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RESUMO

A Hipotese da Higiene postula que a estimulacdo do sistema imune por uma infec¢do parasitaria
protege o hospedeiro do desenvolvimento de desordens atdpicas e inflamatérias. Nos ultimos
anos tem-se estudado a influéncia de parasitos em doencas imunometabdlicas, como obesidade.
Isto porque o beneficio da infeccdo advém da capacidade de modular o sistema imune o que
garante ndo s6 a permanéncia do parasito como também diminui respostas inflamatorias no
hospedeiro. O presente estudo objetivou investigar a influéncia da infeccdo por
Heligmosomoides polygyrus, um helminto de roedores, nos estagios iniciais do
desenvolvimento de obesidade e das suas consequéncias metabdlicas. Camundongos C57BL/6
machos, livres de patdgenos especificos, foram submetidos a dieta controle ou indutora de
obesidade, por cinco semanas, na presenca ou ndo de infeccdo. Foram analisados: ganho de
peso, ingestdo caldrica, desenvolvimento de alteragdes metabolicas, inflamacgdo e perfil de
células inflamatdrias no tecido adiposo. Apesar de ndo haver diferenga na ingestdo calorica
entre os animais submetidos a dieta hiperlipidica, a presenga da infec¢ao foi capaz de prevenir
o ganho exacerbado de peso. Este efeito ndo ocorre devido a espoliagdao do parasito ja que ndo
houve diferenca de peso entre os grupos infectado e ndo infectado que receberam dieta controle.
Além disso, a infeccdo foi capaz de melhorar a resposta a insulina, o acumulo de gordura no
figado, o nivel de triglicerideos e colesterol HDL. Observamos aumento de pardmetros
reguladores da inflamacao, associada a obesidade, como IL10, adiponectina, e células Th2 e
Tregs, bem como diminui¢do de Thl e Th17. Estes efeitos estiveram associados a capacidade
da infeccdo de modular o fendtipo das células Tregs induzindo a expressdo de marcadores
relacionados a producao de TGF-B (LAP) e também a ativagao celular (Ox40), além de proteger

a perda de funcionalidade das Tregs, induzida pela dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Heligmosomoides polygyrus, metabolismo, inflagcdo, imunorregulacao



ABSTRACT

The Hygiene Hypothesis postulates that the immune system stimulation by parasitic infection
can protect the host from developing atopic and inflammatory disorders. In the past few years
the parasite influence in the development of immunometabolic diseases, such as obesity, has
been a topic of interest within the scientific community. The beneficial effect of the infection
occurs due to its capacity to modulate the immune system that enables the survival of the
parasite in the host, but also modulates inflammatory responses. The present study aimed to
verify the influence of the infection by Heligmosomoides polygyrus, a murine parasite, in early
stages of obesity development and its metabolic consequences. C57BL/6 male mice, specific
pathogen free, were fed control or high fat diet, for five weeks, in the presence or not of
helminth infection. Weight gain, caloric intake, development of metabolic disorders,
inflammation and cellular migration to the adipose tissue were evaluated. Even though no
changes were observed in the caloric intake between animals fed with high fat diet, the presence
of infection was able to prevent the exacerbated weight gain. This effect did not occur because
of host spoliation by the parasite since there was no difference between groups infected and
non-infected that received control diet. Also, the infection improved the response to insulin, fat
accumulation in the liver and serum levels of triglycerides and HDL cholesterol. We could
observe increase in regulatory mechanisms against obesity-associated inflammation like IL10,
adiponectin, Th2 and Tregs cells, and a reduction in Th1 and Th17 infiltration in adipose tissue.
These effects seemed to be associated with the ability of the infection to modulate Tregs
numbers and phenotype, promoting the expression of cell surface markers associated with TGF-
B production (LAP), and cell activation (Ox40), and also by protecting the loss of function by

these cells, induced by the high fat diet.

Keywords: Heligmosomoides polygyrus, metabolism, inflammation, imunoregulation
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1. INTRODUCAO

A “Hipotese da Higiene”, termo cunhado ao longo dos anos 90, postula que a frequéncia
de infec¢des, especialmente durante a infancia, tem correlacio inversa com o desenvolvimento
de doencas autoimunes e alérgicas (Bach, 2018). A primeira formulacdo desta hipdtese
apareceu na literatura em 1989, através do estudo de Strachan que investigou as possiveis
causas para o aumento expressivo de rinite alérgica na populacdo Britdnica pds-revolucdo
industrial (Strachan, 1989). Neste estudo Strachan concluiu que a probabilidade de
desenvolvimento de rinite alérgica ¢ menor quando as criangas possuem contato “ndo
higiénico” com irmdos mais velhos. Porém, mesmo antes deste estudo, alguns artigos ja
demonstravam evidéncias da correlagdo inversa entre infecgdes diversas e o desenvolvimento
de doengas autoimunes. Greenwood (1969), por exemplo, constatou baixa ocorréncia de artrite
reumatoide na populacdo nigeriana e atribuiu este fato a relagdo com fatores ambientais,
inclusive com a prevaléncia de infeccdes parasitarias (Greenwood, 1969). Para testar esta
hipotese Greenwood e colaboradores (1970) estudaram o desenvolvimento de anemia
hemolitica autoimune em camundongos infectados com Plasmodium berghei yoelii, e
constataram que a infeccao de fato atrasa o desenvolvimento desta doenga autoimune. Apesar
de confirmarem experimentalmente a hipotese os autores ndo analisaram os mecanismos
imunologicos que poderiam explicar essa relagdo, apontando inclusive que o mecanismo seria
apenas uma especulacao (Greenwood, Herrick & Voller, 1970). Quase duas décadas mais tarde,
Oldstone (1988) induziu imunossupressao, utilizando LCMV, em camundongos NOD,
demonstrando que a infeccdo normalizava o nivel de glicose sérica e também o de insulina
pancredtica. E ja nesta época o autor sugere que virus, bactérias, fungos ou seus produtos

poderiam ser utilizados como terapia para doengas humanas (Oldstone, 1988).
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Num primeiro momento, a Hipotese da Higiene foi recebida com ceticismo pela
comunidade académica ja que o que se sabia de imunologia ndo era suficiente para explicar
esse papel protetor das infec¢des (Strachan, 2000). Foi apenas quando a comunidade cientifica
comegou a encontrar fortes evidéncias sobre os diferentes tipos de células T auxiliares, sendo
as Thl responsivas a virus e bactéria e as Th2 a helmintos e alergias (Romagnani, 1992), que a
Hipotese da Higiene ganhou o inicio de uma explicagdo plausivel. A partir deste momento
varios estudos epidemioldgicos (von Mutius, et al., 1994; Ball, et al., 2000; Kuehni, et al., 2007,
Ege, et al., 2011) e experimentais (Takei, et al., 1992; Lynch, et al., 1993; Qin & Singh, 1997,
van der Biggelaar, et al., 2000) vém corroborando e acrescentando explicagdes a cerca deste
assunto.

Diversos estudos epidemioldgicos demonstram que o ambiente em que a crianga cresce
influencia na possibilidade do desenvolvimento de asma. Por exemplo, criangas que crescem
em fazendas apresentam menor probabilidade de desenvolvimento da doenca quando
comparadas com criangas que crescem em ambientes urbanizados (Ege, et al., 2011). Nao s6 a
exposicao a antigenos ambientais como também a idade em que as criangas s3o expostas a estes
antigenos influencia no desenvolvimento de doencas respiratorias. Um estudo com meninas
asidticas que migraram para o Reino Unido antes dos 5 anos demonstrou que elas apresentaram
maior indice de desenvolvimento de asma do que as criancas que realizaram este processo
migratorio apds essa idade (Kuehni, et al., 2007). J& von Mutius e colaboradores (1994)
analisaram, na populagdo alema recém unificada, ndo s6 a prevaléncia de sintomas alérgicos,
como também a ocorréncia de rinite alérgica e a sensibilizag¢do alergénica (por meio do prick
test). Este estudo mostrou que criancas provenientes do oeste da Alemanha (ou Alemanha
Ocidental, a parte mais desenvolvida e modernizada) apresentaram maior prevaléncia de todos
os parametros analisados, e os autores atribuem este fato tanto a menor quantidade de irmaos

quanto ao menor contato com outras criangas, ja que apenas 8,2% destas criangas passavam o
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dia em creches contra um total de 69% das criancas que cresceram no leste do pais (von Mutius,
etal., 1994). A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de doengas nao se restringe
apenas a doencas respiratdrias visto que fatores como: presencga de infeccdes, mudancas de
habito e ordem de nascimento também foram associados ao desenvolvimento de esclerose
multipla (Sewell, et al., 2002; Houzen, et al., 2012) e diabetes tipo 1 (Bodansky, et al., 1992;
Cardwell, et al., 2011).

