sensibilidade a
acidos graxos livres (FFA) por diversos receptores (VISHVANATH et al., 2016). O
nuamero total de adipdcitos se estabelece majoritariamente durante a infancia e a
adolescéncia, porém o aumento em numero de adipdcitos (hiperplasia) pode ocorrer
também durante a vida adulta (KULENKAMPFF; WOLFRUM, 2018; STAFEEV et al.,
2018). Em condicbes homeostaticas, os adipdcitos possuem alta plasticidade, no
entanto, com o ganho de peso, ocorre a expansao fisica da célula devido ao acumulo
de lipidios (hipertrofia) induzindo o remodelamento da matriz extracelular, o que torna
os adipocitos mais fibréticos e rigidos pelo acumulo excessivo de colageno (SUN;
KUSMINSKI; SCHERER, 2011).

Em situagdes de acumulo excessivo de lipidios, o tecido adiposo, de tanto se
expandir, comega a se tornar disfuncional e incapaz de acumular gordura gerando um
ambiente rico em FFA livres que n&o sao armazenados, podendo levar a situagdes de
acumulo ectopico de gordura, principalmente no figado. Esse processo, além de
acelerar a progressdo de falha no figado, esta associado com o surgimento de
complicagbes metabdlicas, além de exemplificar como a obesidade pode atuar na

quebra da homeostasia de um 6rgao vital do corpo (KHAN et al., 2009).
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Em 1993, um importante estudo de Hotamisligil deu novo enfoque para a
obesidade e o tecido adiposo. Foi o primeiro estudo em que se demonstrou que
adipécitos expressavam o fator de necrose-tumoral (TNF-a), importante citocina
classicamente caracterizada como citocina proé-inflamatéria (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Aléem disso, detectou-se que a obesidade e a
resisténcia a insulina elevavam a expressao de TNF-a. Essa citocina € capaz de ativar
muitas vias relacionadas com a inflamacao, dentre elas, a do fator de transcricao
NFkB, o qual estimula a diferenciagdo de macrofagos inflamatérios e posteriormente
de células T helper do tipo 1 (Th1) (SCHUTZE et al.,, 1992). Dentre suas varias
fungdes, pode-se destacar sua capacidade citotoxica, de indugao de apoptose celular,
de liberacao de oxido nitrico (NO) e de ativagao da lipdlise. Além do mais, o TNF-a
atua inibindo a expresséao celular de GLUT4, o qual implica em aumento da glicemia
e na concentragdo de FFA no sangue, fatores fundamentais para a resisténcia a
insulina (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011). Essa associacao entre a obesidade € o
aumento da expressao de TNF-a foi determinante para definir a visdo atual de que a
obesidade é responsavel por estabelecer um ambiente crénico e inflamatoério que teria
grande impacto nas comorbidades frequentemente associadas com a ela.

A descoberta da leptina estabeleceu de vez o tecido adiposo como um
importante 6érgao enddcrino (ZHANG et al., 1994). Trata-se de um horménio produzido
no tecido adiposo cuja concentragdo sanguinea corresponde indiretamente a massa
do tecido, de modo que obesos possuem elevadas concentracdes desse horménio. A
leptina € um dos principais conectores entre tecido adiposo e sistema nervoso central
visto que sinaliza, via receptores especificos através da cascata da JAK2-STAT, para
a inducao de processos como saciedade, gasto energético, pressao sanguinea e
inflamagao acentuada (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

Estudos antigos e recentes propiciaram modelos de animais que desenvolvem
espontaneamente obesidade como camundongos knockouts para o gene da leptina
(ob/ob) e knockouts para o receptor da leptina (db/db), os quais reproduzem um
fenodtipo de obesidade morbida e diabetes tipo 2. Tais modelos foram essenciais para
definicbes que ajudaram a estabelecer melhor a fun¢do do tecido adiposo e das suas
alteragdes no contexto da obesidade (FREDERICH et al., 1995; JUNG; NAM; SUH,
2016).

Com a redefinicdo do conceito da obesidade e do papel do tecido adiposo,

muitas outras descobertas emergiram no campo. A adiponectina, por exemplo,
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também é produzida exclusivamente no tecido adiposo. Essa proteina esta associada
com efeitos anti-inflamatdrios e aumento da sensibilidade a insulina (HOLLAND et al.,
2010). Sendo assim, o tecido adiposo de individuos magros secreta maiores niveis de
adiponectina, a qual atua na sensibilidade a insulina e no metabolismo de glicose,
sendo uma das principais adipocinas que contribuem para o estabelecimento da
homeostasia em pessoas saudaveis.

O tecido adiposo em estado de homeostasia apresenta varias células do
sistema imune, principalmente células do sistema imune inato. As células que compde
o tecido adiposo s&o: macrofagos, células dendriticas, eosindfilos, neutrdfilos,
linfocitos B, linfécitos T, entre outras (CILDIR; AKINCILAR; TERGAONKAR, 2013). No
microambiente do tecido adiposo de obesos, os adipdcitos repletos de lipideos sofrem
apoptose, liberando conteudo intracelular, incluindo FFA e LPS. Essa expansao de
adipocitos, com perda de funcdo e morte celular, acompanha-se de uma
vascularizagao ineficaz do tecido resultando em redugao no aporte de oxigénio para
as células e maior expressao do fator de transcricdo HIF1a, sensor de hipdxia (HE et
al., 2011). Deste modo, o perfil celular e secretdrio exibido pelo tecido adiposo é
totalmente alterado, resultado de uma mudanc¢a no estado no nutricional,

Dentre as células do sistema imune mais abundantes no tecido adiposo de
animais obesos, estdao os mondcitos e diferentes subtipos de macrofagos (CILDIR;
AKINCILAR; TERGAONKAR, 2013). A literatura descreve que, em individuos
saudaveis, os macréfagos do tecido adiposo apresentam um perfil mais regulador,
com maior producdo de citocinas como IL-4 e IL-10 (SUN; KUSMINSKI; SCHERER,
2011). Com a obesidade, o numero de células do sistema imune no tecido adiposo,
principalmente macréfagos, torna-se cerca de 30% maior do que em individuos
eutroficos (WEISBERG et al., 2003). Essas células formam estruturas em coroa
(crown-like-structures), circundando adipécitos mortos e fagocitando lipidios, tornando
os macrofagos do tecido adiposo células muito maiores do que os macrofagos de
outros tecidos (CINTI et al., 2005). Grande parte da literatura aponta para uma
mudancga fenotipica dessas células. Esses macrofagos assumiriam um carater mais
inflamatorio, ja que entrariam em contato com estimulos como LPS e FFA, sendo
capazes de secretar citocinas como TNF-a, 1L-1B e IL-6 (GOMEZ-HERNANDEZ et
al., 2016; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). No entanto, essa visao de que o perfil
de macrofagos € alterado drasticamente de um perfil regulador para um perfil

inflamatério tem sido questionada. De fato, parece que a obesidade tende a aumentar
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a producgao de citocinas de modo geral, como o TNF-q, independentemente do seu
papel inflamatério ou ndao (YAN et al., 2014).

Recentemente, a produgao de IL-17, uma citocina associada com recrutamento
de neutréfilos e com efeitos pré e anti-inflamatérios, tem sido caracterizada em
modelos de obesidade, sendo demonstrado que sua produgao esta aumentada em
individuos e camundongos obesos (ENDO et al., 2015; MAIOLI et al., 2018). Além
disso, se descreve que no tecido adiposo de camundongos magros, predomina-se a
produgao de IL-10, havendo um aumento na populagdo de células T reguladoras
(Tregs) no local (MAIOLI et al.,, 2016). Seguindo a mesma ideia de mudancga
fenotipica, durante a obesidade, as células T também seriam induzidas para um
fendtipo Th1 (STRISSEL et al., 2010).

Como discutido acima, a visdo de que a obesidade esta estritamente associada
com células inflamatérias vem sendo questionada. Trabalhos recentes mostram que
a ativacao de células por estimulos abundantes no tecido adiposo nao direciona para
um perfil classico de inflamagao (KRATZ et al., 2014). Mais que isso, foi mostrado que
as células do tecido adiposo que aumentam no contexto da obesidade apresentam
perfil variavel, sendo que a maior parte delas mantem excelente capacidade de
adesao celular e sao eficazes no processo de endocitose, caracteristicas marcantes
de macrdéfagos anti-inflamatérios (MOURA SILVA et al., 2018).

Levando em consideragao que a obesidade traz alteragcdes no perfil celular e
secretério do tecido adiposo, torna-se mais compreensivel que as alteracbes
metabodlicas e imunes decorrentes da obesidade se estendam a nivel sistémico
resultando no surgimento de diversas sindromes e alterando a resposta imune a
infeccdes. Todavia, o papel das células imunes do tecido adiposo e o seu impacto no
sistema ainda é obscuro. Assim, o entendimento dos processos imunolégicos que
regulam a obesidade e vice-versa precisam ser melhor esclarecidos para a melhor

compreensao do real impacto da obesidade na saude humana.

2.2 Relagao da obesidade com doengas infecciosas e infecto-parasitarias

A obesidade e a alteracdo do perfil celular e secretorio causado por essa
condigao é associada com diversas complicagdes metabdlicas. Os efeitos do excesso
de adiposidade podem atingir diversos 6rgaos responsaveis pelo metabolismo,

incluindo o figado, cérebro, pancreas e tecido adiposo. A quebra da homeostasia
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induzida pelo aumento da adiposidade implica no surgimento de doengcas como
diabetes tipo 2 e muitas outras, contribuindo para patogénese da sindrome
metabdlica. Do mesmo modo, a partir do aumento de adipécitos, as células imunes
podem alterar seu metabolismo lipidico ou a captacédo de glicose. Em conjunto, se
observa uma série de efeitos sistémicos que, como resultado, podem induzir o
surgimento de doengas imunometabdlicas que contribuem para o envelhecimento e o
aumento na taxa de mortalidade global (HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008).

Os mecanismos pelos quais a obesidade afeta a resposta imune frente a
diversos agentes infecciosos ainda ndo sdo bem compreendidos. Estudos com
camundongos ob/ob foram os primeiros a demonstrar uma relagdo negativa entre
obesidade e infeccbes bacterianas das vias aéreas, incluindo Klebsiella pneumoniae
(MANCUSO et al., 2002) e Mycobacterium tuberculosis (WIELAND et al., 2005). Na
maioria dos casos, o pior progndstico € associado com a incapacidade de macrofagos
em eliminar bactérias no 6érgao acometido devido a fagocitose prejudicada, o que leva
a maior disseminagao do microrganismo e ao aumento da mortalidade.

A deficiéncia de leptina implica em muitas alteragées no sistema imune. Por
outro lado, modelos de obesidade induzida por dieta em roedores tentam mimetizar a
obesidade humana de maneira mais realista, no sentido de promover os efeitos
metabdlicos a partir da alteracdo no estado nutricional dos animais. Tem sido
demonstrado que a obesidade induzida por dieta leva a um pior prognéstico na
infeccdo pelo virus Influenza. Camundongos obesos apresentaram maior taxa de
mortalidade com diminuicdo dos niveis de importantes citocinas antivirais, como IFN-
a e IFN-B, e reducao concomitante na citotoxicidade de células NK, que sao essenciais
para o controle da infecgdo pelo HIN1 (KARLSSON; SHERIDAN; BECK, 2010).
Estudos com Staphylococcus aureus e Porphyromonas gingivalis também
observaram que a producdo de citocinas inflamatérias e anticorpos especificos sao
menos eficientes em camundongos obesos. Os animais obesos infectados por S.
aureus tiveram infeccdo dssea mais grave do que os animais magros, com aumento
na taxa de mortalidade (FARNSWORTH et al., 2015). Na doenga periodontal
associada a P. gingivalis, a infecgdo foi mais grave em camundongos alimentados
com dieta hipercal6rica, a qual induziu lesdo endotelial e acelerou parcialmente a
apoptose de células endoteliais (AO et al., 2014). De modo geral, a produgao

desbalanceada de citocinas por individuos obesos parece ser prejudicial ao tecido e
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insuficiente para ativar as células do sistema imune para o controle da maioria das
doencas infecciosas causadas por bactérias e virus.

Infecgdes por protozoarios acometem milhdes de pessoas no mundo.
Normalmente séo classificadas como doencgas negligenciadas. Estas sao infec¢des
que persistem ao longo dos anos e, com o crescimento na incidéncia de obesidade
na populagao, torna-se relevante o estudo da relagéo entre as duas condi¢des. Ainda
€ pouco estudado como parasitos se comportam em um hospedeiro obeso e como a
obesidade pode alterar a resposta imune frente a essas infecgdes. E bem descrito que
o Trypanosoma cruzi € capaz de infectar e persistir no interior dos adipdcitos
(VERSIANI et al., 2011). O tecido adiposo pode ser considerado um local seguro para
o0 parasito, ja que se trata de um importante reservatorio energético, que pode fornecer
FFAs e lipideos ao protozoario, possibilitando seu crescimento (TANOWITZ et al.,
2017). As infecgbes por protozoarios também podem causar efeitos sistémicos no
organismo, pois atuam modulando vias metabdlicas do hospedeiro, como a do
metabolismo de lipidios e glicose. A infec¢ao aguda pelo T. cruzi pode induzir a lipdlise
na célula, sendo crucial para a sobrevivéncia do parasito (NAGAJYOTHI et al., 2012a).
Esse evento altera o metabolismo lipidico nas células do hospedeiro, um processo
mediado por citocinas inflamatérias e outras adipocinas que modificam o estado
metabodlico do hospedeiro e sdo capazes de interferir na homeostasia das células
infectadas. Finalmente, a infeccédo por T. cruzi também desencadeia o aumento da
respiragdo mitocondrial e a elevagdo da captacao de glicose nas células infectadas
(NAGAJYOTHI et al., 2012b).

O grupo de Tanowitz foi pioneiro nos estudos das interagdes entre o T. cruzi e
o hospedeiro modificando seu metabolismo durante a doenga de Chagas. Eles
também foram os primeiros a estudar os efeitos da obesidade na resposta imune
durante a infeccdo aguda por T. cruzi. Eles mostraram que camundongos db/db
apresentavam alteragcdes adversas durante a infecgcao pelo T. cruzi, caracterizadas
por aumento da carga parasitaria e grave reacao inflamatéria no coragao devido ao
aumento nos niveis de IL-6 e TNF-a (NAGAJYOTHI et al., 2010). Curiosamente,
utilizando dieta rica em gordura para induzir a obesidade e diabetes tipo 2, eles
observaram resultados diferentes. Animais obesos apresentaram reducdo da
mortalidade, menor parasitemia, redugdo na carga parasitaria miocardica e dano
miocardico menos grave durante a infecgcdo (NAGAJYOTHI et al., 2014). No caso,

parece que a obesidade induzida por dieta representa uma "obesidade mais
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fisioldgica" que leva a expansao dos adipdcitos, um excelente sitio para a infecgcao por
T. cruzi. No caso, € possivel que o tecido adiposo sequestre parasitos que, de outra
forma, iriam para o coragao.

Alguns poucos estudos recentes que correlacionam a obesidade com
diferentes tipos de infec¢des parasitarias, mostram que, na maioria das vezes, a
obesidade tende a ser um fator de risco para essas infecgdes. Em estudo utilizando
um modelo de obesidade induzida em camundongos neonatos através de inje¢des de
glutamato monossodico (MSG), observou-se que camundongos obesos infectados
com Plasmodium berghei ANKA apresentaram dano cerebral grave devido ao
aumento da producgao das citocinas relacionadas a resposta Th1, como IL-12 e IFN-y
no encéfalo (DE CARVALHO et al., 2015). Além disso, a obesidade também foi
identificada como um fator de risco para malaria causada por Plasmodium falciparum
em humanos (WYSS et al.,, 2017). J& em relacdo a leishmaniose visceral, foi
demonstrado que a obesidade induzida por dieta HSB promoveu o aumento da
suscetibilidade a doenga, com aumento da carga parasitaria visceral, do dano tecidual
hepatico, esplénico e maior inflamacao caracterizada pela elevada producéao sistémica
de TNF-q, IL-6 e IFN-y durante a infecgéo por L. chagasi (SARNAGLIA et al., 2016).

2.3 Leishmanioses

As leishmanioses compreendem doencas infecto-parasitarias causadas por
organismos unicelulares pertencentes ao reino Protista, da ordem Kinetoplastida,
familia Tripanosomatidae e ao género Leishmania. O vetor dos parasitos s&o insetos
da subfamilia Phlebotominae (Espécies de Phlebotomus no Velho Mundo e espécies
de Lutzomyia no Novo Mundo). Apenas flebotomineos fémeas infectadas sao capazes
de transmitir o parasito, os quais sdo hospedeiros intracelulares obrigatérios que se
desenvolvem em células do sistema fagocitario, principalmente mondcitos e
macrofagos (ALVAR et al., 2012).

Elas sdo consideradas doencgas tropicais negligenciadas sendo endémicas
principalmente de regides subtropicais de aproximadamente 100 paises. Ainda se
estima que cerca de 1 milhdo de novos casos ocorrem todo ano e aproximadamente
10 milhdes de pessoas estao infectadas com alguma espécie do parasito (ALVAR et
al., 2012). O Brasil, junto com Bangladesh, Etiépia, india, Sud&o, Afeganistdo, Argélia,

Colémbia, Costa Rica, Iran e Siria correspondem a 95% dos paises onde novos casos
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de leishmaniose sao descritos (REITHINGER et al., 2007). No Brasil, acontecem cerca
de 25.000 novos casos de leishmaniose cutédnea e 3.500 casos de leishmaniose
visceral todos os anos (MINISTERIO DA SAUDE SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA DAS DOENCAS TRANSMISSIVEIS,
2014).

A leishmaniose cutanea é a forma mais prevalente da doenga no mundo.
Dentro das leishmanioses cutdneas o espectro vai desde lesdes individuais, restritas
a area da picada, até lesdes cutaneas disseminadas, as quais se espalham pelo corpo
(CARVALHO et al., 1994). Outro tipo de lesdo sdo as que acometem regides da
mucosa do corpo, definidas como mucocutanea. A leishmaniose cutdnea pode ser
transmitida por varias espécies de Leishmania, mas destacam-se, no velho
continente, a L. major, e, no Novo Mundo, as L. amazonensis, L. mexicana e L.
braziliensis. A leishmaniose visceral € a forma mais grave da doenga, chegando a
matar cerca de 20.000 pessoas por ano no mundo (WHO TECHNICAL REPORT
SERIES, 2010). Em humanos essa doenga € caracterizada por danos nos 6rgaos
viscerais, incluindo figado, bagco e medula 6ssea, sendo acompanhada de episédios
de febre irregular, anemia e, se nao tratada, levando ao obito na grande maioria dos
casos (ALVAR et al., 2012).

Os parasitos do género Leishmania sao digenéticos, ou seja, completam o seu
ciclo de vida passando por dois hospedeiros. Os vetores adquirem o parasito quando
se alimentam dos hospedeiros ou reservatoérios que ja estdo contaminados. Os insetos
se contaminam com as formas amastigotas que ndo possuem flagelo, s&o
arredondadas, isentas de movimento e se localizam no tecido do mamifero ou nas
células do sistema polimorfonuclear. Ja no intestino do vetor, as formas amastigotas
se diferenciam para formas promastigotas que sao flageladas, alongadas e moveis.
Ainda no aparelho intestinal dos flebotomineos, em um processo denominado
metaciclogénese, o parasito assume uma forma infectante, definida como
promastigotas metaciclicas, a qual é transmitida para o hospedeiro vertebrado quando
fémeas do inseto realizam o repasto sanguineo (REINER; LOCKSLEY, 1995). No
tecido do hospedeiro mamifero, as formas promastigotas séo fagocitadas ou infectam
ativamente, principalmente neutrdéfilos, monaocitos e macrofagos. No interior da célula
os parasitos adquirem novamente a forma amastigota, completando o ciclo do

parasito. Dentro das células do sistema fagocitario, mais especificamente em
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compartimentos denominados fagolissosomas, as amastigotas se dividem e em
determinado momento podem se disseminar(MORADIN; DESCOTEAUX, 2012).

O modelo de infeccao da leishmaniose cutanea, mais especificamente a
transmitida pela L. major, foi essencial para varias descobertas referentes a doenga,
mas também proporcionou conhecimentos valiosos para a imunologia. Trata-se de um
modelo que retrata bem a dicotomia das repostas Th1/Th2 em C57BL/6 e BALB/c,
sendo que, a partir dele, muitas descobertas emergiram na imunologia (MOSMANN
et al., 1986). Com esse modelo, foi descrita a importancia das células dendriticas e a
produgao de IL-12 (HEINZEL et al., 1993; VIEIRA et al., 1994), a qual promove a
ativacao do fator de transcricao nuclear, T-bet, em células T e propicia a manutencao
de uma resposta do tipo Th1. A continua producao de INF-y e TNF-a por essas ceélulas
ativa a cascata de sinalizagao para a transcricao do fator nuclear NF-kB, induzindo
um fenotipo de macrofagos proé-inflamatorios. Essas células produzem mais TNF-q,
IL1-B e expressam em maior quantidade a enzima oOxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) que habilita a produgédo NO, produto téxico para o parasito (CHARMOY et al.,
2016; SCHLEICHER et al., 2016). Além da essencial produ¢ao de NO, a produgéao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) é importante no controle do parasito
(CARNEIRO et al., 2018). Por outro lado, é descrito que, em um ambiente onde células
dendriticas produzem predominantemente IL-4, IL-10 e IL-13, a ativacado de células T
helper do tipo 2 (Th2) induz um fendtipo de macréfagos com perfil mais anti-
inflamatério, favorecendo a hidrélise da L-arginina pela enzima Arginase 1, gerando
produtos como a ureia e a ornitina, fundamental para a sintese de poliaminas (KANE;
MOSSER, 2001; ROBERTS et al., 2004). Outro mediador com efeito importante para
a indugao de células Th2 no modelo de infeccéo por L. major é o TGF-B (BARRAL-
NETTO et al.,, 1992). No caso da leishmaniose, os camundongos C57BL/6 sao
resistentes ao parasito, enquanto camundongos BALB/c sao susceptiveis a L. major
devido a seus perfis predominantes de reatividade imunoldgica.

Outros trabalhos reforcaram que o ambiente inflamatério é essencial para
resolugado da doenca. Estudos com camundongos C57BL/6 knockouts para Myd88
(MURAILLE et al., 2003), CD40 (BELKAID et al., 2000), entre outros comprovaram
que a ativagao de receptores do tipo foll (TLRs), bem como uma sinalizagdo adequada
de células TCD4+, no caso as células Th1, sdo essenciais para a montagem de uma
resposta inflamatéria robusta contra o protozoario. Por outro lado, camundongos

BALB/c suscetiveis a L. major knockouts para a IL-4 (KOPF et al., 1996) desenvolvem
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lesbes que curam espontaneamente, bem como a adigao de IL-12 (AFONSO et al.,
1994) e IFN-y s&do capazes de reverter quadros de susceptibilidade em diferentes tipos
modelos de leishmaniose (BACELLAR et al., 1996; HEINZEL et al., 1993).

O paradigma da resposta Th1 e Th2 foi, por muito tempo, o unico recurso
utilizado para explicar a variagdo de progndsticos de leishmaniose cutdnea em
humanos e camundongos, na qual se observa desde casos de infeccdo sem
desenvolvimento de lesao, até casos onde as lesdes sao disseminadas por todo corpo
dos pacientes com graves consequéncias (PIRMEZ et al., 1993). Hoje, sabe-se que
apesar desse paradigma ser imprescindivel para o entendimento da leishmaniose
cutanea, ele nao explica totalmente a fisiopatologia da doenca. Por exemplo, as
células NK sao importantes para manutencao inicial de INF-y e para induzir a
produgao de IL-12, porém ndo sao essenciais para levar a morte de L. major
(SCHARTON; SCOTT, 1993). Do mesmo modo, as células T CD8+ sao importantes
no estabelecimento do ambiente inflamatério e do fendétipo Th1 na infecgdo com
baixas doses de L. major (BELKAID et al., 2002). Apesar dessas células poderem
agilizar uma cura em animais resistentes, em humanos elas podem mediar um
aumento na ulceragao de lesbes (NOVAIS; SCOTT, 2015). Sabe-se também que até
mesmo os componentes da microbiota dos flebotomineos podem impactar na
gravidade da doenca (DEY et al., 2018; LOURADOUR et al., 2017). Deste modo,
muitos fatores implicam em alteragdes no curso da infeccao e o impacto ira variar de
acordo com diferentes modelos e cepas.