Associado ao crescimento das evidéncias epidemiologicas favoraveis a Hipotese da
Higiene, surgiram estudos experimentais com o intuito de descrever os mecanismos
imunoldgicos responsaveis pela inibicdo do desenvolvimento das doencas alérgicas e
autoimunes. Num primeiro momento acreditou-se que para diminuir os efeitos maléficos das
patogenicidades dependentes de Th2 e IgE, resposta associada a alergias, era necessario
favorecer a polarizagdo de Thl, que inibe a resposta Th2, logo nos estagios iniciais de
desenvolvimento do sistema imune na crianca (Holt, 1994). Essa vertente de pensamento era
favorecida principalmente por estudos que demonstravam a inibi¢cdo do desenvolvimento de
doengas autoimunes na presenga de infecgdes por virus ou bactérias (Takei, et al., 1992; Qin &
Singh, 1997). Um destes estudos demonstrou que a infec¢do por Virus Elevador do Lactato
Desidrogenase (LDV) suprime o desenvolvimento de diabetes tipo 1, sugerindo que de fato esta
doenca poderia ser suprimida por infec¢des virais (Takei, et al., 1992). Outro estudo
demonstrou que a imunoterapia através da vacinagdo com BCG também prevenia o
desenvolvimento de diabetes espontanea em camundongos NOD (Qin & Singh, 1997). No
entanto, comegaram a surgir outros estudos demonstrando que a presenca de infec¢do por
helmintos, tipicos indutores de resposta Th2, também levava a uma menor probabilidade de
desenvolvimento de alergias (Lynch , et al., 1993; van der Biggelaar, et al., 2000; Wang, et al.,
2001), o que representava um paradoxo para a explicagdo existente. O simples favorecimento

de Th1 em detrimento de Th2 j& ndo fornecia evidéncias cientificas suficientes para explicar os
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beneficios de uma infeccdo associada a doencas alérgicas e autoimunes. Alguns trabalhos
comegaram a demonstrar a importancia de outro componente do sistema imunolédgico, a
citocina anti-inflamatdria IL10 na supressao de atopia (King, et al., 1996; Cooper, et al.,1998;
van der Biggelaar, et al., 2000). van den Biggelaar (2000), por exemplo, demonstrou que a
infeccdo por Schistosoma haematobium diminui a sensibiliza¢do ao dcaro doméstico e que este
efeito estaria relacionado ao aumento da secre¢do de IL10 (van der Biggelaar, et al., 2000). Foi
a partir disso que surgiu o conceito de counter-regulatory feedback que sugere que a inibi¢ao
no desenvolvimento de alergias e doengas autoimunes na presenga de uma infec¢do (viral,
bacteriana, helmintica) esta mais intimamente relacionada com a inducao da secreg¢ao de IL10
do que com o balanco entre Th1 e Th2 (Wills-Karp, Santeliz & Karp, 2001). A IL10 ¢ produzida
tanto por células da imunidade inata quanto da imunidade adaptativa e ela exerce um importante
papel na homeostase e no controle do processo inflamatorio. Logo, a maioria das exposigdes a
antigenos que levam a ativacao da resposta imune induzem a secrecao de IL10, o que de forma
secundaria acaba ajudando a suprimir alergias e doencas autoimunes (Fig. 1) (Wills-Karp,
Santeliz & Karp, 2001).

Com o passar dos anos, os estudos que investigam Hipdtese da Higiene focaram no
efeito modulador e anti-inflamatério das infec¢des por helmintos. As infecgdes helminticas
estdo entre as infec¢des mais comuns do mundo sendo que, apesar dos intensos esforgos de
controle, cerca de 24% da populagdo mundial ainda apresenta infec¢do por algum helminto
transmitido pelo solo (WHO, 2020). Majoritariamente, as infec¢des helminticas sao
assintomaticas (Bordes & Morand, 2009; McSorley & Maizels, 2012) e estes fatos sugerem
uma relagdo benéfica, construida ao longo da evolugdo, entre os parasitos e o sistema imune.
Especula-se que para o parasito ndo era interessante induzir no hospedeiro uma forte resposta
imunolodgica, ja que ocasionaria em expulsdo do mesmo, e que para o hospedeiro, uma resposta

inflamatoria intensa também ndo era benéfica, pois poderia levar ao desenvolvimento de
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imunopatologias. Sendo assim, ao longo dos anos, helmintos que foram capazes de induzir
respostas reguladoras (células T e B reguladoras, ativacdo alternativa de macréfagos, produgao
de IL10) no hospedeiro garantiram nao sé a sobrevivéncia das espécies, como também evitaram
danos e trouxeram beneficios ao hospedeiro (Jackson, et al., 2008; Allen & Maizels, 2011;
Girgis, Gundra & Loke, 2013). E ¢ esta capacidade da presenca dos helmintos de suprimir,
modular e até induzir mecanismos do sistema imune que ¢ a responsavel por gerar os efeitos
benéficos no contexto de doengas inflamatorias, possibilitando a utilizacdo destes micro-
organismos como prevenc¢ao/tratamento destas doencas (Fleming & Weinstock, 2015; Elliott

& Weinstock, 2017; Ryan, et al., 2020).

Immunoclogical activation
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Figura 1: Visao esquematica do modelo de counter-regulatory feedback. Diversos estimulos
que induzem a ativa¢do imunologica, independente se forem associados a Th1 ou Th2, acabam
por levar a secre¢ao de IL10 por células do sistema imune inato e adaptativo. Esse mecanismo
¢ essencial na regulacdo da inflamagdo, porém de forma indireta, acaba exercendo efeito
benéfico no contexto de doengas secundarias, como alergia e autoimunidade. Fonte: Wills-Karp

M, Santeliz J, Karp CL (2001).
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Dentre os diversos mecanismos imunologicos, que demonstram regulagdo dos processos
inflamatorios e diminui¢do da imunopatologia, mediados pela infeccao, a indugdo de células T
reguladoras (Tregs) tem sido o mais estudado ao longo dos anos (Taylor, et al., 2005; Wilson,
et al., 2005; Hubner, Stocker & Mitre, 2009; Liu, et al., 2009; Grainger, et al., 2010; Metenou,
et al., 2010; Layland, et al., 2013). Além das Tregs, a literatura demonstra que a infecgdo ¢é
capaz de induzir outros mecanismos imunoldgicos no hospedeiro, sendo estes mecanismos
variaveis de acordo com o contexto e com o parasito. Por exemplo, Heligmosomoides polygyrus
e suas proteinas secretadas foram descritos por induzir IL17 na presenca de IL6, sem promover
respostas Th1 ou Th2 (Grainger, et al., 2010), além de induzirem Tregs produtoras de TGF-B e
IL10 que sdo responsaveis por suprimir a inflamacdo das vias aéreas (Wilson, et al., 2005).
Considerando diabetes tipo 1 e infec¢do por H. polygyrus ha aumento na secre¢ao de IL4, IL10
e IL13, além do aumento de Tregs, o que leva a inibi¢cdo do desenvolvimento da doenca em
camundongos NOD jovens ou a diminui¢do da insulite nos camundongos que ja estavam em
estagios mais avangados da doenca (Liu, et al., 2009). Células dendriticas CD11¢", durante
infeccdo por H. polygyrus, geram poucas células CD4" especificas para o parasito, porém em
um mecanismo dependente de acido retindico e TGF-B geram altas porcentagens de células
Foxp3" (Smith, et al., 2011). J4 a infecgdo por Litomosoides sigmodontis, uma filaria de

camundongos, aumenta a diferenciagdo de células Treg CTLA4" GITR™¢"

independente da
secre¢do de IL10 (Taylor, et al., 2005), além de induzir uma polarizag¢do da resposta imune para
o padrao Th2, que esté associado a inibi¢do de diabetes tipo 1 (Hubner, Stocker & Mitre, 2009).
Em contrapartida no estudo de filariose humana foi descrito aumento de células CD4
produzindo IL4, IL10 e IL17A e Tregs produtoras de IL10 (Metenou, et al., 2010). Uma
infeccdo por Schistosoma mansoni € capaz de suprimir a inflamagdo das vias aéreas em um

modelo experimental de asma por um mecanismo dependente de células Treg secretoras de

IL10 (Layland, et al., 2013). Neste mesmo contexto, ndo s6 a acdo de Tregs mas também a
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secrecao de IL10 por células B reguladoras CD1d"¢" foi associada a diminui¢do de inflamacdes
alérgicas (van der Vlugt, et al.,, 2012). Adicionalmente, macréfagos M2 exercem papel
importante na infec¢do por S. mansoni, ja que foi demonstrado que estas células expressam
Raldh2 que em um mecanismo dependente de acido retindico em combinagdo com TGF-3
induzem a expressao de Foxp3 (Broadhurst, et al., 2012). A conversdo de M2, identificada
através da expressao de Yml, Arg-1, TGF- e PD-L1, também foi considerada essencial para
a prevencdo de diabetes tipo 1 em um tratamento com produtos excretados-secretados por
Fasciola hepatica (Lund, et al., 2014). Porém nem todos os efeitos benéficos provém de
mecanismos dependentes de Tregs, j4 que em um tratamento com estes mesmos produtos de
Fasciola hepatica foi comprovado atenuagdo dos sinais clinicos de encefalomielite
experimental decorrentes da secrecdo de IL33 e ILS5, que acabaram por induzir acumulacao de
eosinofilos (Finlay, et al., 2016). A secre¢do de IL33 juntamente com IL25 e TSLP também
pode levar a indugdo de ILC2, secretoras de IL4, IL5, IL13 e Anfiregulina, que estdo associadas
a inibi¢cdo no desenvolvimento de alergias, asma, dermatites e fibroses (Cording, et al., 2016).
Outros tipos celulares menos prevalentes também podem exercer papel importante na relacdo
infeccdo x doencgas alérgicas/autoimunes, como ¢ o caso das iNKTs. Estas sdo importantes
células imunoreguladoras que aparecem em quantidade reduzida nos camundongos NOD, mas
que aumentam expressivamente diante da exposicao a antigenos do ovo de S. mansoni, e sua
acao esté associada a prevencdo do desenvolvimento de diabetes tipo 1 (Zaccone, et al., 2003).