Os vetores da leishmaniose possuem um aparelho bucal capaz de rasgar o
tecido, produzindo lesbes com expressivo dano tecidual e criando um acumulo de
sangue, no qual as fémeas conseguem se alimentar (BATES, 2007). Nesse tipo de
lesao, ficou evidenciado que o recrutamento de neutrofilos minutos apds o inéculo tem
importante papel no desenvolvimento da resposta imune e na formagao de leséo.
Além disto, neutrofilos podem fagocitar os parasitos, embora, na maioria das vezes
nao sejam capazes de elimina-los, podendo se tornar portas de entrada para a
posterior infecgdo de macrofagos (LAUFS et al., 2002; PETERS et al., 2008). Nas
Leishmanioses, os neutrofilos sao células fundamentais na definicdo de resisténcia ou
susceptibilidade. De fato, Peters e colaboradores (2008), mostraram que a deplegao
de neutrdfilos apds inoculagao intradérmica levou a redugdo das lesdes em tempos
precoces no modelo de resisténcia com baixas doses de L. major (PETERS et al.,

2008). Por outro lado, em modelos de infec¢do de camundongos susceptiveis a L.
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major e L. amazonenses, neutrofilos tiveram fungéo protetora em estagios iniciais da
doenca (SOUSA et al.,, 2014; TACCHINI-COTTIER et al., 2000). Além disso, os
produtos da degranulagcdo de neutréfilos, como a elastase e defensinas, possuem
papeis relevantes no curso da infeccdo. No caso, a elastase € capaz de induzir a
atividade microbicida de macrofagos através de TLR4, enquanto as defensinas
induzem um programa de morte celular em L. donovani (BERA et al., 2003; RIBEIRO-
GOMES et al., 2007).

Recentemente, foi descrito que mondcitos inflamatérios sao subtipos celulares
que chegam na lesédo posteriormente aos neutrofilos e sdo também eficientes para
fagocitose, sendo muito importantes no progndstico da doenga (ROMANO et al.,
2017). Além deles, os macroéfagos recém derivados de monécitos e macréfagos
residentes sdo os principais agentes ativos no combate a Leishmania. Tais células
podem ser ativamente infectadas pelos parasitos ou realizar fagocitose através de
receptores especificos para o protozoario, ou ainda quando estes estao opsonizados.
Dentre esses receptores, o receptor de manose (CD206), o qual € um marcador de
macréfagos com assinatura anti-inflamatoria, foi apontado como um definidor de
populagdes dermais, as quais sdo eficazes em fagocitar o parasito, porém nao
possuem efeito leishmanicida (LEE et al., 2018a). Por outro lado, mondcitos tém sido
caracterizados como uma populagao de células essenciais para o controle do parasito
em varios modelos. Por exemplo, foi demonstrado que camundongos C57BL/6
deficientes para CCR2, receptor da quimiocina atraente de mondcitos CCL2,
apresentavam lesdes incuraveis (SATO et al., 2000). Apesar de alguns fatores serem
essenciais para a eliminagcao do parasito, de fato, a estabilizacdo de um ambiente
inflamatério é crucial para resolucao da infeccao.

Em camundongos e em humanos, a cura da leishmaniose cutanea por L. major
nunca é estéril. Os parasitos remanescentes sdo mantidos no sitio da infeccdo ao
longo da vida do hospedeiro por células Tregs e pela produgéo simultanea de IL-10 e
IFN-y por essas células (BELKAID et al., 2002). A presenga permanente de parasitos
€ essencial para a inducdo de uma rapida resposta do hospedeiro frente a casos de
reinfec¢cdo. Mondcitos inflamatoérios (CCR2*CX3CR1*LY6C*) foram apontados como
células que expressam iINOS em sitios de reinfeccdo (ROMANO et al., 2017). Alguns
subtipos de células T também s&o fundamentais para essa rapida reposta; dentre elas,

células CD4*LY6C*Tbet", as quais sdo de curta duragéo e sdo capazes de migrar
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rapidamente para um local de uma nova infeccédo (PETERS et al., 2014). Nesse
cenario, células T de memoria também auxiliam na composi¢cao da imunidade.

Deste modo, o modelo de infecgao por Leishmania sp. se mostra extremamente
interessante para diversos estudos, ainda mais porque ndo existem vacinas eficazes

para as leishmanioses que acometem os humanos.
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3 HIPOTESE DE TRABALHO

A hipotese do presente trabalho é que a obesidade induzida por dieta HSB seria
capaz de alterar o perfil da resposta celular a infecgdo por L. major principalmente
pelo seu impacto nas populagdes de células da imunidade inata (neutrdfilos,

mondcitos e macréfagos) nas fases iniciais e crénicas da infecgao (Figura 1).

Resisténcia: C57BLB/6

l . Hipétese:

g Obesidade altera a frequéncia e o perfil

EC we . de células da imunidade inata frente a

- - “M1-like” R " . . )
infecgdo por Leishmania major

NO

. XX
™ ‘@

Figura 1: Modelo do desenvolvimento da resposta Th1 e hipétese de trabalho.

As células dendriticas de camundongos C57BL/6 infectados por L. major produzem IL-12
induzindo a diferenciacao de células T naive para células Th1. Essas células produzem IFN-
y e TNF-qa, induzindo a expressdo de iINOS em macrofagos e a producdo de NO que é
essencial para a eliminagdo do parasito. As alteragdes produzidas sistemicamente pela

obesidade seriam capazes de interferir na atividade dessas células dendriticas e desses

macrofagos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar se a obesidade induzida por dieta hipercalérica altera as populagdes
celulares da imunidade inata frente a infec¢ao por L. major para tentar explicar como

essa condicao pode diminuir a resisténcia ao parasito.

4.2 Objetivos especificos

Induzir obesidade e alteragbes metabdlicas associadas nos camundongos C57BL/6 e

posteriormente infectar esses animais.

Analisar o desenvolvimento da lesédo e avaliar a carga parasitaria nos camundongos
infectados na orelha com L. major e alimentados com a dieta hipercaldrica ou dieta

padrao.

Verificar se ha diferenga no perfil de linfécitos presentes nos linfonodos drenantes dos

camundongos obesos infectados.

Avaliar o perfil de neutrdéfilos, mondcitos inflamatérios, mondcitos de patrulha e

macrofagos na orelha, bago, tecido adiposo e sangue dos animais infectados.

Avaliar se as células da imunidade inata presente na lesdo e no bago dos
camundongos obesos possuem perfil compativel com resisténcia ou susceptibilidade

a infecgéao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 fornecidos pelo
biotério central da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de
Imunobiologia da UFMG, em gaiolas de plastico, contendo no maximo 5
animais/gaiola. Os animais receberam agua e dieta controle (AIN93G) ou dieta
indutora de obesidade (HSB) (Tabela1) a vontade. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo de submissdo nimero
338/ 2012 (Anexo 1).

5.2 Dieta indutora de obesidade

Os animais foram alimentados ad libitum com a dieta controle (AIN 93G)
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) ou com a dieta hipercalérica contendo teores
mais altos de lipideos (manteiga) e carboidratos (agucar refinado) (high sugar butter,
HSB) (MAIOLI et al.,, 2016). A composicdo de ambas as dietas se encontra nas
Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Ingredientes das dietas controle e hipercalérica
Controle (AIN 93G) HSB (hipercalérica)

Amido de milho (g) 397,5 208,6
Caseina (g) 200 200
Amido dextrinizado (g) 132 0
Acucar (g) 100 232
Oleo de soja (g) 70 70
Celulose (9) 50 50
Mix mineral (g) 35 35
Mix de vitaminas (g) 10 10
Cistina (metionina) (g) 3 3
Bitartarato de colina (g) 2,5 2,5
BHT (g) 0,014 0,014
Manteiga (g) 0 188,9
TOTAL (9) 1000 1000

g: gramas; AIN 93 G: Dieta padréo para roedores; HSF: dieta indutora de obesidade; BHT: hidroxitolueno butilado.
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Tabela 2 - Composicao nutricional (macronutrientes) das dietas controle e
hipercalérica
Controle (AIN 93G) HSF (Hipercalérica)

Carboidrato (kcal) 1990 2518
Proteina (kcal) 812 812
Lipidio (kcal) 630 630
Calorias (por gramas) 3,43 3,96
Carboidrato (%/peso) 63 44,1
Proteina (%/peso) 20 20

Lipideo (%/peso) 7 27

Kcal: quilocalorias; AIN: dieta padrao para roedores; HSF: dieta indutora de obesidade.

5.3 Parasito

Os parasitos utilizados foram da espécie Leishmania (Leishmania) major (\(WHO
MHOM/IL/80/Friedlin) cultivados em meio de Grace (GIBCOBRL - Life Technologies,
Grand Island, NY, MO, EUA) pH 6.2 suplementado com 20% de soro fetal bovino
(GIBCO), 20pg/mL de sulfato de gentamicina (Schering-Plough — Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e 2mM de L-glutamina (GIBCOBRL - Life Technologies, Grand Island, NY,
MO, EUA), mantidos em estufa a 25°C. Os repiques foram feitos a cada dois ou trés
dias de cultivo. Em condigbes estéreis, os indculos foram preparados com culturas de
cinco dias, fase estacionaria do crescimento in vitro, época em que a cultura esta rica
em formas promastigotas metaciclicas. O meio de cultura com Leishmania em fase
estacionaria foi centrifugado a 1500 x g a 4° C por 15 minutos. O sobrenadante foi,
entdo, desprezado e o pellet foi recuperado em 2mL de salina tamponada com 0,01
M de fosfato de sédio pH 7,2 (PBS). Em seguida as formas promastigotas metaciclicas
foram separadas por gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma- Aldrich, INC., St Louis,
MO, EUA). Em um tubo cénico de 15mL, foram colocados 2mL de Ficoll 20%, em
seguida 2mL de Ficoll 10%, escorrendo pela parede do tubo, sem homogeneizar as
duas solugdes, formando duas fases distintas (gradiente de Ficoll). Finalmente, a
suspensao de Leishmania, foi acrescentada escoando com cuidado pela parede do

tubo formando a terceira fase. Essa mistura trifasica foi centrifugada a 800 x g por 10
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min a 4° C. Formou-se um anel branco e todo o sobrenadante acima dele,
correspondendo as fases Ficoll 10% e Leishmania em PBS, foi coletado com o auxilio
de uma pipeta Pasteur. Em outro tubo, adicionou-se 10 mL de PBS ao sobrenadante
coletado e essa suspensao foi centrifugada a 1500 x g por 15 minutos a 4° C. O
sobrenadante formado foi desprezado e o sedimento foi recuperado em 2mL de PBS.
Foi retirada uma aliquota diluida 1:100 em PBS contendo formalina a 4% e o numero

de parasitos foi contado em camera de Neubauer.

5.4 Desenho experimental

Camundongos machos C57BL/6 com idade entre 6 e 8 semanas foram
separados em quatro grupos: animais controles, alimentados com dieta AIN93G (AIN);
animais obesos. alimentados com dieta indutora de obesidade (HSB); animais
controles e infectados (AIN-INF); e animais obesos infectados (HSB-INF). A dieta foi
ofertada por 20 semanas no total. Na 122 semana de consumo de dieta, quando
obesidade esta bem estabelecida e a maioria dos efeitos metabdlicos decorrentes
dessa condigdo ja estdo bem definidos (MAIOLI et al., 2016b), os animais foram
infectados com uma dose de 2x10° promastigotas metaciclicas de Leishmania major
e acompanhados até a oitava semana de infeccdo. O tempo de infecgdo e a dose
foram definidas com base em estudo do grupo de Nathan Peters, no qual a cinética
da infeccéo nas fases agudas é bem definida(ROMANO et al., 2017). Semanalmente,
0s animais tiveram o peso corporal e glicemia acompanhados. Os animais foram
eutanasiados 2 dias e 8 semanas apos a infecgdo. A 8% semana seria 0 momento
onde a lesdo se apresenta cronica e ha perceptivel melhora do grupo controle em
relagéo ao grupo obeso. Em ambos os tempos, células da orelha, bago, tecido adiposo
e sangue foram analisados.

Para infecgdo, foram utilizados 2x10° promastigotas metaciclicas obtidas apos
5 dias de cultivo, na fase estacionaria de crescimento. Os parasitos foram inoculados
por via subcutanea na orelha esquerda de cada animal (10uL). Os animais do grupo
controle que foram avaliados 2 dias apds a infeccao, receberam a 0 mesmo volume
(10uL) de PBS na orelha esquerda. Com auxilio de um paquimetro (Starret), avaliou-
se o curso de infeccdo semanalmente por meio do calculo da diferengca entre o

didmetro e a espessura da orelha infectada e da orelha n&o infectada.
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Figura 2: Desenho experimental. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12
semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram
infectados na orelha com uma dose de 2x10° com L. major promastigotas metaciclicas ou
desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo experimento. Nos tempos 2 dias
e 8 semanas apods a infecgdo, os animais foram eutanasiados e foram coletados sangue,

baco, tecido, tecido adiposo e orelha para analise por citometria de fluxo

5.5 Quantificagoes de parasitos na orelha

Apoés a eutanasia, coletou-se a orelha infectada. A orelha foi picotada em tubo
estéril. Em seguida tecido foi macerado com adi¢gao de PBS. Esse ensaio foi realizado
conforme descrito anteriormente (VIEIRA et al., 1996). Em tubos cdnicos de 15 mL foi
completado o volume para 4 mL com PBS estéril e logo em seguida o material foi
centrifugado a 150 x g por 2 min a 4°C para retirada de fragmentos de tecido
remanescentes. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 1540 x g por 10 min a
4°C. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 450 yL de meio Grace
acrescido de 20% de soro fetal bovino, L-glutamina a 2 mM e 20 ug/mL de sulfato de
gentamicina. O material foi distribuido, em duplicatas, em placa estéril de 96 pocos.
Fez-se diluigao seriada de 1:10 por 12 pogos subsequentes. A placa foi incubada em
estufa a 25°C por 10 dias, quando foi feita a leitura do crescimento de parasitas, em
microscopio invertido (Zeiss). O resultado obtido foi expresso como o logaritmo do

inverso da maior diluicado que apresentou crescimento positivo de parasitos.