Estudos recentes t€ém demonstrado que a modulagdo de outros parametros fisiologicos
do hospedeiro também poderia influenciar no desenvolvimento de doengas autoimunes quando
associadas a infec¢do. Um destes parametros € a composi¢ao da microbiota. Especula-se que a
infeccdo poderia favorecer ou suprimir o crescimento de determinadas bactérias que modulam
o sistema imune. Foi demonstrado que a infec¢do por H. polygyrus melhora a inflamacdo

intestinal, sendo associada a um aumento no niumero de bactérias da familia Lactobacillaceae
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no ileo (Walk, et al., 2011). A presenca de bactérias desta familia induz no hospedeiro diversos
mecanismos imunomodulatorios, como aumento de células Tregs, regulacdo da sinalizacao
inflamatoria, aumento na produ¢do de defensinas e modulagdo de células apresentadoras de
antigenos (Wells, 2011). Na doenca de Crohn, a infec¢do por H. polygyrus, em um mecanismo
dependente de Th2, promove o estabelecimento de uma microbiota protetora enriquecida em
Clostridiales, inibindo a colonizagdo por espécies inflamatorias de Bacteroides, em
camundongos geneticamente susceptiveis a doenga (Ramanan, et al., 2016). Essa mudanca da
microbiota foi observada ndo s6 em camundongos, mas também no intestino de pessoas que
vivem em regides endémicas de infeccdo helmintica (Ramanan, et al., 2016).

O efeito benéfico das infeccdes helminticas ndo € restrito a modelos experimentais,
sendo que ha 15 anos tém sido realizadas pesquisas clinicas utilizando infec¢do controlada por
Trichuris suis ou Necator americanus em doengas inflamatorias intestinais (Summers, et al.,
2003; Croese, et al., 2006; Sandborn, et al., 2013), doenga celiaca (Daveson, et al., 2011,
Croese, et al., 2015), artrite reumatoide (Ryan, et al., 2020), esclerose multipla (Rosche, et al.,
2013; Voldsgaard, et al., 2015; Fleming, et al., 2019), psoriase (Ryan, et al., 2020), rinite
alérgica (Bager, et al., 2010), asma (Feary, et al., 2010), alergia a amendoim (Fleming &
Weinstock, 2015) e autismo (Fleming & Weinstock, 2015). Estes parasitos foram selecionados
como modelo de infec¢@o nas pesquisas clinicas, pois satisfazem todos os critérios de seguranca
e tolerabilidade para o participante (Fleming & Weinstock, 2015). T. suis ou verme-chicote, ¢
um parasito suino que infecta o intestino delgado e cécum causando uma infec¢do cronica, mas
que também leva a uma infec¢do autolimitada em humanos e outros primatas (Laber & Swindle,
2002; Ryan, et al., 2020). N. americanus ¢ um nematodeo transmitido pelo solo que infecta o
intestino delgado humano podendo sobreviver neste ambiente por anos, ja que a resposta imune
sozinha ndo consegue elimina-lo (Loukas, et al., 2016). Tanto o tratamento com ovos de 7. suis

quanto com larva de N. americanus resultaram em melhora dos pacientes com doenca
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inflamatoéria intestinal, inclusive com alta taxa de remissdo da doenga, sem manifestagao de
efeitos colaterais graves (Summers, et al., 2003; Croese, et al., 2006). Para doenga celiaca, um
estudo inicial demonstrou que a inoculacdo de 15 larvas de N. americanus nao trazia efeitos
adversos para estes pacientes, constatando a seguranca da infec¢do apesar de ndo ter
demonstrado melhora na tolerancia ao gluten (Daveson, et al., 2011). Posteriormente, um
estudo mais longo demonstrou melhora na qualidade de vida e na tolerancia ao gluten em 12
adultos com doenga celiaca infectados com 20 larvas de N. americanus, associado a diminui¢ao
na producao de IFN-y e aumento de células Treg, (Croese, et al., 2015). J& na esclerose multipla,
o tratamento com ovos de 7. suis por 10 meses demonstrou uma reducdo de 35% nas lesdes
ativas, além do aumento no ntimero de células Treg, sem apresentar efeitos adversos (Fleming,
et al., 2019). Apesar destes resultados bem-sucedidos, o ramo de pesquisas clinicas com
infeccdo controlada enfrenta diversos problemas, como: dificuldade de aprovacao por comités
de ética, baixo recrutamento de voluntarios, desisténcia de voluntarios (que devido ao n
reduzido acabam por comprometer a pesquisa) e dificuldade no estabelecimento tanto da
dosagem apropriada de parasito quanto no tempo de reinfecgdo/acompanhamento dos pacientes
(o que ocasiona inconsisténcia de resultados mesmo em estudos que investiguem a mesma
doenga) (Fleming & Weinstock, 2015; Ryan, et al., 2020).

O efeito anti-inflamatorio da infec¢do helmintica no hospedeiro ¢ multifatorial, e seus
beneficios ndo sdo restritos a doencas alérgicas e autoimunes. Nos ultimos anos tem-se
demonstrado o beneficio de infec¢des no metabolismo, principalmente daquele associado ao
tecido adiposo, intestino, figado, pancreas e cérebro (Hotamisligil, 2017; Ryan et al., 2020).
Doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, obesidade, diabetes tipo 2 e cancer sdo
consideradas doencas imunometabolicas, o que significa que fatores que modulam o sistema
imune podem influenciar no desenvolvimento das mesmas (Hotamisligil, 2017). Dentre estas

doencgas, os distirbios de peso chamam a atencdo pela prevaléncia mundial exorbitante;
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atingindo 1,9 bilhdes de adultos (Fig. 2), 340 milhdes de criancas e adolescentes entre 5 e 19
anos e 38,2 milhdes de criangas com até 5 anos (Fig. 3) (WHO, 2020). Além disso, sobrepeso
¢ obesidade estdo associados ao desenvolvimento de outras doengas imunometabdlicas como:
diabetes (Mokdad, et al., 2003), doengas cardiovasculares (Hotamisligil, 2017) e alguns tipos
de cancer, que acometem figado (Larsson & Wolk, 2007), endométrio (Fader, et al., 2009),
mama (Stephenson & Rose, 2009), ovario (Olsen, et al., 2007), prostata (Freedland & Platz,
2007), rim (Pan, et al., 2006), célon (Frezza, et al., 2006), bexiga (Larsson & Wolk, 2007).
Como resultado disso, estima-se que em 2017, 4,7 milhdes de pessoas morreram de forma
prematura devido a obesidade (IHME, 2018). Este nimero ¢ quase 4 vezes maior do que o de
mortes por acidente de carro, e cinco vezes maior que o de mortes por HIV/AIDS no mesmo

ano (GBD Causes of Death, 2018).

Share of adults that are overweight or obese, 2016

Being overweight is defined as having a body-mass index (BMI) greater than or equal to 25. Obesity is defined by a
BMI greater than or equal to 30. BMI is a person's weight in kilograms divided by his or her height in metres
squared.
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Figura 2: Prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade em adultos, no ano de 2016. A
taxa de prevaléncia dos disturbios de peso ¢ indicada pela intensidade das cores, sendo que
cores mais fortes (azul escuro) indicam maiores indices e cores mais brandas (amarelo claro)

demonstram menores ocorréncias. Fonte: WHO, Global Health Observatory.
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Share of children who are overweight, 2016

Share of children aged 2-4 years old who are defined as overweight.
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Figura 3: Prevaléncia mundial de sobrepeso em criancas, entre 2 e 4 anos, no ano de 2016.
A taxa de prevaléncia do sobrepeso ¢ indicada pela intensidade das cores, sendo que cores mais
fortes (azul escuro) indicam maiores indices e cores mais brandas (amarelo claro) demonstram

menores ocorréncias. Fonte: Institute of Health Metrics and Evaluation (IHME).