5.6 Citometria de fluxo
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A técnica de citometria de fluxo foi implementada para analise fenotipica de
varios tipos celulares, bem como expressao de determinadas moléculas em diferentes
tipos de 6rgaos. Sendo assim, a descricdo das técnicas de extragdo de células para
cada 6rgédo, bem como a estratégia de isolamento de populagdes delimitadas

utilizadas em cada experimento serdo abordadas separadamente a seguir.

5.6.1 Extracao e analise de células extraidas da orelha

O procedimento de extragcdo das células da orelha teve, como referéncia, o
trabalho de Peters e colaboradores (PETERS et al.,, 2014). Os animais foram
anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com uma solugao de ketamina (70 mg/kg) e
Xilazina (11,5 mg/kg) (definidos pelo CEUA UFMG), e eutanasiados por deslocamento
cervical. As orelhas foram retiradas, os pelos excedentes foram raspados, e as orelhas
ficaram por 3 minutos imersas em etanol 70%. As orelhas foram divididas em duas
porcdes (ventral e dorsal) e postas em pogos individuais, em placa de 24 pogos. A
primeira incubacgao foi realizada com 500uL de solugdo com 62,5 pg/mL de Liberase
TL — complexo de enzimas digestivas (Roche) em meio de cultura RPMI (Gibco), para
dissociagao do tecido rico em colageno. As orelhas ficaram incubadas em estufa de
CO2z por 1 hora e 30 minutos a 37°C. Apds o tempo de incubacgéo, a reacgéo foi
interrompida com solugdo de RPMI acrescido de 5% de Soro Fetal Bovino e 0,05% de
desoxiribonuclease | (Sigma). O tecido e o liquido foram transferidos para uma placa
de 6 pogos e as orelhas foram maceradas sobre o filtro de células de 50 pm (Sigma);
o homogenato foi mantido em gelo. Apds maceradas, as células foram coletadas em
tubos coénicos de 15 mL, e centrifugadas por dez minutos a 1200g em centrifuga
refrigerada a 4°C. As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio RPMI. As
células viaveis foram quantificadas por meio de contagem em camara de Neubauer
usando azul de Tripan a 0,4%.

A estratégia de separacgao por populagdes aplicada para analise de neutrdfilos
e subtipos de mondcitos nas orelhas de camundongos infectados ou nao infectados,
tomou como base os estudos de Chamoy e Romano, os quais estabeleceram quais
células participam ativamente na fagocitose do parasito nos tempos iniciais da
infecgao (Figura 3) (CHARMOY et al., 2016; ROMANO et al., 2017).
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Figura 3: Estratégia de gating para analise de células extraidas da orelha. As células
foram selecionadas com base na dispersao frontal e lateral (Forward Scatter x Side Scatter),
0s doublets foram excluidos empregando o isolamento de células por FSC-W e SSC-W. As
células mortas foram também excluidas pelo gating nas células utilizando o corante TM
Fixable Aqua Stain Kit, L34957 LIVE/DEAD que marca positivamente as células mortas. As
células mieloides foram selecionadas como CD11b+. A partir dessa populagdo mieloide,
definiu-se as populagdes de células residentes (Ly6CCX3Cr1-), mondcitos inflamatérios
(Ly6C"hishCX3Cr1-), mondcitos de patrulha (Ly6C CX3Cr1*) e neutrdfilos (Ly6C™CX3Cr1-)

empregando o isolamento de células para as populagdes positivas de Ly6C e CX3CR1

5.6.2 Extragao e analise de células extraidas do tecido adiposo

O procedimento de extracdo de células do tecido adiposo sucedeu com
adaptagdes como descrito anteriormente (CHO; MORRIS; LUMENG, 2014). Os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma solugéo de ketamina (70
mg/kg) e Xilazina (11,5 mg/kg) (preconizado pelo CEUA da UFMG), e eutanasiados
por deslocamento cervical. Todo o protocolo foi executado, tendo o cuidado para que

o tecido e as células figuem constantemente sobre o gelo. Primeiramente, foi feita a
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desinfeccao da pele com etanol 70%. O tecido adiposo perigonadal foi exposto com
técnica estéril, e as gbénadas removidas. Aproximadamente 500mg do tecido foi
pesado e posteriormente lavado com PBS para remocao de contaminantes. Em tubos
de 1,5mL, o tecido adiposo foi picotado em pedagos pequenos com tesoura (aprox. 3-
5 mm de tamanho). Apds picotados, deve-se adicionar 2ml da solugdo de colagenase:
RPMI, 2mg/mL de Colagenase tipo Il (Sigma) e 150ug/mL desoxiribonuclease |
(Sigma). O tecido picotado foi colocado sob algum recipiente fechado, e submetido a
vigorosa agitacéo a 37°C por uma hora. Apods o periodo de agitagéo, o tecido ficou no
gelo por 5 min para interromper a reagao de digestdo da colagenase. Com auxilio de
uma seringa, o homegenato foi sugado e expelido por uma agulha (22G), com intuito
de remover os adipécitos (procedimento deve ser repetido por 4 vezes). O
homogenato entdo foi filtrado em filtro de células de 100 ym e colocados em tubos
cbnicos de 50mL. Todo material remanescente no filtro, foi lavado com meio RPMI
contendo 5% de SFB, até completar 10mL no tubo. Os tubos com as solu¢des foram
centrifugados a 500xg por 10 minutos a 4°C. A camada de gordura fica no
sobrenadante, enquanto os leucdcitos no infranadante e no pellet. O sobrenadante foi
aspirado gentilmente e descartado. Por fim, o pellet foi desfeito junto ao infranadante,
o homogenato transferido para tubos cénicos de 15 mL e o volume total acertado com
RPMI acrescido de 5% de SFB para 2mL. Os tubos foram centrifugados por dez
minutos a 1200xg em centrifuga refrigerada a 4°C. As células que ficaram
sedimentadas, foram ressuspendidas em meio RPMI. As células viaveis foram
quantificadas por meio de contagem em camara de Neubauer usando azul de Tripan
a 0,4%. As analises de células extraidas do tecido adiposo seguiram como descrito
previamente (Figura 4) (CHO; MORRIS; LUMENG, 2014).
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Figura 4: Estratégia de separacdo de populacdes utilizada para analise de macrofagos de
tecido adiposo. Primeiramente, os singlets, foram determinados com base no gating FSC-A x
FSC-W). Agregados celulares e células mortas (L/D+) foram excluidos pela primeira vez . Em
seguida, os leucdcitos do tecido adiposo foram selecionados com base no tamanho celular e
granulosidade (SSC-A x FSC-A) e pela expressdao de CD45. Os macrofagos do tecido adiposo
(ATM) de camundongos magros e obesos co-expressam F4/80 e CD11b. Sendo assim, células

positivas para F4/80 e CD11b foram selecionadas a partir de células CD45+.

5.6.3 Extragao e analise de células extraidas do sangue

Os animais de cada grupo foram eutanasiados por superdosagem anestésica;
utilizando 180 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de xilasina, administrada via
intraperitoneal. O animal foi aberto pela cavidade toracica para expor o coragdo. O
sangue foi retirado por pulséo cardiaca. O sangue foi coletado, utilizando EDTA como
anticoagulante, em tubos de polietileno que ja continham os anticorpos previamente

diluidos (seguindo as titulagbes presente na Tabela 1) e incubados no dia
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antecedente. Os tubos foram homogeneizados e incubados novamente, ao abrigo da
luz, por 30 minutos a 4°C. Antes de usar o sangue para analise de citometria de fluxo,
os glébulos vermelhos (RBC) foram lisados. Para lise de hemacias, utilizou-se solugéo
de lise de hemacias (RBC lysis Buffer - eBioscience ). Para cada 100uL de sangue,
adicionou-se 2mL da solugéo de lise. Os tubos foram incubados novamente por 10
minutos ao abrigo da luz a 4°C. Apos a lise, foram adicionados 1mL de PBS em cada
tubo, completando o volume para 3mL. Os tubos foram centrifugados a 500xg durante
5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido e homegenizado em 200uL de meio RPMI. As células viaveis foram
quantificadas por meio de contagem em camara de Neubauer usando azul de Tripan
a 0,4%.

Singlets
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Figura 5: Estratégia de separacdao das populagdes utilizada para identificar e
caracterizar neutréfilos e monoécitos do sangue. Células vivas foram selecionadas de
acordo com o marcador de morte celular (LD). As células mieloides foram selecionados com
base no tamanho e granulosidade celular (SSC-A x FSC-A) e pela expressao de CD11b+. Na
populacao de células mieloides, foram selecionadas as populagdes de neutrofilos e mondcitos
com base na expressao de Ly6G, LYG6C e CX3CR1.
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5.6.4 Extracao e analise de células do bago

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma solucdo de
ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (11,5 mg/kg), e eutanasiados por deslocamento
cervical. O baco foi retirado, entdo, o érgao foi macerado, e as suspensodes celulares
foram homogeneizadas e centrifugadas a 500g por 10 minutos sob refrigeragao a 4°C.
A lise de hemacias do bacgo foi feita com agua e posteriormente a osmolaridade foi
ajustada com PBS concentrado a 10 vezes. Assim, as células foram novamente
centrifugadas e ressuspendidas em RPMI acrescido de 10% de SFB, 2 mM de L-
glutamina, 20 pg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES (Sigma, St. Louis,
Missouri) e 50uM de B-mercaptoetanol (Amersham Pharmacia Biotech), pH 7,2. As

células foram contadas no microscopio optico, com camara de Neubauer.
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Figura 6: Estratégia de separacdo de células utilizada para identificar e caracterizar
células extraidas do bago. Foram selecionados os singlets (FSC-A x FSC-H). Células vivas
foram selecionadas pela marcagdo com o marcador Live/Dead (LD). Os leucécitos foram
selecionados com base no tamanho e granulosidade celular (SSC-A x FSC-A). As células
mieloides foram selecionados pela expressao de CD11b. As populagdes de neutréfilos e

mondcitos com base na expressao de Ly6G, LY6C e CX3CR11.
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5.6.5 Marcacao de células para citometria de fluxo

Apos centrifugacéo e ressuspensao em meio RPMI, as células dos respectivos
orgaos foram lavadas com PBS acrescido de 0,5% de albumina bovina (BSA) (PBS-
wash) e entdo incubadas com Fc-block (anti-CD16/32 - BD Biosciences) em gelo por
30 minutos. Apos lavagem e centrifugagao, as células receberam 10ul de variadas
combinagdes de anticorpos de superficie (diluidos previamente de acordo com as
titulagbes presentes na Tabela 3. Os fluorocromos associados com anticorpos
utilizados para analise das células da orelha, baco, sangue, tecido adiposo e
linfonodos foram: Ficoeritrina (PE) conjugado com CX3CR1 e TLR, PECy7 conjugado
com F4/80, isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado com Ly6G, FOXP3 ou com
CD45, peridinina clorofila (Per-CP)cy5.5 conjugado com Ly6C e LAP Aloficocianina
(APC) conjugado com CD206, APCcy7 conjugado com CD11b, Pacific blue conjugado
com Live/Dead (L/D), Amycyan conjugado com L/D. Apés a adicdo dos anticorpos as
células foram incubadas por 30 minutos a 4°C em abrigo de luz. Em seguida foram
lavadas com PBS-wash e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi
ressuspendido em 200 pl de solucdo fixadora contendo 1% paraformoldeido. As
suspensodes celulares foram transferidas para tubos de leitura apropriados (7,5 cm x
1cm), armazenadas a 4°C e protegidas de luz. Os dados foram coletados utilizando-
se o citbmetro FACSCanto Il acoplado ao software Diva (BD Biosciences) e
analisados utilizando-se o software FlowJo (TreeStar). Os gatings foram determinados
empregando controles de isotipos e / ou comparagdo com as populagdes controle e
as amostras fluorescence minus one (FMO). Para os controles e FMOs, adquiriu-se
cerca de 20.000 eventos. Ja para as amostras, foram adquiridos 20.000 a 50.000

eventos.
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Tabela 3 — Titulagoes dos anticorpos utilizados para marcagao de citometria de fluxo

Molécula Anticorpo Diluicao | Marca

F4/80 Pe-Cy7 (Ficoeritrina Cy-chrome 7) 1:400 Biolegend

Ly6C Percp-Cy 5.5 1:400 BD

LY6G FITC 1:400 BD

CD4 PE 1:500 BD Pharminogen
CD11b APCCy7 1:400 Biolegend
LIVE/DEAD Pacific Blue 1:500 eBioscience
CD206 APC (Aloficocianina) 1:200 Biolegend
CX3CR1 PE (Ficoeritrina) 1:300 Biolegend

Fc Block - 1:100 BD Pharminogen
FOXP3 FITC 1:200 BD

TLR4 PE 1:200 Biolegend

LAP Percp-Cy 5.5 1:100 BD Pharminogen
CD45 FITC 1:400 eBioscience

*Foram utilizadas células ndo marcadas, marcagdes controles e FMOs para as analises.
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6 RESULTADOS

~

6.1 A obesidade aumentou a suscetibilidade a infecgdo por L. major em

camundongos C57BL/6

Para confirmar resultado anterior do nosso grupo mostrando que a dieta HSB
realmente induzia obesidade, o peso dos animais foi avaliado semanalmente durante
o experimento. Os camundongos que consumiram a dieta hipercalorica, apresentaram
ganho significativo de peso a partir da 6% semana de consumo, e essa diferenga no
peso se estendeu até o fim do tratamento (Figura 1A). Parametros metabdlicos nao
foram avaliados, ja que em trabalho prévio do nosso grupo estes parametros foram
determinados nos camundongos com obesidade induzida por dieta HSB e infectados
por L. major, de modo que os animais obesos apresentaram resisténcia a insulina,
com elevada glicemia e altos niveis de LDL a partir da 82 semana de dieta (MAIOLI et
al., 2018). Na 12 @ semana de dieta, os animais foram infectados na orelha esquerda
com 2x10° promastigotas de L. major, e as lesbes nas orelhas dos animais foram
acompanhadas semanalmente (Figura 7A). Apenas a partir da 3% semana apos a
infeccdo foi possivel visualizar macroscopicamente essas lesdes. Entre a 42 e a 62
semana de infecgao, as lesdes nos animais de ambos os grupos foram similares,
porém, a partir da sétima semana, os animais do grupo AIN apresentaram
consideravel melhora, enquanto os animais do grupo de animais obesos
apresentaram lesdes mais ulceradas, com maior edema e com diametros crescentes
(Figura 7B). Em relagéo a carga parasitaria, com 2 dias infec¢do, os animais de ambos
0S grupos apresentaram um crescimento minimo de parasitos. Ja com 8 semanas de
infec¢do, os animais obesos apresentaram uma maior carga de parasitos nas orelhas
infectadas quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 7C). De fato, o
maior tamanho das lesées nos animais obesos na 8% semana de infecgéo (Figura 7D)

se correlacionou com maior carga de parasitos nas orelhas.
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Figura 7 - Avaliagdo da lesdo e da carga parasitaria nos camundongos C57BL/6
infectados com Leishmania major. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12
semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram
infectados na orelha com 2x10° L. major promastigotas metaciclicas ou desafiados com PBS.
As dietas foram mantidas durante todo experimento. Nos tempos 2 dias e 8 semanas apds a
infeccao, os animais foram eutanasiados para analise das lesées e da carga parasitaria. (A)
Média dos pesos dos camundongos alimentados com as dietas AIN93G e HSB; (B) diametro
das lesbes nas orelhas de camundongos durante 8 semanas de infec¢do; (C) carga de
parasitos nas orelhas de camundongos, 2 dias e 8 semanas apoés a infec¢ao; (D) imagens
representativas das lesoes, no final de 8 semanas de infecgdo. A analise estatistica foi feita
pelo teste t student comparando AIN versus HSB nos diferentes tempos de infec¢do. Os

resultados sao representativos de dois experimentos similares.



46

6.2 A frequéncia de células Treg CD4+ Foxp3+ nao se alterou em camundongos

obesos infectados com L. major

As células Tregs exercem um papel importante na manutengcdo da homeostasia
do corpo, bem como controle da imunidade relacionada a infecgdo por L. major
(BELKAID et al.,, 2002). Como os camundongos C57BL/6 obesos apresentaram
suscetibilidade aumentada a infecgao por L. major, nossa primeira hipétese foi que a
obesidade alteraria as frequéncias de células T reguladoras comprometendo, assim,
a resposta imune a infecgdo. Primeiramente, investigamos as frequéncias dessas
células no bago e nos linfonodos auriculares que drenavam a lesdao dos animais
infectados ou desafiados com PBS nos tempos de 2 dias e 8 semanas apods a
infeccdo. Verificamos diferenga apenas nos linfonodos drenantes de camundongos
nao infectados sendo que os animais obesos apresentaram uma frequéncia de células
Treg maior que os animais alimentados com dieta controle (Figura 8A). Nesse 6rgao,
a infecgao por si s6 nao foi capaz de gerar alteragées na frequéncia de Tregs entre os
grupos. Ja no bago, houve um aumento na frequéncia de células Tregs nos grupos
AIN e HSB infectados por 8 semanas, porém estes nao se diferem entre si (Figura 8B)
.De maneira geral, os dados mostram que, embora haja um aumento de células Treg
relacionado com a obesidade, estas células ndo parecem relacionadas ao aumento

na susceptibilidade a infecgado observada em camundongos obesos.
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Figura 8 — Frequéncia de células CD4+ FOXP3+ no bago e nos linfonodos drenantes da
lesdo de camundongos C57BL/6 obesos e controles infectados ou nao com L. major.
Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta
HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major
promastigotas metaciclicas ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo
experimento. Nos tempos 2 dias e 8 semanas apés a infecgdo, os animais foram eutanasiados
para analise das células Treg. (A) Frequéncia de células Tregs (CD4*FOXP3*) nos linfonodos
drenantes; (B) frequéncia de células Tregs (CD4*FOXP3") no bago. A analise estatistica foi
feita pelo teste t student comparando AIN versus HSB nos diferentes tempos de infeccdo. Os

resultados s&o representativos de dois experimentos similares

6.3 A obesidade resultou em diminui¢cao na frequéncia de neutréfilos na orelha

de camundongos infectados 2 dias ap6s a infecgao

E demonstrado que a resposta inicial frente a infecgdo por L. major é
fundamental para definir o curso da infeccdo em C57BL/6. Especificamente, o
recrutamento de neutrofilos desde os primeiros minutos apoés a infecgcao e a posterior
chegada de mondcitos possuem importante papel na resisténcia ou suscetibilidade a
infecgdo (PETERS et al., 2008; ROMANO et al., 2017).

Deste modo, decidimos avaliar o percentual de neutréfilos e de subtipos de

mondcitos nas orelhas (Figura 9A) dos camundongos infectados, 48 horas apds a
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infeccdo por L. major. A contagem de células mieloides CD11b* nas orelhas infectadas
com L. major ou injetadas com PBS, demonstrou um recrutamento similar de células
para o local da lesdo nos animais de todos os grupos, independentemente da
presengca do parasito. De maneira interessante, os animais do grupo AIN-INF,
apresentaram maior frequéncia de neutrofilos quando comparados aos animais HSB-
INF no sitio da infeccao (Figura 9C). Esse resultado € intrigante, pois a persisténcia
de neutrdfilos na lesdo esta associada com maior suscetibilidade a infecgdo (PETERS
et al., 2008). Os mondcitos inflamatorios que s&o recrutados em maior propor¢ao a
partir do segundo dia de infecgao, tém papel crucial no controle do crescimento dos
parasitos. No entanto, nao verificamos diferenca estatistica entre as populagdes de
mondcitos inflamatoérios. Foi verificada uma pequena diferengca na frequéncia de
células residentes entre os animais do grupo AIN-INF e do grupo AIN, de modo que o
grupo sem infeccdo apresentou maior frequéncia dessas células (Figura 9E). Nao
observamos diferengas nas populagdes de mondcitos de patrulha (Figura 9F) ou de

mondcitos Ly6C" (Figura 9G) entre os grupos.



49

AIN + INF

+
K=
-
b
o
o

[72]
3
2
D

o

@
©
I
-

o
-
H

Figura 9. Avaliagcdo da frequéncia de neutréfilos, subtipos de monécitos e células
residentes nas orelhas 2 dias apdés a infecgdo com L. major. Camundongos C57BL/6
foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 122 semana de
dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major promastigotas metaciclicas
ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo experimento. Nos tempos 2
dias e 8 semanas apds a infecgcao, os animais foram eutanasiados para analise das células
mieloides presentes nas orelhas dos animais. (A) Graficos representativos das populagdes

das células analisadas na orelha; (B) numero de células CD11b"; (C) frequéncia de neutrofilos
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(Ly6C™CX3CR1%); (D) frequéncia de mondcitos (Ly6C*CXsCR1*); (E) frequéncia de células
residentes (Ly6C CXsCR1"); (F) frequéncia de mondcitos de patrulha (Ly6C'CX;CR1*) e (G)
frequéncia de mondcitos Ly6C". A analise estatistica foi feita pelo teste one-way ANOVA. Os

resultados s&o representativos de dois experimentos similares.

6.4 A obesidade induziu aumento na frequéncia de neutréfilos circulantes dois

dias apés a infecgao.

A fim de verificar os possiveis efeitos sistémicos da obesidade e uma possivel
implicagdo na resposta imune ao parasito, analisamos as frequéncias de neutrofilos
no sangue apoés a infecgao por L. major (Figura 10A).

No tempo de 2 dias apos a infecgdo, os camundongos obesos apresentaram
maior frequéncia de neutrofilos circulantes em comparagcdo com animais alimentados
com a dieta controle (Figura 10B). Vale ressaltar que, nesse caso, a obesidade por si
sO, induziu um aumento na frequéncia de neutréfilos e esse aumento foi
significativamente maior nos camundongos obesos infectados sugerindo que a
obesidade afeta a frequéncia de neutréfilos e que esse efeito é potenciado pela
infeccao (Figura 10B). Ja a frequéncia de mondcitos inflamatérios foi similar entre
todos os grupos (Figura 10C). Apesar de haver maior frequéncia de neutréfilos no
sangue dos animais obesos, essa diferenga néo se refletiu no local da leséao, ja que

na orelha dos animais magros e infectados se observou o oposto.
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Figura 10. Avaliacao da frequéncia de neutréfilos e monécitos no sangue 2 dias apés a
infecgdo. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou
com dieta HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L.
major promastigotas metaciclicas ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante
todo experimento. Nos tempos 2 dias e 8 semanas apods a infecgdo, os animais foram
eutanasiados para analise das células mieloides no sangue. (A) Graficos representativos das
populagdes de neutrdfilos (Ly6G*) e mondcitos (LYSCM) nos grupos AIN e HSB infectados; (B)
frequéncia neutrdfilos (Ly6G™); (C) frequéncia de mondcitos (Ly6C*). A analise estatistica foi
feita pelo teste one-way ANOVA. Os resultados sao representativos de dois experimentos

similares com 4-5 camundongos por grupo.
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6.5 A obesidade induziu o aumento do niumero e da frequéncia de macréfagos

e mondcitos no tecido adiposo

O contraste entre a frequéncia de neutrdéfilos observada na orelha e no sangue
dos animais obesos e controle infectados levantou a questdo de uma possivel
deficiéncia no recrutamento de células imunes para a lesdo nos animais obesos
infectados. O tecido adiposo é o 6rgdo mais afetado durante a obesidade e grande
parte dos efeitos sistémicos ocorrem a partir de alteragées no perfil celular e secretério
do 6rgao, principalmente pelo acumulo de macréfagos (WEISBERG et al., 2003).
Como esperado, os animais alimentados com dieta HSB apresentaram um acumulo
de células CD11b* bem como maior frequéncia macréfagos no tecido adiposo (Figura
11A e 11B). Além da maior frequéncia de macréfagos, também foi observada uma
maior frequéncia de mondcitos no érgao de animais obesos, independentemente da
infeccado por L. major (Figura 7C). No entanto, quando analisamos a frequéncia de
neutréfilos no tecido adiposo, nédo foi observada nenhuma diferenga entre os grupos
(Figura 7E). Dessa maneira, considerando que o numero de neutréfilos no tecido
adiposo tende a ser muito reduzido, mesmo com a hipertrofia de adipécitos (MOURA
SILVA et al., 2018), o acumulo de mondcitos e macréfagos nesse 6rgao sugere que 0
tecido adiposo pode ser um centro de recrutamento de células imunes nos animais
obesos, dificultando o direcionamento dessas células para o sitio da infecgao.