Mas o que significa classificar a obesidade como uma doen¢a imunometabdlica?
Significa que a obesidade e suas doencas associadas sdo iniciadas por células metabdlicas (ex.
adipocitos, hepatdcitos, B-pancreaticas), em resposta a alteragdes também metabolicas (como:
excesso de nutrientes, aumento de acidos graxos livres, e acimulo de glicose e lipideos
circulantes), a partir da indu¢do de vias de sinalizagdo que exercem papel chave tanto na
imunidade quanto no metabolismo (Hotamisligil, 2017). Por exemplo, o excesso de nutrientes
induz a ativagdo de citocinas ou de vias de TLRs no tecido adiposo, figado ou células
sanguineas, que por sua vez levam a ativagao das kinases IKK, JNK e PKR, downstream a suas
vias. Estas trés kinases induzem a fosforilagdo em serina do IRS-1, que resulta na inibigdo da
sinalizacdo de insulina, e também levam a ativacdo de AP-1, NF-kB e IRF, que regulam

positivamente a expressao de genes inflamatorios (Solinas & Karin, 2010; Gregor &
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Hotamisligil, 2011; Hotamisligil, 2017). J& o aumento de 4cidos graxos saturados induz a
ativacdo de inflamassomas que permite a maturagao de citocinas pro-inflamatorias IL18 e IL18
por clivagem de caspase-1 (Stienstra, et al., 2010; Wen, et al., 2011). O aumento de IL18 ativa
¢ responsavel por direcionar os adipdcitos a um fenotipo mais resistente a insulina (Stienstra,
et al., 2010). Além disso, os acidos graxos saturados também sdo responsaveis pela ativagdo de
células mieloides CD11c" via TLR2/4, promovendo inflamagdo e resisténcia a insulina
(Nguyen, et al., 2007). Dentre as células mieloides, vale destacar a importancia dos macrofagos
que durante o processo de ganho de peso tém seu estagio de ativagdo alterado, passando a
expressar TNF e iNOS, sendo responsaveis por exercer papel central na inflamagdo e nas
disfun¢des no metabolismo de glicose (Lumeng, Bodzin & Saltiel, 2007; Fan, et al., 2016). A
inflamacao estabelecida por estes mecanismos persiste ao longo do tempo e acaba por induzir
a migragdo de diversas células imunes para o tecido adiposo, alterando a composi¢ao da fragdo
vascular estromal (células que nao sdo adipdcitos) (Gregor & Hotamisligil, 2011). Dentre estas
células migratorias ¢ possivel citar os mastocitos, que através da secre¢do de IL6 e IFN-y
contribuem para apoptose e angiogénese e, que por sua vez, promovem intolerancia a glicose
(Liu, et al., 2009). H4 também aumento de linfocitos B secretando citocinas pré-inflamatorias
(DeFuria, et al., 2013) acompanhado da redu¢do de células B reguladoras produtoras de IL10
(Nishimura, et al., 2013) que também se associam ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(Winer, et al., 2014). Observa-se ainda a reducdo de linfocitos T naive residentes no tecido
adiposo, associado ao aumento de células T de memoria, que apresentam maiores niveis de
mediadores inflamatdrios e menor diversidade de TCR (Yang, et al., 2010). Por fim, observa-
se reducdo nas células Tregs que parece impactar tanto no ganho de peso, quanto no
metabolismo, ja que foi demonstrado que a transferéncia destas células para camundongos
obesos ¢ capaz de reverter o ganho de peso e a resisténcia a insulina em um mecanismo

dependente de Th2 (Feuerer, et al., 2009; Winer, et al., 2009; Ilan, et al., 2010). Além disso, a
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diminuicdo da populacdo de Tregs no tecido adiposo demonstra deficiéncia nos mecanismos de
regulagdo que acabam falhando em diminuir e desligar a inflamagdo, garantindo que ela seja
mantida e reforgada por cada um dos mecanismos que a gera (Feuerer, et al., 2009). Dessa
forma, observa-se o estabelecimento de uma inflamacgdo cronica multifatorial, denominada
metainflamacao (Hotamisligil, 2017).

A obesidade e suas doengas associadas sdo provenientes principalmente da inflamagao
basal (Hotamisligil, 2017) e por isso ¢ que se tem estudado o efeito de infec¢des helminticas
nesse contexto. Em humanos, por exemplo, a infeccdo por Strongyloides stercoralis esta
relacionada a um efeito protetor nos pardmetros associados a diabetes tipo 2 (ex. menor nivel
sérico de insulina e glucagon) (Rajamanickam, et al., 2018), sendo que individuos infectados
tém 61% menos chance de desenvolver a doenca (Hays, et al., 2015). Este efeito foi associado
a eosinofilia, aumento de Th2 e Tregs, além de diminui¢do de citocinas de perfil Thl e Th17
(Hays, et al., 2015; Rajamanickam, et al., 2018). Individuos diabéticos apresentam menores
taxas de filariose em paises endémicos do que individuos sauddveis ou pré-diabéticos
(Aravindhan, et al., 2010). Além disso, individuos diabéticos infectados apresentam menor
nivel sérico das citocinas inflamatérias IL6 ¢ GM-CSF (Aravindhan, et al., 2010). Na China
rural, a infeccdo prévia por Schistosoma esta associada a menor prevaléncia de diabetes tipo 2
e sindrome metabdlica, sendo observado também menor nivel de glicose em jejum e pos-
prandial, e hemoglobina glicada A1C (Chen, et al., 2013). Ja na Indonésia, um pais endémico
de infec¢des helminticas transmitidas pelo solo, a presenca de infec¢des esta associada a: menor
indice de massa corporal, menor valor de circunferéncia de cintura e menores niveis de
colesterol total, LDL ¢ HOMA-IR (Wiria, et al., 2013; Wiria, et al., 2015). Neste pais o
tratamento com anti-helmintico resultou em aumento de leptina, diminui¢ao de adiponectina e
aumento na probabilidade do desenvolvimento de resisténcia a insulina (Tahapary, et al., 2017).

Em estudos experimentais, a primeira evidéncia da relacdo infeccdo e metabolismo,
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ocorreu quando foi demonstrado que a auséncia de eosindfilos no modelo de dieta hiperlipidica
auxiliava no ganho de peso, na resisténcia a insulina e na intolerancia a glicose, e que a
eosinofilia induzida por helmintos revertia estes efeitos no metabolismo de glicose (Wu, et al.,
2011). Em seguida, foi demonstrado que produtos presentes na superficie dos helmintos ou
secretados por eles eram capazes de modular o metabolismo (Bhargava, et al., 2012; Hams, et
al., 2015; Berbudi, et al., 2016; van den Berg, et al., 2017; Crowe, et al., 2019). A administragdo
de lacto-N-fucopentaose III, um glicano imunomodulatério encontrado em helmintos, melhora
a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina em um mecanismo dependente de IL10,
secretada por macrofagos M2 e células dendriticas, em camundongos submetidos a dieta
indutora de obesidade (Bhargava, et al., 2012). Neste mesmo modelo observou-se um aumento
de Fxr-a que suprime a lipogénese no figado, ocasionando prote¢do no desenvolvimento de
esteatose hepatica (Bhargava, et al., 2012). Ja no tratamento com antigenos de Litomosoides
sigmodontis ha diminuicdo na resposta inflamatéria associada ao aumento de células Th2 e
ILC2, e aumento na expressao de genes relacionados a sinalizag¢do de insulina e captagdo de
acidos graxos, porém sem exercer efeito no peso, massa do tecido adiposo e tamanho do
adipocito (Berbudi, et al., 2016). A infecc¢do por Nippostrongylus brasiliensis em camundongos
RIP2-Opal Ko submetidos a dieta hiperlipidica resulta em menor ganho de peso, menor massa
do tecido adiposo epididimal, além de melhora no metabolismo de glicose e na esteatose
hepatica (devido a menor expressdo de enzimas/mediadores lipogénicos), resultante da a¢do de
IL13 na ativagdo da sinalizagdo de STAT-6 (Yang, et al., 2013). A infeccdo de camundongos
C57BL/6, por 12 semanas, com S. mansoni resulta em reducao de ganho de peso, de massa e
do tamanho do adipdcito, além de melhora na captagdo de glicose no sangue e na sensibilidade
a insulina, decorrentes do aumento de eosinofilos e de macrofagos M2 (Hussaarts, et al., 2015).
J& na infeccdo por Strongyloides venezuelensis associada a dieta hiperlipidica observa-se

redu¢do na inflamagdo subclinica, através do aumento de secrecdo de citocinas anti-
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inflamatorias e ativacdo de macrofagos M2 no tecido adiposo epididimal, que exerce efeito
positivo no metabolismo de glicose, identificada pela melhor sinalizacdo e sensibilidade a
insulina (Pace, et al., 2018). Neste modelo também foi observado aumento na produgao de acido
oleico, que participa de vias anti-inflamatorias; aumento de Lactobacillus spp; e aumento na
expressdo de proteinas de tight junction, que ocasionam numa reducdo de permeabilidade
intestinal (Pace, et al., 2018). Esses resultados demonstram que os efeitos da infec¢do
helmintica ou o uso de seus derivados tém efeitos multifatoriais na obesidade, mas que resultam
em melhora do ganho ponderal e da sindrome metabolica.