A fim de ampliar a anadlise das respostas sistémicas induzidas nos
camundongos obesos, a frequéncia de neutrdéfilos e mondcitos no bago também foi
analisada. No entanto, nenhuma diferenga foi observada (Figura 11F-G). De modo
geral, os dados sugerem que, com 2 dias de infeccdo, os animais obesos
responderam de maneira diferente ao parasito, com menor frequéncia de neutroéfilos
no sitio da infecgdo, mesmo com um cenario de neutrofilia e intenso infiltrado celular
no tecido adiposo. Neste caso, o tecido adiposo pode ser peca chave no

desenvolvimento dessa resposta alterada frente ao parasito.
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Figura 11: Avaliagao da frequéncia de neutréfilos e monécitos no tecido adiposo e bago

de camundongos C57BL/6 2 dias apés a infecgdo com L. major. Camundongos C57BL/6
foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 122 semana de
dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major promastigotas metaciclicas
ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo experimento. Nos tempos 2
dias e 8 semanas apods a infecgdo, os animais foram eutanasiados para analise das células
mieloides no tecido adiposo e baco. (A) Graficos representativos das populacbes de
macréfagos (CD11b*F480%) e frequéncia dessas células no tecido adiposo. (B) contagem de
células CD11b" totais no tecido adiposo. (C) Frequéncia de mondcitos (CD11b*LY6C*) e (D)
neutrofilos (Ly6G*) tecido adiposo. (E) Frequéncia de mondcitos (CD11b*LY6CY) e (F)
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neutréfilos (Ly6G*) no bago. A analise estatistica foi feita pelo teste one way ANOVA Os

resultados sdo representativos de dois experimentos similares com 4-5 camundongos por

grupo.

6.6 Os mondécitos foram as células predominantes nas lesdes 8 semanas apos
a infeccao com L. major em camundongos obesos e controles.

Com o intuito de avaliar as populagdes de neutréfilos e mondcitos em um
periodo crénico da lesdao, foram analisadas as células infiltrantes nas orelhas
infectadas com L. major 8 semanas apds a infecgdo. Nesse tempo, os animais do
grupo Controle apresentavam lesbes menores e menos graves do que o0s
camundongos obesos (Figura 6D).

Verificamos uma drastica alteracdo no perfil de células em comparagao ao
tempo de 2 dias. No caso, observamos que cerca de 70% das células CD11b* no sitio
da infecgdo eram positivas para Ly6C*CX3CR1" em ambos os grupos infectados
(Figura 12A e 12D). Essa mudanca no perfil das células que infiltram as lesbes é
descrita em momentos iniciais do curso da infeccdo em C57BL/6 (CHARMOY et al.,
2016; ROMANO et al.,, 2017), porém a permanéncia ou o constante influxo de
monocitos inflamatérios em tempos cronicos de infeccdo ainda ndo € amplamente
estudado. A contagem de células CD11b* novamente nao revelou diferengas entre o
namero de células recrutadas para a orelha entre animais AIN-INF e HSB-INF, porém,
estes apresentaram um infiltrado celular maior do que animais nao infectados (Figura
12B). Ja em relacdo aos neutrofilos, observamos ainda uma frequéncia consideravel
dessas células nos animais infectados na 8% semana de infecgédo, porém nao houve
diferenca entre os grupos AIN e HSB (Figura 12C). Vale destacar que os animais
obesos infectados apresentaram uma maior frequéncia de mondcitos de patrulha
Ly6C-CX3sCR1* (Figura 8E) e de células residentes (Figura 8F) do que os animais AIN-
INF.

Esse resultado, além de elucidar qual € o perfil de células da imunidade inata
nas lesdes de camundongos C57BL/6 oito semanas apds a infeccdo com L. major,
também identifica alguns subtipos de células que cujas frequéncias estavam alteradas
em animais obesos e poderiam estar relacionadas com a maior suscetibilidade desses

animais a leishmaniose cutanea.
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Figura 12: Avaliacao da frequéncia de neutréfilos, monécitos e células residentes nas
orelhas de camundongos C57BL/6 oito semanas apdés a infeccao com L. major.
Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta
HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major
promastigotas metaciclicas ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo
experimento. Nos tempos 2 dias e 8 semanas apés a infecgédo, os animais foram eutanasiados
para analise das células mieloides nas orelhas. (A) Graficos representativos das populagdes
analisadas na orelha 8 semanas apos a infecg¢do. (B) contagem de células CD11b" totais. (C)
Frequéncia de Neutrdfilos (Ly6C™CX3;CR1*). (D) Frequéncia de mondcitos inflamatorios
(Ly6C*CX3CR1*). (E) Mondcitos de patrulha (Ly6C CX3CR1%) e (F) células residentes (Ly6C
CX3CR1’). A Analise estatistica foi feita pelo teste one-way ANOVA. Os resultados s&o

representativos de dois experimentos similares com 4-5 camundongos por grupo.
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6.7 Variagoes no perfil de células do sangue, do tecido adiposo e do bago 8
semanas apos a infec¢ao com L. major.

Na tentativa de obter o retrato sistémico dos efeitos da obesidade sobre as
populacdes de células do sistema inato, realizamos as mesmas analises no tempo de
8 semanas ap6s a infecgao para os 6rgaos previamente abordados.

Diferentemente do que foi observado no tempo de 2 dias, desta vez, no sangue,
houve diferenga na frequéncia de neutrofilos no sangue dos animais do grupo HSB-
INF quando comparados aos animais do grupo AIN (Figura 13A). Novamente, a
frequéncia de mondcitos no sangue se manteve semelhante entre os grupos (Figura
13B). J4 em relagdo ao tecido adiposo, a frequéncia de macrofagos (CD11b*F480%) e
de mondcitos permaneceu maior nos animais obesos, porém, desta vez, os animais
controles infectados apresentaram maior frequéncia dessas células no tecido quando
comparados aos animais do grupo AIN (Figura 13C e 13E). Novamente, ndo houve
diferenga na frequéncia de neurdfilos no tecido adiposo (Figura 13E), confirmando a
baixa frequéncia dessas populacdes nesse sitio durante a obesidade cronica. Por fim,
8 semanas apods a infecgao, detectamos uma maior frequéncia de mondcitos
esplénicos em camundongos obesos e infectados por L. major (Figura 13F). Ja a
frequéncia de neutrdfilos foi equivalente em todos os bagos analisados (Figura 13G).

Os resultados mostram que houve flutuacdes na frequéncia de leucécitos no
sangue dos animais obesos nos tempos analisados, porém os animais que ingeriram
a dieta HSB e foram infectados aparentemente mantem maior frequéncia de

neutrofilos circulantes durante fases mais crénicas da infecgao.
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Figura 13: Avaliacdo da frequéncia de neutréfilos, macréfagos e monécitos no tecido
adiposo, bago e sangue de camundongos C57BL/6 oito semanas apés a infecgao com
L. major. Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou
com dieta HSB. Na 122 semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L.
major promastigotas metaciclicas ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante
todo experimento. Nos tempos 2 dias e 8 semanas apds a infecgdo, os animais foram
eutanasiados para andlise das células mieloides no tecido adiposo, bagco e sangue. (A)
Frequéncia neutrofilos (Ly6G*) e (B) de mondcitos (Ly6C* CX3CR1*) no sangue 8 semanas
apos infeccao. (C) Frequéncia de macrofagos (CD11b*F480%), (D) neutrdfilos (Ly6G*) e (E)
mondcitos (CD11b*LY6C*) no tecido adiposo. (F) Frequéncia de mondcitos (CD11b*LYEC™) e

(F) neutrdfilos (Ly6G*) no bago. A analise estatistica foi feita pelo teste one-way ANOVA. Os
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resultados sdo representativos de dois experimentos similares com 4-5 camundongos por

grupo.

6.8 A obesidade induzida pela dieta HSB resultou no aumento da frequéncia de

células com perfil anti-inflamatério nos bagos de camundongos C57BL/6.

O perfil funcional dos macrofagos tem sido descrito como importante para o
desfecho de infec¢des e outros contextos inflamatoérios. Receptores expressos em
macrofagos e citocinas determinantes desse perfil funcional estdo envolvidos no
aumento da suscetibilidade a varias espécies de Leishmania. Dentre estes, a
expressao de receptores envolvidos na fagocitose de parasitos e receptores de
reconhecimento de padrées (como os TLRs) sdo os dos mais estudados no contexto
da Leishmaniose cutanea(UENO; WILSON, 2012). As citocinas anti-inflamatdrias
TGF-B e IL-10 também tém sido descritas como moduladoras da atividade
macrofagica em cenarios de infecgdo crénica(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR,
2016). No entanto, muitos desses marcadores nao sdo costumeiramente associados
ou estudados no contexto da obesidade. Deste modo, decidimos avaliar se o perfil de
células sistémicas associado com a obesidade poderia influenciar um possivel
aumento na suscetibilidade a L. major em C57BL/6.

Ja foi descrito que a expressdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR-4), esta
associada a efeitos reguladores e anti-inflamatérios em modelo de infeccdo com L.
donovani (MURRAY et al., 2013). Assim, decidimos avaliar se as células do bago dos
animais obesos poderiam apresentar maior frequéncia de células CD11b*TLR-4%,
fendtipo de macrofagos que poderiam ser incapazes de eliminar o parasito. No
entanto, ndo verificamos diferenca entre a frequéncia de células CD11b*TLR-4* no
baco de animais obesos e saudaveis infectados ou nédo (Figura 14A).

O TGF-B € uma importante citocina envolvida na regulagdo de respostas
inflamatdrias e na homeostasia do corpo. Porém, a maior producdo de TGF-B no
contexto da obesidade (SAMAD et al., 1997) poderia se associar a supressao de
respostas inflamatérias necessarias para o controle do crescimento de parasitos. O
TGF-B é secretado ligado ao peptideo associado a laténcia (LAP), e pode ser
expresso na membrana celular das células do sistema imune (OIDA; WEINER, 2010).

Embora a maior parte dos relatos de células expressando TGF-f de membrana
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(LAP+) se concentre na populagao de células T, trata-se de uma citocina produzida
por varios tipos celulares inclusive os macréfagos(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR,
2016). De fato, cerca de 5% das células CD11b* do bago também eram LAP*, no
entanto, ndo houve diferenga entre os animais dos grupos obeso e controle (Figura
14B).

O receptor de manose (CD206) ¢ um marcador classico de macréfagos com
perfil anti-inflamatdrio importantes no reparo tecidual (STEIN et al., 1992). Embora a
obesidade seja frequentemente associada com a inflamagdo e a com a indugéo
sistémica de macrofagos inflamatorios, foi possivel detectar maior frequéncia de
células CD11b*CD206* no baco de animais obesos (Figura 14C). Esses dados

sugerem que a obesidade aumentou a frequéncia de macrofagos com perfil anti-

inflamatorios a nivel sistémico.
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Figura 14: Avaliagao da frequéncia de células CD11b*TLR-4*, LAP* e CD206" nos bagos
de camundongos C57BL/6 infectados com L. major. Camundongos C57BL/6 foram
alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 12% semana de dieta,
os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major promastigotas metaciclicas ou
desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo experimento. Nos tempos 2 dias
e 8 semanas apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados para analise das células
mieloides no bago. (A) Plot representativo e frequéncia de células CD11b*TLR-4* no bago de
animais do grupo AIN e HSB. (B) Plot representativo e frequéncia de células CD11b*LAP* no
baco de animais do grupo AIN e HSB. (B) Grafico representativo e frequéncia de células
CD11b*CD206" no bago de animais do grupo AIN e HSB. Analise estatistica feita pelo teste
A andlise estatistica foi feita pelo teste one-way ANOVA. Os resultados sao representativos

de dois experimentos similares com 3-5 camundongos por grupo. SSC: side scatter

6.9 Camundongos obesos infectados com L. major apresentam maior
frequéncia de macréfagos CD11b+CD206+ nas lesdes

A partir da verificagao de que animais obesos apresentaram maior frequéncia
de células CD11b*CD206" no bago, o proximo passo foi verificar se a frequéncia de
células com fendtipo anti-inflamatério similar poderia estar alterada no sitio da
infeccdo desencadeando uma resposta ineficaz frente ao parasito. Interessantemente,
8 semanas apos a infecgdo, os animais obesos apresentaram maior frequéncia de
células CD206*LY6C" do que os animais controles no sitio da infecgéo (Figura 15A e
15C). Os animais do grupo AIN-INF apresentaram frequéncia dessas células similar
aquela observada nos camundongos dos grupos que nao entraram em contato com o
parasito. Com 2 dias de infeccdo, ndo houve diferenca na frequéncia de células
CD11b+CD206" nas orelhas dos animais infectados e nao infectados (Figura 15B).