O modelo mais utilizado para se estudar os efeitos da infec¢do helmintica na obesidade
e suas alteragdes metabodlicas associadas ¢ a infeccdo por H. polygyrus devido a trés
caracteristicas primordiais: 1. Capacidade de induzir uma infecc¢do subclinica, com morbidades
relatadas apenas em situagdes de elevado parasitismo (Bansemir & Sukhdeo, 1994); 2.
Estabelecimento de uma infec¢do cronica que pode durar por até oito meses (Monroy &
Enriquez, 1992), o que ¢ essencial no modelo de dieta hiperlipidica que dura em média 8
semanas; e 3. O estagio infectante da larva se alimentar de tecido morto do proprio hospedeiro
(por exemplo, células intestinais descamadas) e ndo de ingesta ou sangue (Bansemir &
Sukhdeo, 1994), o que garante que ndo haja competicdo por alimento entre a larva e o
hospedeiro. Sendo assim, ja foi comprovado que a infec¢@o por H. polygyrus, além de suprimir
o ganho de peso (Su, et al., 2018; Shimokawa, et al., 2019), resulta em melhora no controle de
glicose (Marimoto, et al., 2016), diminui¢do de acimulo de gordura no figado (Marimoto, et
al., 2016), aumento na expressao de UCP1 (envolvida na termogénse) nos adip6citos (Su, et al.,
2018; Shimokawa, et al., 2019) e aumento na concentracdo de norepinefrina no soro (que foi
responsavel pelo efeito protetor no ganho de peso) (Shimokawa, et al., 2019). Estes efeitos
foram associados a uma regulagdo positiva de IL4, IL10, IL13, Argl, Fizzl e YmI no intestino,

que demonstra uma ac¢ao importante dos macréfagos M2 neste 6rgao (Marimoto, et al., 2016;
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Su, et al., 2018). Além disso, foi observada menor expressao de fatores de transcri¢cdo T-bet e
RORyt, bem como de suas citocinas associadas, IFN-y e IL17, acompanhada de maior
expressao de GATA3 e IL10 no linfonodo mesentérico (Su, et al., 2018). Apesar disto, pouco
se sabe sobre a resposta imune induzida por H. polygyrus em associacdo com dieta
hiperlipidica, especialmente no 6rgao endocrino mais importante no contexto: o tecido adiposo.

Sendo assim, o intuito principal deste trabalho foi estudar o efeito da infec¢do por H.
polygyrus no ganho de peso e no desenvolvimento de alteragcdes metabolicas e especialmente
na migracao celular para o tecido adiposo em estagios iniciais do desenvolvimento de obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar se a infec¢do por Heligmosomoides polygyrus melhora as alteragdes metabolicas e os

parametros inflamatérios associados ao ganho de peso e identificar os mecanismos

imunoldgicos envolvidos nesse processo.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da infec¢do por H. polygyrus em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica

quanto a(ao):

Ganho de peso e o consumo alimentar;

* Peso dos tecidos adiposo epididimal e subcutaneo, e do figado;

* Integridade do intestino e ao estado nutricional,

* Parametros associados ao metabolismo de glicose e de lipideos;

* Producdo de citocinas e adipocinas pelas células do tecido adiposo epididimal;
¢ Composi¢do imune, especialmente de células T, da fracdo vascular estromal;

* Fendtipo e funcionalidade das células T reguladoras residentes no tecido adiposo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e dietas

Camundongos C57BL/6 machos, livres de patdgenos especificos, com idade inicial de
quatro semanas, e provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) foram utilizados como modelo experimental no presente estudo. Os animais foram
mantidos no Biotério Experimental Enio Cardillo Vieira, do Laboratério de Aterosclerose e
Bioquimica Nutricional (LABiN) da mesma universidade, em gaiolas coletivas, com no
maximo cinco camundongos por gaiola, em condi¢des ambientais controladas, sendo ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 28°C.

Ao longo das semanas de experimentacdo, agua e dieta foram ofertados livremente,
tendo diferenga apenas no tipo de dieta, AIN-93M ou Dieta Indutora de Obesidade (DIO), de
acordo com o grupo experimental. A dieta AIN-93M ¢é composta de BHT (0,0008%), cistina
(0,18%), bitartarato de colina (0,25%), mix de vitaminas (1%), mix de minerais (3,5%), 6leo
de soja (4%), celulose (5%), sacarose (10%), caseina (14%), maltodextrina (15,5%) e amido de
milho (46,5%), sendo caracterizada por possuir quantidades ideais e de acordo com a
necessidade dos animais, de carboidratos, proteinas e lipideos (Tabela 1). Ja a DIO é composta
de BHT (0,0014%), bitartarato de colina (0,25%), cistina (0,3%), mix de vitaminas (1%), mix
de minerais (3,5%), celulose (5%), amido de milho (6,2%), caseina (20%), groselha (31%) e
banha de porco (35,5%), sendo uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica, contendo cerca de 62%
do valor caldrico total na forma de gordura. A distribuicao energética das dietas AIN-93M e

DIO esta listada na Tabela 1 (Akagiri, et al., 2008).
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Tabela 1: Distribuicdo energética (% do valor caldrico total — VCT) das dietas AIN-93M
e Dieta Indutora de Obesidade (DIO)

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

3.2. Desenho experimental

Os camundongos foram divididos em quatro grupos, de forma homogénea quanto ao
peso corporal, dos quais dois deles receberam dieta AIN-93M, e os outros dois receberam DIO.
Dos dois grupos que receberam dietas semelhantes, um deles foi infectado com H. polygyrus
(AIN Inf e DIO Inf), e o outro ndo recebeu nenhum tratamento (AIN Ct e DIO Ct). A infeccao
foi realizada no primeiro dia do experimento juntamente com o inicio da dieta (Fig. 4). Para
isso, cada camundongo dos grupos “infectado” recebeu, por meio de gavagem oral, cerca de
200 larvas em estagio L3 de H. polygyrus.

Semanalmente
Peso
Consumo alimentar
Contagem de ovos

| 1 |

Tempo O Tempo 5

2
Ciu-l- DIO ou AIN

Figura 4: Desenho experimental utilizado ao longo do presente estudo. Camundongos

C57BL/6
4 semanas

C57BL/6 com idade inicial de 4 semanas foram divididos em quatro grupos, de forma
homogénea quanto ao peso corporal, dos quais dois deles receberem dieta AIN-93M, e os outros
dois receberam DIO. Dos dois grupos que receberam dietas semelhantes, um deles foi infectado

com H. polygyrus (AIN Inf e DIO Inf), e 0 outro ndo recebeu nenhum tratamento (AIN Ct e

33



DIO Ct). A infecgdo foi realizada no primeiro dia do experimento juntamente com o inicio da
dieta. Semanalmente foram avaliados: ganho de peso, consumo alimentar e contagem de ovos

nas fezes. A experimentacdo ocorreu durante 5 semanas.

Semanalmente foram avaliados peso corporal, para acompanhar o desenvolvimento da
obesidade, consumo alimentar, para verificar possiveis alteragdes devido a infec¢ao, e numero
de ovos/g de fezes, para certificar a manuten¢do da infec¢do. O consumo alimentar foi
mensurado por meio do célculo da diferenca entre o peso da dieta ofertada e o restante nao
consumido, sendo este valor ajustado pelo nimero de animais por gaiola e multiplicado pelas
calorias por grama da respectiva dieta, apresentando assim o valor didrio, em quilocalorias
(kcal), consumido por cada animal.

Ao final das cinco semanas de experimenta¢ao os animais foram submetidos aos Teste
de Sensibilidade a Insulina (TSI) e Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) para verificar o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. O tempo de jejum antecedente a eutandsia variou de
acordo com o objetivo do experimento, ndo ultrapassando 16 horas. Os animais foram
eutanasiados por meio de inje¢do intraperitoneal de solucdo de ketamina (50mg/Kg) e xilasina
(20mg/Kg) seguido de deslocamento cervical, conforme orientado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG). Apds a eutandsia, ocorreu a retirada de sangue
(por puncao cardiaca), figado, tecido adiposo epididimal (TAE) e tecido adiposo subcutaneo
(TAS). Os orgaos foram pesados e armazenados a -70°C ou imediatamente processados, de

acordo com a necessidade da analise posterior.

3.3. Permeabilidade Intestinal

A permeabilidade intestinal foi aferida a partir da medida de difusdo da radioatividade

no sangue, apos gavagem de DTPA marcado com tecnécio — 99m (0,1 mL de **™TC — DTPA,
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contendo 18,5 MBq *™Tc), segundo o protocolo descrito por Trindade e colaboradores
(Trindade, et al., 2018). A coleta de sangue ocorreu quatro horas apos a gavagem, sendo o
sangue colocado em tubos especificos para a medida de radioatividade. A leitura foi realizada
utilizando o aparelho Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA,

USA). Os dados foram expressos em % da dose, calculada a partir da formula: [(contagem por

minuto [cpm de sangue/ com da dose administrada)] x 100.

3.4. Avaliacio do estado nutricional

Albumina

Albumina corresponde a uma das principais proteinas no sangue, e seu nivel plasmatico
¢ utilizado para avaliagdo do estado nutricional e também da fun¢do hepatica (Morbarhan,
1988). A mensuragdo do nivel de albumina sérica ocorre através da identificacdo do nivel de
desvio do pico de absortividade maxima do verde de bromocresol quando este corante se liga
a albumina (Howorth, 1971).