Os dados mostram que, além do aumento sistémico de macrofagos com um
fendtipo mais anti-inflamatério (CD11b*CD206*) nos animais obesos, houve também
aumento na frequéncia dessas células nas orelhas infectadas na 8% semana de

infeccao.
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Figura 15: Avaliagdo da frequéncia de células Ly6C+CD206" nas orelhas de
camundongos C57BL/6 oito semanas apés a infecgdo com L. major. Camundongos
C57BL/6 foram alimentados por 12 semanas com dieta AIN93-G ou com dieta HSB. Na 122
semana de dieta, os animais foram infectados na orelha com 2x10° L. major promastigotas
metaciclicas ou desafiados com PBS. As dietas foram mantidas durante todo experimento.
Nos tempos 2 dias e 8 semanas apos a infeccéo, os animais foram eutanasiados para analise
das células mieloides na orelha. (A) Graficos representativos da frequéncia de células CD11b*
Ly6C™ CD206"* na orelha de camundongos dos grupos AIN-INF e HSB-INF apds 8 semanas
de infecgao. (B) frequéncia de células Ly6C™ CD206" na orelha apos 2 dias e (C) 8 semanas
de infeccdo. As analises foram feitas utilizando o teste one-way ANOVA. Os resultados séo

representativos de dois experimentos similares com 4-5 camundongos por grupo.
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7 DISCUSSAO

A obesidade é uma condigao associada a disturbios metabdlicos, além de ser
considerada um fator de risco para diversas doengas. Muitos estudos que
correlacionam a obesidade com infec¢des, por exemplo, mostram que, na maioria das
vezes, as infecgdes tém pior progndstico no contexto do excesso de peso (FALAGAS;
KOMPOTI, 2006; KARLSSON; BECK, 2010; TORRES et al., 2018). Neste trabalho,
confirmamos que a obesidade induzida por dieta hipercalérica também é capaz de
induzir lesbes mais severas e com maior carga parasitaria em animais C57BL/6
infectados com L. major. O agravamento da lesao estava relacionado a uma menor
frequéncia de neutrdfilos 2 dias apds a infecgdo, bem como ao aumento na frequéncia
de macroéfagos anti-inflamatérios 8 semanas apdés a infecgao no sitio da infecgao.

Normalmente, se atribui as comorbidades e disfungcbes associadas a
obesidade a um estado de inflamacéao cronica de baixa intensidade (HOTAMISLIGIL,
2006). A partir do acumulo excessivo de lipidios e da expansao desordenada do tecido
adiposo, ocorre a modificagdo do perfil celular e secretério desse 6rgéo. Em geral, a
literatura descreve adipocitos hipertrofiados como produtores majoritariamente de
citocinas pro-inflamatoérias, as quais induzem inflamagao sistémica (KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016). Em um cenario onde a inflamagéao é sistémica, seria
plausivel especular que a obesidade traria beneficios na resposta contra L. major ja
que é descrito que o ambiente inflamatdrio € essencial para o efeito leishmanicida da
indugao de células Th1, produgdo de TNF-a e de NO principalmente por mondécitos e
macrofagos (HURDAYAL; BROMBACHER, 2017; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

Em trabalho prévio do nosso grupo, mostramos que a obesidade induzida em
camundongos C57BL/6 por dieta hipercaldrica rica em carboidratos simples e gordura
aumenta a suscetibilidade desses animais a infecgao por L. major, induzindo lesdes
mais graves e com maior carga parasitaria ao final de 8 semanas de infec¢do. Mais
que isso, verificamos que camundongos obesos e infectados apresentaram maiores
niveis de IL-17 nos sobrenadantes de cultura de células dos linfonodos drenantes,
bem como maior atividade da Arginase 1 e maior producdo de NO (MAIOLI et al.,
2018). Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi buscar entender quais
células poderiam estar envolvidas com o aumento da susceptibilidade nos

camundongos obesos.
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O trabalho em que a dieta HSB foi descrita, uma dieta rica em agucar e lipidios
a qual mimetiza de maneira mais realista o padrao alimentar ocidental, mostrou que,
além de induzir a obesidade em camundongos, ela foi capaz de reduzir a frequéncia
de células Tregs no tecido adiposo dos animais (MAIOLI et al., 2016). Outros modelos
de obesidade também mostraram que as Tregs estao reduzidas no tecido adiposo dos
animais obesos (FEUERER et al., 2009). As células Tregs CD4+ FOXP3* séao
fundamentais no controle da homeostasia corporal, atuando na regulagao das células
T efetoras inflamatérias, suprimindo as respostas imunes a auto componentes e
balanceando respostas inflamatorias frente a antigenos exogenos (SAKAGUCHI,
2004). Diferentemente do contraste observado nas populagdes do tecido adiposo,
apenas com o tratamento dietético, nao foi possivel verificar diferenga significativa nas
populagdes de Treg do bago. No entanto, os linfonodos auriculares de camundongos
do grupo HSB apresentaram maior frequéncia de Tregs, em comparagdo com 0s
animais AIN. Com a infec¢do, ndo houve diferenga entre os grupos nos tempos
analisados. Dessa forma, a obesidade foi capaz de modificar as frequéncias de Tregs
de acordo com o érgao analisado, porém os nossos dados indicam que as células T
CD4+ FOXP3* ndo influenciaram na redugdo da resisténcia exibida pelos
camundongos C57BL/6 com excesso de peso a infec¢ao por L. major.

Os neutrdfilos tém papel fundamental na resposta aguda contra diferentes
patdgenos. Essas células chegam minutos ap6s uma lesdo com dano tecidual ou apos
o contato com um antigeno e possuem meia-vida curta. Os neutréfilos auxiliam no
estabelecimento inicial da inflamagao, liberando conteudo granular, quimiocinas e
realizando fagocitose (KRUGER et al., 2015). Sao células que realizam também
apoptose rapidamente (CHARMOY et al., 2010). Nas Leishmanioses, os neutrdfilos
sao células fundamentais na definicdo de resisténcia ou susceptibilidade. De modo
geral, a deplecdo de neutréfilos em fases agudas da infecgéo, parece aumentar a
gravidade da lesdo em modelos de infecgdo com camundongos que desenvolvem
respostas predominante Th2 (CHEN et al., 2005; SOUSA et al., 2014; TACCHINI-
COTTIER et al., 2000). No que tange a infecgao por L. major em camundongos
C57BL/6, os neutrdfilos ja foram chamados de “Cavalos de Tréia” ja que, quando
infectados, poderiam permanecer de forma silenciosa no sitio da infecgdo até serem
fagocitados por mondcitos, macréfagos ou células dendriticas (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; RIBEIRO-GOMES et al.,, 2012). Além disso,

neutrdfilos isolados de camundongos infectados com L. major sdo capazes de gerar
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lesdes quando injetados em camundongos naive e a deplegao dessas células também
€ capaz de aumentar a resisténcia de camundongos C57BL/6 a infeccao (PETERS et
al., 2008). De maneira interessante, apesar da obesidade aumentar a gravidade da
lesdo, encontramos maior frequéncia de neutrofilos na orelha dos animais controle
infectados (2 dias apos a infecgdo). A menor frequéncia de neutrofilos nos obesos
pode indicar que esses animais apresentam dificuldade no recrutamento dessas
células para lesdes especificas. Outra possibilidade é que a obesidade predispbe os
neutréfilos a acelerarem o seu programa de morte celular. Dessa forma, os neutrofilos
nao parecem ser pegas chave no aumento da susceptibilidade dos camundongos
obesos a infecgao por L. major.

Com intuito de analisar as populagdes de neutréfilos numa fase cronica da
infeccdo, estendemos as analises feitas com 2 dias para o tempo de 8 semanas. Tem
sido demonstrado que, apds a primeira onda de neutrdéfilos recrutados logo apds o
inoculo intradérmico de L. major, ondas secundarias de migragdo dessas células
surgem ao longo do curso da infec¢ao e estdo envolvidas com a maior suscetibilidade
a leishmaniose cutdanea (CHARMOY et al., 2016; PENICHE et al., 2017; RIBEIRO-
GOMES et al., 2012). De fato, verificamos, tanto nos animais obesos quantos nos
magros, frequéncias significativas de neutréfilos nas lesdes ndo havendo, porém,
diferencas entre os grupos. Cabe ainda elucidar qual o papel das ondas secundarias
de neutrofilos na lesdo, bem como quais sdo os produtos de degranulacdo dessas
células envolvidos na resposta imune durante a fase crénica da leishmaniose cutanea.

Com base principalmente no resultado da frequéncia de neutrdéfilos no sitio da
infeccao, partimos para verificar se esse efeito poderia ser sistémico. Alguns estudos
apontam a obesidade como causadora de leucocitose e, mais especificamente, de
neutrofilia em humanos (DIXON; O'BRIEN, 2006; HERISHANU et al., 2006). Nossos
dados também mostram maior frequéncia de neutréfilos no sangue dos camundongos
obesos, principalmente dois dias apos a inoculagao do parasito. Além disso, a maior
frequéncia de mondcitos no bago com assinatura genética praticamente idéntica
aquela dos mondécitos sanguineos (SWIRSKI et al.,, 2009) sugere que os animais
obesos realmente apresentam leucocitose. Sendo assim, apesar do grupo HSB
possuir maior frequéncia de neutréfilos no sangue, o mesmo n&o foi observado na
pele. Essa discrepancia reforgou a sugestdo de que poderia haver algum
comprometimento no recrutamento dos neutréfilos para o sitio da infecgdo. Nesse

contexto, o tecido adiposo seria um potencial sitio de sequestramento dessas células
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impedindo sua migragao para um sitio inflamado, ja que, como bem descrito, o tecido
adiposo hipertrofico apresenta um infiltrado de células muito maior do que o tecido
adiposo de animais eutroficos (WEISBERG et al., 2003). De fato, confirmamos que
camundongos obesos apresentam maior infiltrado celular de mondcitos e macréfagos
do que os animais magros, porém detectamos baixa frequéncia de neutrofilos no sitio
da infecgao.

Com relagdo aos neutrdfilos, o tecido adiposo apresenta um aumento
transiente na populacido dessas células em momentos precoces do estabelecimento
da obesidade (ELGAZAR-CARMON et al., 2008). No entanto, a presenga de
neutréfilos no tecido adiposo durante a obesidade crénica € minima (MOURA SILVA
et al., 2018; TALUKDAR et al., 2012), sugerindo que essas células pavimentam o
caminho para o recrutamento de mondcitos que futuramente poderédo se diferencia
em macréfagos de acordo com os estimulos do microambiente local. Corroborando
esses dados, verificamos baixas populagdes de neutréfilos no tecido adiposo em
nosso modelo. Para verificar se o recrutamento de neutréfilos para o sitio da infecgao
estd realmente afetado, seria interessante utilizar a microscopia intra-vital em
camundongos transgénicos expressando marcadores fluorescentes para detecgéo de
neutréfilos e mondcitos. Desse modo, seria possivel rastrear as células no momento
da infecgdo e, a0 mesmo tempo, observar se o tecido adiposo atuaria como um
competidor de sinais inflamatdrios retendo o fluxo de neutrdéfilos que poderiam ir para
outro sitio especifico.

Os mondcitos sdo ceélulas que circulam pelo sangue e que, na presenga
determinados estimulos, podem migrar para um determinado tecido e mudar seu
fendtipo em resposta a esses estimulos (JAKUBZICK; RANDOLPH; HENSON, 2017;
TAMOUTOUNOUR et al., 2013). Recentemente, tem-se definido um papel mais ativo
para essas células no combate a infecgdes. Ja esta bem descrito que essas células
expressam iNOS e, mediante a producao de NO, podem promover a eliminacio de L.
major (GONCALVES et al., 2011; ROMANO et al., 2017). Em camundongos C57BL/6,
foi mostrado que uma onda de mondcitos (Ly6C*Cx3CR1*) chega no sitio do inéculo
cerca de 48 horas apos a infecgdo, substituindo a grande populagcéo de neutréfilos
que se estabelece a partir dos primeiros momentos da infeccdo e sendo capazes de
fagocitar parasitos ou serem ativamente infectadas por L. major (ROMANO et al.,
2017). Apesar de serem apontadas como células fundamentais na fase aguda da

infeccdo, nao detectamos diferenca entre a frequéncia de mondcitos na orelha de
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animais obesos e magros. Levando em consideragao que nao foi realizado um estudo
cinético detalhada das frequéncias dessas células nos varios sitios, ndo se pode
afirmar que a obesidade ndo comprometeu o fluxo inicial de células para o local da
infeccao.