A concentragdo da albumina em jejum foi determinada utilizando kit enzimatico
comercial (Labtest#19-1/250), em ensaio de microplaca de 96 pogos, nos quais foram inseridos
2uL de soro puro ou padrdo, ambos em duplicata, seguido de 200uL do reagente de cor. Apos
a homogeneizagao, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 minutos, e a absorbancia
lida a 630nm em leitor de microplaca (VarioskanTM Flash Multimode Reader, Thermo Fisher
Scientific, USA). O resultado, em g/dL, foi obtido a partir da razdo da absorbancia do teste em
relacdo ao padrdo e este resultado multiplicado por 3,8 que corresponde a concentragdo (g/dL)

do padrao.
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Proteinas Totais

A analise do nivel de normalidade de albumina sérica se baseia na relagdo com a
quantidade de proteinas totais, sendo que cerca de 50% destas correspondem a albumina (Zaias,
et al., 2009). Sendo assim a quantidade de proteinas totais no soro foi mensurada a partir da
reacdo de ions de cobre com as ligagdes peptidicas das proteinas em meio alcalino resultando
em uma coloracao purpura (Meulemans, 1960).

O nivel de proteinas totais em jejum foi determinado utilizando kit enziméatico comercial
(Labtest#99-250), em ensaio de microplaca de 96 pogos, nos quais foram inseridos 4uL de soro
puro ou padrdo, ambos em duplicata, seguido de 200uL do reagente de cor. Apds a
homogeneizagao, a placa foi incubada a 37°C por 10 minutos, ¢ a absorbancia lida a 545nm em
leitor de microplaca (VarioskanTM Flash Multimode Reader). O resultado, em g/dL, foi obtido
a partir da razdo da absorbancia do teste em rela¢do ao padrao e este resultado multiplicado por

4, que corresponde a concentragdo (g/dL) do padrio.

3.5. Teste de Sensibilidade a Insulina

O Teste de Sensibilidade a Insulina (TSI) foi realizado para avaliar o possivel
desenvolvimento de resisténcia a este hormodnio, ja que esta ¢ uma das consequéncias
associadas ao ganho exacerbado de peso e sua consequente sindrome metabolica. Este teste
consiste na medi¢do do nivel de glicose no sangue antes da aplicacdo intraperitoneal de insulina
(0,75U/Kg de peso corporal) e apos 15, 30 e 60 minutos. O teste foi realizado quatro dias antes
da eutanasia, os animais ndo foram submetidos a jejum (Santos, et al., 2008), o sangue foi
retirado da cauda e a glicemia foi aferida por um glicosimetro portatil, Accu-Check Performa

(Roche, Diagnostics, USA), gerando resultados em mg/dL. A 4rea sob a curva foi obtida a partir
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do calculo da area entre o eixo X e a curva de interesse utilizando o software GraphPad Prism

(versdao 9.0.0).

3.6. Teste de Tolerancia Oral a Glicose

O Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) visa aferir indiretamente o funcionamento
da insulina dos animais, pois verifica alteragdes na glicemia ao longo do tempo, apos
administracdo de glicose. Neste teste os animais foram submetidos a jejum de seis horas,
seguido de gavagem oral de solugcdo de D-Glicose (2g/Kg de peso corporal) e medi¢do da
glicemia antes da administragdo e ap6s 15, 30, 60 e 120 minutos (Santos, et al., 2008). O teste
foi realizado dois dias antes da eutanasia e, assim como no TSI, o sangue foi retirado da cauda
e a glicose aferida pelo mesmo glicosimetro portatil. A area sob a curva foi calculada da mesma

forma descrita para o TSI

3.7. Avaliacao do perfil lipidico associado ao metabolismo hepatico

O perfil lipidico dos animais foi avaliado a partir da dosagem dos niveis séricos de
triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL, utilizando kits enzimaticos comerciais
(Labtest, Brasil). Para a realiza¢do destes testes, os animais foram submetidos a jejum de 16
horas, como recomendado por Bellantuono e colaboradores (2020) para estudos de

metabolismo hepético (Bellantuono, et al., 2020).

Triglicerideos
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O nivel de triglicerideos no soro ¢ determinado a partir de reagdes em cadeia, sendo que
inicialmente a lipase hidrolisa os triglicerideos da amostra liberando glicerol e acidos graxos.
O glicerol sofre entdo a¢do da glicerolquinase que o converte em glicerol-3-fosfato, que por sua
vez ¢ oxidado em dihidroxiacetona e perdxido de hidrogénio. Por fim, o peréxido de hidrogénio
¢ acoplado com 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, produzindo uma quinoneimina que gera uma
coloragao avermelhada proporcional a quantidade de triglicerideos (Fossati & Prencipe, 1982).

A concentragdo de triglicerideos foi determinada em ensaio de microplaca de 96 pogos,
nos quais foram inseridos 2uLL de soro puro ou padrao, ambos em duplicata, seguido de 200uL.
do reagente de cor (Labtest#87-2/100). Apds homogeneizagdo, a placa foi incubada a 37°C por
10 minutos e a absorbancia lida a 505nm em leitor de microplaca (Epoch Microplate
Spectrophotometer, BioTek, USA). O resultado, em mg/dL, foi obtido a partir da razdo da
absorbancia do teste em relacdo ao padrio e este valor multiplicado por 200, que corresponde

a concentracao (mg/dL) do padrao.

Colesterol Total e HDL

O nivel de colesterol total ¢ obtido a partir da acdo da enzima colesterol esterase que
hidrolisa os ésteres de colesterol a colesterol livre. A enzima colesterol oxidase, oxida o
colesterol livre formando a colest-4-en-ona, tendo peréxido de hidrogénio como subproduto da
reacdo. O peroxido de hidrogénio produzido oxida fenol e 4-aminoantipirina gerando uma
coloragcdo avermelhada diretamente proporcional a concentra¢do de colesterol da amostra
(Allain, et al., 1974).

A concentragdo de colesterol total, assim como a de triglicerideos, foi determinada em
ensaio de microplaca de 96 pocos utilizando a mesma quantidade de soro, padrdo e reagente de

cor (Labtest#76-2/100). A placa também foi incubada a 37°C por 10 minutos e a absorbancia
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lida a 500nm em leitor de microplaca (Epoch Microplate Spectrophotometer). O resultado, em
mg/dL, foi obtido a partir da razdo da absorbancia do teste em relagdo ao padrdo e este valor
multiplicado por 200, que corresponde a concentragdo (mg/dL) do padrao.

J& o colesterol HDL foi medido a partir da precipitacao inicial seletiva das lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por acido
fosfotiingstico (H3PW,04) e cloreto de magnésio (MgCl,). Apds a adi¢do dos precipitantes ao
soro, a solucdo foi submetida a centrifugacdo de 3.500rpm por 15 minutos, para obtencdo do
sobrenadante, que foi utilizado para medida do HDL (Lopes-Virella, et al., 1977). Este
sobrenadante foi entdo pipetado, na microplaca de 96 pogos, e os procedimentos seguintes
foram realizados de acordo com o protocolo utilizado para a medida do nivel de colesterol total.
Por fim, para calcular o nivel de colesterol HDL, em mg/dL, foi realizado o calculo da razdo da
absorbancia do teste em relacdo ao padrao e o resultado multiplicado por 40, que corresponde

a concentracao (mg/dL) do padrao (Labtest#13-50).

3.8. Extracao de lipideos por FOLCH

O ensaio de FOLCH, de maneira adaptada, foi realizado com o intuito de verificar o
efeito da dieta associada ou ndo a infec¢@o, no acimulo de gordura no figado (Folch, et al.,
1957). 100mg de figado, previamente congelado a -70°C, foram homogeneizados em 950uLlL
de solucao de cloroférmio:metanol (2:1). Posteriormente foram adicionados 200uL de metanol,
e as amostras centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos. O sobrenadante resultante dessa
centrifugacdo foi transferido para um tubo limpo, previamente pesado. 400uL de cloroférmio
e 320uL de solugao de NaCl a 0,73% foram adicionados e homogeneizados ao sobrenadante
coletado. A amostra resultante foi centrifugada a 3000rpm por 10 minutos, sendo a fase superior

descartada e a inferior submetida a 3 lavagens consecutivas com 300uL de solu¢cdo de FOLCH
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(2% de NaCl a 0,2%, 3% Cloroférmio, 47% de agua destilada, 48% de metanol). Por fim, a
amostra foi submetida a secagem em estufa a 60°C. O tubo contendo a amostra seca foi
novamente pesado, sendo a quantidade de lipideos da amostra calculada a partir da diferenca

de peso do tubo com e sem amostra processada.

3.9. Isolamento de adipocitos e de células da fracido vascular estromal

As células da fragdo vascular estromal, que correspondem aos outros tipos celulares que
ndo sdo adipdcitos, foram isoladas do tecido adiposo epididimal para realizagdo de cultura e
subsequente medida da producdo de citocinas, além de citometria de fluxo para a avaliacdo da
composicdo celular do tecido nas condi¢des estudadas. Os procedimentos utilizados para
isolamento destas células se basearam no protocolo desenvolvido em 1964 por Rodbell
(Rodbell, 1964), que consiste basicamente em extracdo do tecido, digestdo e separagdo das
células por densidade.

Cerca de 1g de tecido adiposo epididimal foi extraido do animal, em capela de fluxo
laminar, e inserido em recipiente estéril contendo meio DMEM completo (DMEM acrescido
de 2% de Soro fetal bovino inativado e 0,2% de Penicilina/Estreptomicina). Caso o peso do
tecido ndo atingisse 1g foi realizado pool de dois ou mais animais do mesmo grupo. Em seguida,
o tecido foi transferido para outro recipiente estéril para ser submetido a digestdo com 4mg de
colagenase VIII (Sigma #C2139) acrescido a 3mL de tampao de digestdo, que ¢ composto de:
DMEM incompleto, 4% de Albumina bovina livre de 4cidos graxos e 0,1% de Glicose. Apos a
degradacdo do tecido, por meio de cortes com tesoura cirurgica, os tubos foram incubados por
40 minutos, 37°C sob agitagdo constante para finalizacdo da digestdo. Apds o término da
incubag¢do o conteudo foi filtrado em rede de nylon e lavado trés vezes com DMEM completo.

Entre cada processo de lavagem o contetdo foi submetido a centrifugagdo a 500rpm, 4°C por 3
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minutos. Apos cada centrifugagdo o contetido dos tubos foi separado, sendo o infranadante
retirado e armazenado para posterior isolamento das células estromais e as células do
sobrenadante (adipocitos) submetidas ao processo consecutivo de lavagem. Finalizado o
processo de lavagem, o sobrenadante restante corresponde aos adipocitos isolados.
Posteriormente, todo o infranadante armazenado (células da fracdo vascular estromal) foi
centrifugado a 1.300rpm, 4°C por 10 minutos, seguido do descarte do sobrenadante,
ressuspensao das células em ImL de DMEM completo e contagem de células em camara de

Neubauer.

3.10. Cultura de células estromais e adipocitos

As células da fragdo vascular estromal (5x10° células em cada mL) e os adipdcitos
(3x10° células em cada mL) foram cultivadas em placa de 24 pogos, com estimulo de PMA
(0,4mg/mL) e Ionomicina (5mg/mL), em estufa a 37°C contendo 5% de CO,, por 24 horas.
Ap6s o término da incubagao, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C até a realizagao

do teste de CBA (Cytometric Bead Array) ou ELISA.

3.11. Cytometric Bead Array

O ensaio de Cytometric Bead Array (CBA) foi realizado para detectar possiveis
diferencas na producdo de citocinas, pelas células isoladas do tecido adiposo epididimal, no
contexto de dieta hiperlipidica associada ou ndo a infec¢do helmintica. Para realizacdo deste
ensaio foi utilizado o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit

(BD#560485).
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Antes de iniciar o teste houve reconstitui¢ao e dilui¢do seriada do padrao (1/2 até 1/256),
preparo do mix de beads de deteccdo de citocinas (sendo necessario 3ulL de cada suspengdo de
bead para cada poco) e descongelamento das amostras, em temperatura ambiente, seguido de
centrifugacdo a 10.000rpm por 5 minutos. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos de fundo
em U (Falcon#353077), compativel com o citdmetro no qual foi realizada a leitura. Inicialmente
25ul. de padrao ou amostras ou reagente diluente (controle negativo) foram pipetados nos
respectivos pogos, seguido de 21ul do mix de beads, 18ul do reagente de deteccao,
homogeneizagado e incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitagao constante. Apos
a incubagdo, foi realizada a lavagem dos pocos, com 130uL de tampao de lavagem seguido de
centrifugagdo por 10 minutos a 1.400rpm, 18°C. O sobrenadante foi entdo cuidadosamente
retirado, de forma que as beads ndo fossem removidas, sendo posteriormente adicionado a placa
175uL de tampdo de lavagem, para aquisi¢do no citdmetro. A leitura foi realiza no aparelho
FACSVerse (Becton Dickinson and Company, USA) da plataforma de citometria do Instituto
René Rachou/Fiocruz-Minas. Os resultados foram entdo analisados pelo FCAP Array Software,
sendo medidos a partir da intensidade da fluorescéncia de PE (“sanduiche” bead +

amostra/padrao).

3.12. ELISA

A dosagem da producao de adiponectina pela cultura de adip6citos foi realizada através
do Ensaio imunoenzimatico (ELISA). A adiponectina corresponde a uma importante proteina
secretada pelo tecido adiposo que age potencializando o efeito da insulina, principalmente no
musculo esquelético e figado (Berg, et al., 2001) (Chandran, et al., 2003). No musculo, ¢
responsavel por aumentar a fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina aumentando a
sensibilidade a este hormonio (Chandran, et al., 2003). No figado, ¢ capaz de diminuir o influxo
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de 4cidos graxos livres e aumentar a oxidacdo dos mesmos, ocasionando em menor deposi¢ao
de glicose hepatica e sintese de triglicerideos, aumentando também a sensibilidade a insulina
(Chandran, et al., 2003). Age também no endotélio vascular exercendo uma fungdo
diferenciada, pois atua principalmente na diminui¢do da adesdo de mondcitos, impedindo a
inflamagdo (Chandran, et al., 2003). E encontrada em abundancia no plasma de pessoas
saudaveis (entre 1,9 e 17ug/mL) e suas elevadas concentragdes indicam uma relacdo inversa
com diversas alteracdes morfologicas e metabolicas como circunferéncia da cintura, quantidade
de gordura visceral, nivel de triglicerideos, glicose em jejum e insulina e também com o
desenvolvimento de diabetes tipo II (Arita, et al., 1999; Ryo, et al., 2004; Li, et al., 2009). Além
disso, o nivel de colesterol HDL parece estar diretamente relacionado com a quantidade de
adiponectina (Ryo, et al., 2004).

A realizagdo do teste de ELISA ocorreu de acordo com a recomendacao do fabricante
(R&D#DY1119), sendo que inicialmente 100uL da solugdo contendo o anticorpo de captura
foi pipetada na placa, que foi entdo selada e incubada overnight a 4°C. Apos trés lavagens
consecutivas com solucdo de PBS acrescido de Tween 20 (0,05%), foi realizado o bloqueio da
placa com solu¢do de 1% BSA sendo incubada por 1 hora a 37°C. Depois de uma nova
sequéncia de lavagem, 100uL de amostras e padrdes foram pipetados nos respectivos pocos,
seguido de incubagdo por 2 horas a 37°C. Novamente foram realizadas lavagens, seguido de
adigdo de 100uL de anticorpo de deteccdo biotinilado e mais uma incubagao por 2 horas a 37°C.
Apo6s as duas horas a placa foi lavada trés vezes e em seguida 100uL de estreptavidina
conjugada com peroxidase de rabano foi adicionada em todos os pogos e a placa foi incubada
por 20 minutos, no escuro, a 37°C. Uma ultima sequéncia de lavagens foi realizada e por fim
foram adicionados 100uL da solugdo de substrato (Na,HPO, + Acido Citrico + TMB + H,0,)
seguido por uma incubacao final de 20 minutos, novamente protegido da luz e a 37°C. Apoés os

20 minutos, para parar a rea¢ao foram adicionados 52ulL de 2N H2SO4, e a leitura foi realizada
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no comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram entdo expressos de acordo com a

conversao da absorbancia lida com a respectiva concentracao indicada pelo padrio.

3.13. Citometria de Fluxo

Células estromais isoladas de acordo com o protocolo descrito acima foram submetidas
a andlise de citometria de fluxo com o intuito de distinguir as populagdes celulares especificas.
Para isto foram utilizados dois painéis: Caracterizagdo de Linfocitos T e Caracterizagdo de
Células T reguladoras. Apds o término das marcacdes os dados foram adquiridos no citdmetro
BD LSRFortessa utilizando o software BD FACSDiva e as analises realizadas com auxilio do

programa FlowJo V10.5.3.

Painel Caracterizagdo de Linfocitos T

A partir da marcagdo deste painel foi possivel distinguir as subpopulagdes de células T
helper (Th1, Th2, Th17). As células foram pipetadas em placa especifica (1x10° células por
po¢o), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (30uL) acrescido de anticorpo anti-FcyR
/1T CD16/32 (clone 2.4G2) (1:50), sendo incubadas em temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por 30 minutos. Depois da primeira lavagem com tampao FACS (PBS + 2% Soro Fetal
Bovino), as células foram fixadas e permeabilizadas com 100uL de FixPerm (eBioscience
#00552300). Apds incubagdo de 20 minutos, as células foram novamente lavadas, agora com
100uL de PermWash (eBioscience #00552300), e centrifugadas a 2.000rpm por 8 minutos. Em
seguida ocorreu a marcacdo intracelular (30ul) por 45 minutos, ao abrigo da luz e sob
refrigeragdo a 4°C. Apos trés lavagens consecutivas com PermWash, as células foram enfim
ressuspendidas em 200uL de tampao FACS para serem adquiridas no citometro de fluxo. As

informagdes sobre todos os anticorpos utilizados neste painel estdo descritas na tabela 2.
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Para andlise das subpopulagdes de células T, inicialmente foi verificada a qualidade da
aquisi¢do das amostras através da ferramenta Check sample quality do programa FlowJo. As
leituras das amostras foram aceitas, sofreram ajustes ou foram recusadas seguindo protocolo
automatico dessa ferramenta.