No modelo de resisténcia para L. major com camundongos C57BL/6, as lesdes
intradérmicas comegam a curar espontaneamente por volta da 6-82 semana. Durante
esse periodo, células da imunidade adaptativa, células dendriticas, macréfagos e
monocitos atuam na manutencdo de um ambiente inflamatdrio que leva a redugao da
lesdo juntamente com a redugao da carga de parasitos no local da infecgdo (BELKAID
et al., 2000).

No estudo de Romano e colaboradores (2017) utilizando a mesma linhagem de
camundongo (C57BL/6) e a mesma dose de L. major que usamos neste trabalho, foi
demonstrado que o influxo de mondcitos inflamatorios para a leséo é crescente até o
14° dia de infeccdo (ROMANO et al., 2017). Além do mais, foi ressaltado que, em
casos de reinfeccao pelo parasito, esses mondcitos chegam em maior nimero e mais
rapidamente no sitio da lesdo sendo uma das células responsaveis pela eficiente
reposta contra o parasito no segundo inéculo. No presente trabalho, encontramos, no
2° dia e na 82 semana de infeccdo, uma frequéncia de populagbes de mondcitos
inflamatérios aumentada independentemente da dieta consumida pelo grupo
infectado. Vale ressaltar que, na 8% semana de infeccao, a frequéncia dessas células
foi muito mais expressiva. Esse resultado ressalta a importancia desses mondécitos no
combate a L. major ndo s6 nos tempos iniciais da infec¢do, mas também em tempos
mais tardios. Apesar disso, a obesidade nao impactou na frequéncia dessas células e
estudos posteriores serdo necessarios para definir melhor a fungcdo e o fendtipo
dessas células no contexto de infecgbes. Além do mais, foi possivel detectar, nos
animais obesos, uma maior frequéncia de mondcitos de patrulha (CD11b*Ly6C"
CX3CR1%) e de células residentes (CD11b*Ly6C-CX3CR1°) 8 semanas apos a infecgao
por L. major. A auséncia ou baixa expressao de Ly6C pelas células identificadas nas
lesdes indicou que estas eram macrofagos teciduais residentes ou
mondcitos/macréfagos que estavam ha mais tempo no local e que possuiam
assinatura genética anti-inflamatéria e morfologia diferente dos mondcitos
inflamatérios (TAMOUTOUNOUR et al.,, 2013). O aumento da frequéncia dessas

células nos animais obesos em fases crbnicas da infec¢ao indica que estas poderiam
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representar populagcdes incapazes de matar os parasitos estando, portanto,
envolvidas no aumento da susceptibilidade a infecgao.

Tem sido demonstrado que a obesidade induz uma alteracao no perfil celular
do tecido adiposo (CASTOLDI et al., 2015; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). No
entanto, o impacto do consumo de dietas hipercaldricas vai além do nicho especifico
do tecido adiposo, sendo necessario o melhor entendimento do papel da obesidade
na alteracao de perfis celulares em outros 6rgaos do corpo.

Foi descrito que as alteragdes observadas no tecido adiposo durante o
desenvolvimento da obesidade s&o precedidas por alteracbes no intestino.
Especificamente, 0 aumento da permeabilidade intestinal e a ativagdo de macrofagos
do célon pelos componentes da dieta € capaz de induzir a diferenciacao de
macrofagos com perfil pré-inflamatério no tecido adiposo, os quais medeiam a
resisténcia a insulina (KAWANO et al., 2016). Outro estudo também mostrou um efeito
sistémico do excesso de peso sobre a populacao de macréfagos peritoneais, os quais
tiveram sua capacidade de adesao celular aumentada (SANTOS et al., 2016).

Dessa forma, decidimos verificar se o baco de animais obesos apresentava
perfis celulares distintos de macréfagos. Cabe ressaltar, que a partir do momento em
que marcadores fenotipicos que indicam estagios mais avangados de diferenciacao
foram empregados em células mieloides CD11b*, estas células passaram a ser
designadas como macrofagos. Para caracterizar essas populagdes diferentes,
utilizamos, como marcadores, alguns receptores envolvidos na fagocitose de
Leishmania, bem como receptores tipicos de macréfagos com propriedades anti-
inflamatdrias como o receptor de manose CD206 (SHIMADA et al., 2006) e o TLR-4
(UENO; WILSON, 2012). Também decidimos avaliar a frequéncia de células
CD11b*LAP* em nosso modelo, ja que a obesidade € associada com uma aumento
na produgao de TGF-B (SAMAD et al., 1997). Interessantemente, observamos que os
animais que consumiram a dieta HSB apresentaram maior frequéncia de células
CD11b*CD206" no bago, o que poderia indicar um aumento sistémico de células com
perfil anti-inflamatério e incapazes de eliminar o parasito.

O aumento da expressao do receptor de manose em macréfagos estimulados
com citocinas anti-inflamatoérias foi um dos primeiros passos na definicdo de
marcadores classicos de macrofagos com fungbes anti-inflamatérias definidos como
macrofagos alternativamente ativados (STEIN et al., 1992). Estudos posteriores

confirmaram que essas populagbes eram imprescindiveis na manutencdo da
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homeostasia, sendo excelentes células endociticas, fundamentais para o reparo
tecidual e atuantes no processo de fagocitose de Leishmania (LEE et al., 2018b; LOKE
et al., 2002). A observacdo do aumento da frequéncia de células residentes
(CD11b*Ly6CCX3CR1") no sitio da infec¢ao (oito semanas apos infecgdo) juntamente
com o aumento na porcentagem de células CD11b*CD206* no bago dos animais
obesos, sugeriu que populagdes maduras de macrofagos com perfil funcional ligado
ao reparo tecidual poderiam estar aumentadas nos camundongos obesos mais
especificamente no sitio da infecgéo.

Foi demonstrado que a cepa L. major (Seidman [LmSd]), a qual induz lesdes
cutaneas graves e incuraveis em camundongos C57BL/6, infecta preferencialmente
macrofagos dermais residentes com alta expressao do receptor de manose e que a
deplecdo desses macrofagos gera lesdes que cura espontaneamente (LEE et al.,
2018b). A origem de macrofagos dermais tém sido alvo de debate. De fato, trabalhos
anteriores mostraram uma origem mista dessas células, sendo parte originada do
saco vitelinico durante a gestacéo e outra parte vinda de mondcitos sanguineos, as
quais poderiam adquirir fenétipos de células residentes (TAMOUTOUNOUR et al.,
2013). No entanto, o trabalho de Lee (2018) mostrou, por varios métodos diferentes,
que os macréfagos com alta expressdo de CD206 na pele sdo minimamente
repovoados por mondcitos, sendo majoritariamente de origem fetal (LEE et al.,
2018b). No entanto, esse estudo foi feito com camundongos eutréficos. Nossa
hipotese é que a obesidade poderia criar um ambiente favoravel a diferenciagao de
macrofagos com esse fendtipo ja que, além de verificar maior frequéncia de células
CD11b+CD206" no bago, também verificamos maior frequéncia de células
CD11b+Ly6C™CD206* na orelha infectada dos camundongos obesos. Esse aumento
inesperado de células anti-inflamatorias e de reparo tecidual pode estar relacionado
ao aumento da suscetibilidade a infecgao por L. major observada nos animais obesos.
Dessa forma, um proximo passo sera estabelecer a origem das populag¢des de células
analisadas, de modo a verificar se a obesidade de fato induziu uma diferenciacao de
mondcitos para macréfagos CD206™ no sitio da leséo.

Os dados anteriores do nosso grupo mostraram que, no contexto da obesidade,
macrofagos peritoneais apresentavam uma resposta inflamatéria ndo convencional,
com simultdneo aumento da atividade da arginase e produgéo de NO, além de elevada
producgao sistémica de IL-17 e de imunoglobulinas especificas para L. major. Esse

comportamento “dual” dos macréfagos levantou a questdo de que os estimulos
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presentes em animais obesos podem nao ser unicamente pré-inflamatérios como
descrito em grande parte da literatura relacionada ao tema. Foi demonstrado, em
BMDMs, que a adicao de TNF-a é capaz de inibir a expressao de Arginase 1, de
maneira dose dependente, em mondcitos ativados com IL-4, além de promover,
nessas células, a expressdo da enzima NOS2. De fato, € necessario um ambiente
inflamatério para a indugao da producéao de 6xido nitrico (SCHLEICHER et al., 2016).
Deste modo, parece que os estimulos presentes no organismo do obeso, incluindo as
citocinas e adipocinas produzidas, sao capazes de ativar as células do sistema imune
de uma maneira ndo convencional. A maior frequéncia de macrofagos anti-
inflamatdrios nos bacos e nas lesdes dos animais obesos sugerem que a obesidade
induzida pela dieta HSB n&o esta associada com um ambiente exclusivamente
inflamatério.

Recentemente, a visao quase canbnica de que a obesidade esta associada a
um ambiente pro-inflamatério tem sido questionada. Trabalhos do grupo de Lev
Becker mostram que macrofagos diferenciados a partir de células da medula 6ssea
(BMDM) estimulados com FFA, glicose e insulina (estimulos abundantes no
microambiente do tecido adiposo de individuos obesos) tornam-se células com perfil
diferente de macrofagos ativados com LPS e INF-y que tendem ser associados com
a obesidade (COATS et al., 2017; KRATZ et al., 2014). Macréfagos “metabolicamente
ativados” possuem um perfil intermediario de inflamagao e exibem marcadores como
o receptor CD36 do tipo scavenger que atua na absorgao de acidos graxos de cadeia
longa (KRATZ et al., 2014). Ainda, trabalhos com adipdcitos in vitro demonstram que
adipécitos hipertroficos, ricos em lipidios, induzem resisténcia a insulina,
independente de inflamacéao (KIM et al., 2015). Por fim, uma criteriosa caracterizagao
junto com o sequenciamento de diversos subtipos de células do tecido adiposo definiu
populagdes com assinatura genética anti-inflamatéria como sendo predominantes
tanto em camundongos obesos quanto em camundongos saudaveis (MOURA SILVA
et al., 2018).

Nesse contexto, fica clara a ideia de que a obesidade altera o perfil de resposta
imunoldgica do organismo, porém, é dificil precisar um tipo especifico de resposta que
esta associada a ela. Na leishmaniose cutanea, detectamos que a obesidade induzida
por dieta HSB foi capaz de alterar a frequéncia de células mieloides (neutréfilos) em
tempos precoces de infecgao, além de induzir em fases cronicas um aumento na

frequéncia de macrofagos com assinatura anti-inflamatéria, que normalmente néo séo
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associadas com a obesidade. Essas células sao incapazes de reduzir a carga
parasitaria no sitio de infecgao e poderiam estar relacionadas, assim, as lesées mais

graves observadas nos camundongos C57BL/6 obesos.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou as populagdes de células Treg, neutrofilos, mondécitos e
macréfagos em diferentes 6rgdos de camundongos C57BL/6 obesos infectados com
L. major. Esses camundongos apresentaram lesdes maiores e com maior carga de
parasitos do que os animais com peso normal ao final de 8 semanas de infecgéo. Foi
verificado que, 2 dias apds a infecgcdo, os animais obesos tiveram menor frequéncia
de neutrofilos no sitio da infecgcdo, apesar desses animais apresentarem maior
frequéncia de neutréfilos no sangue, bem como maior infiltrado celular no tecido
adiposo. Além disso, os animais obesos apresentaram maior frequéncia de células
mieloides com assinatura anti-inflamatéria no bago (CD11b*CD206%) e no sitio da
infecgao (CD11b*Ly6C"™CD206"), sugerindo que a obesidade altera o perfil de células
na lesédo e eleva a frequéncia de macrofagos que podem ter um perfil ineficaz no

controle da L. major.
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9 PERSPECTIVAS

1-

Validar por gPCR a expressao de marcadores anti-inflamatérios e inflamatorios
no sitio da lesédo (Fizz, INOS, Arginase, IL-10, IL-4).

Fazer a separacgao, por FACS cell sorter, de células CD11b*CD206", infecta-

las com L. major, in vitro, e analisar o indice de infecgao.

Realizar experimento in vitro, diferenciando BMDMs com estimulos presentes
no sangue de animais obesos, infectar as células com L. major e analisar o

perfil da infeccao e da diferenciacdo dessas células.

Realizar um experimento, utilizando microscopia intravital, com camundongos
C57BL/6 GFP para CxsCr1, utilizando Leishmania major-RFP, para fazer a
captura de imagens das células nos tempos mais agudos de infec¢gédo no local

da lesao.

Verificar se a obesidade aumenta a taxa de apoptose de neutrofilos.

Avaliar a expressédo de CD36 nas células da orelha infectada de camundongos

obesos.

Realizar transferéncia de mondcitos dos camundongos C57BL/6 obesos
CD45.1 para camundongos magros infectados CD45.2 e analisar se essas

células repovoam os macrofagos dermais.
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