A estratégia de gate para analise deste painel (Fig. 5) foi iniciada a partir dos dados de
tamanho e granulosidade (SSC-A x FSC-A), para a delimitacdo do gate de linfocitos, que
corresponde a células pequenas e pouco granulosas. Dentro do gate de linfocitos foi demarcado
o gate de células tinicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para excluir possiveis grumos celulares.
E dentro do gate de singlets, nas amostras que apresentaram algum problema, foi excluido, no
gate tempo, 0 momento que indica as eventuais interrupgdes na aquisi¢do. A partir da populacao
resultante foram selecionadas sequencialmente as populagdes CD3" (SSC-A x CD3) e CD4"
(SSC-A x CD4). Dentro das células consideradas CD3'CD4", a partir dos fatores de transcri¢io

T-bet, GATA3 e RORyt foi possivel identificar as células Thl, Th2 e Th17 respectivamente

(Fig. 5).

Tabela 2: Anticorpos utilizados no painel Caracteriza¢io de Linfocitos T, de acordo com

o fluorocromo e o tipo de marcacao (extra ou intracelular)

Anticorpo Fluorocromo Marcacgao
CD3 (Biolegend #100205) PE Extracelular
CD4 (Biolegend #100449) BV510 Extracelular
GATA3 (Biolegend #653808) Alexa Fluor 488 Intracelular
RORy t (BD Horizon #562684) PE-CF594 Intracelular
T-bet (Biolegend #644806) PecP/Cy5.5 Intracelular

Painel Caracterizacdo de células T reguladoras
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As marcacdes realizadas para este painel foram destinadas exclusivamente para a
identificacdo e caracterizacdo fenotipica de células T reguladoras, sendo todos os anticorpos
utilizados listados na tabela 3. A caracterizagdo fenotipica das Tregs teve como base os
marcadores que, de acordo com a literatura, conferem o fenotipo tinico de Tregs residentes no
tecido adiposo (Feuerer, et al., 2009). O processo de marcagdo extra e intracelular ocorreu da
mesma maneira descrita para o Painel de Caracterizagdo de Linfocitos T.

Novamente, para iniciar a analise foi delimitado o gate de linfécitos, seguido pelo gate
de células tnicas. A partir do gate resultante e analise de SSC-A x CD3, seguida de SSC-A x
CD4 foi delimitada a populagdo CD3"CD4" que apds analisada considerando CD25 x Foxp3,
resultou na delimitagdo das células T reguladoras, que sdo duplo-positivas (Fig. 6). Dentro das
células Tregs, foram analisadas isoladamente as populagdes positivas para LAP, GITR, CD152

e CD134.

Tabela 3: Anticorpos utilizados no painel Caracterizacdo de células T reguladoras, de

acordo com o fluorocromo e o tipo de marcacao (extra ou intracelular)

Anticorpo Fluorocromo Marcacgao
CD3 (Biolegend #100225) BV570 Extracelular
CD4 (Biolegend #100449) BV510 Extracelular
CD25 (Biolegend #102038) BV650 Extracelular
CD134 (Biolegend #119418) PE/Dazzle Extracelular
CD152 (Biolegend #106323) BV605 Extracelular
Foxp3 (Biolegend #320014) APC Intracelular
GITR (Biolegend #120211) Alexa Fluor 488 Extracelular
LAP (Biolegend #141410) PercP/Cy5.5 Extracelular
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nas Tregs positivas para cada um destes marcadores.
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3.14. Ensaio funcional de células T reguladoras

Para realizar o ensaio in vitro de funcionalidade das Tregs foi necessério separar essa
populacdo das outras células do sistema imune presentes na fragdo estromal isolada
previamente. Para isto, foi utilizado o kit Dynabeads FlowComp Mouse CD4 CD25" Treg
Cells (Invitrogen#11463D), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Inicialmente
foi adicionado a amostra um mix de anticorpos que se ligam as células ndo positivas para CD4.
Dynabeads foram entdo adicionadas e se ligaram no complexo anticorpo-célula durante curta
incubagdo. Células que se ligaram nas beads foram separadas por um imd e descartadas
imediatamente. As células CD4" restantes foram marcadas com anticorpo FlowComp CD25 ¢
foram positivamente selecionadas também utilizando beads. Por fim, durante incuba¢do com
tampdo especifico ocorreu a liberagdo das células CD4'CD25" das Dynabeads, estando assim
as Tregs prontas para uso. Vale ressaltar que o kit garante pureza de aproximadamente 90%, ja
que mais de 88% das células CD4'CD25" sdo Tregs, além de viabilidade superior a 95%.

As células T efetoras (Teft) por sua vez, foram isoladas do bago de camundongos
controle, ou seja, sem influéncia de infec¢do helmintica e da dieta hiperlipidica. O bago foi
incialmente processado em macerador de tecido e centrifugado a 1.500rpm por 10 minutos. As
células resultantes passaram pelo processo de lise das hemacias (incubacio por 2 minutos com
solu¢do de cloreto de amdnio e bicarbonato de sodio), seguido de nova centrifugagdo. As
células de interesse foram entdo ressuspendidas em ImL de PBS sem Ca®" e Mg® e
suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino. As células Teft também foram isoladas a partir
do kit Dynabeads FlowComp Mouse CD4 CD25" Treg Cells (Invitrogen#11463D), porém
foram obtidas da fracdo de células que ndo se ligaram ao complexo Bead-Anticorpo CD25.

Ap0s a purificacdo das populacdes de interesse, o ensaio de funcionalidade das Tregs

foi realizado como descrito na literatura (Collison & Vignali, 2011), sendo a atividade destas
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células medida pela taxa proliferagdo das células Teft marcadas com CFSE. Apds o isolamento,
as Teft foram lavadas com PBS 1X e marcadas com CFSE por 10 minutos a 37°C (1uL de
CFSE em 1000uL de PBS para 1x10° células). A reagdo foi paralisada em geladeira com meio
RPMI completo por cinco minutos, e as células foram centrifugadas a 1.500rpm por 10 minutos
e ressuspendidas no volume desejado para o plaqueamento (2,5x10* células em 50uL).

Com as células Teft j4 marcadas com CFSE, prosseguiu-se para a realizagdo do ensaio.
Foram testadas seis propor¢des de Teft:Treg, iniciando com a razdo de 2:1, além de um pogo
controle no qual ndo foram inseridas Tregs . Para testar estas razdes inicialmente foi realizada
uma diluigdo seriada das células Treg, de forma que o pogo mais concentrado ficasse com
1,25x10* células. Apos essa diluicao, 2,5x10* células Teft foram adicionadas em todos os
pogos. Por fim, com o intuito de ativar as células Teft foi acrescentado 0,625ulL de Dynabeads
Mouse T-Activator CD3/CD28 (Life Technologies#11452D) por poco. A placa foi entdo
incubada em estufa com ambiente de 5% CO; a 37°C por 72 horas. Apos o término da
incubacao, as células foram adquiridas no citdometro BD LSRFortessa utilizando o software BD
FACSDiva e as andlises realizadas com auxilio do programa FlowJo V10.5.3. A anélise foi
feita utilizando a ferramenta Proliferation Modeling, sendo ajustado inicialmente o pico 0 (a
partir do poco de células marcadas, porém ndo estimuladas), seguido de corre¢cdes no nimero
de picos, distdncia entre os picos e largura dos picos, gerando um modelo. Apods a criagdo do

modelo, o proprio FlowJo gera o resultado da porcentagem de proliferagao.

3.15. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism,
versdo 9.0.0. Para comparacdes multiplas entre os quatro grupos de estudo, os dados foram

submetidos ao teste Mixed-effects analysis, enquanto andlises entre dois grupos foram
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realizadas a partir do two-tailed Student’s test. Os resultados foram apresentados pela média e

erro padrao da média, sendo considerado 5% (p<0,05) como nivel de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. A infeccdo por Heligmosomoides polygyrus atenua o ganho de peso nos estagios

iniciais do desenvolvimento de obesidade induzida por dieta hiperlipidica

O efeito da infec¢do helmintica sob pardmetros relacionados ao ganho de peso (peso
corporal e dos tecidos) e consumo alimentar foi o primeiro alvo de investigacdo do presente
estudo. No geral, constatamos que a infec¢ao previne o ganho exacerbado de peso em animais
alimentados com DIO (Fig. 7A) (DIO Ct: 27,16x1,20g; DIO Inf: 23,38+0,65g) e que este efeito
ndo ¢ decorrente de uma redugdo no consumo alimentar dos animais do grupo DIO Inf
(14,13+1,19kcal/animal/dia) quando comparados aos do DIO Ct (15,87+0,79kcal/animal/dia)
(Fig. 7B). A diferenca no ganho de peso entre os dois grupos que receberam DIO ¢ refletida
tanto no peso relativo do tecido adiposo epididimal (DIO Ct: 3,52+0,25%; DIO Inf:
1,80+0,11%) quanto no subcutaneo (DIO Ct: 2,16+0,22%; DIO Inf: 1,33+0,12%) (Fig. 7C/D),
sendo ambos menores no grupo DIO Inf. Vale ressaltar que esta diferenca de peso entre grupos
“infectado” e “ndo infectado” ndo foi observada no grupo que recebeu dieta controle (AIN)
(AIN Ct: 22,39+0,53g; AIN Inf: 21,42+0,40g) (Fig. 7A), sendo possivel inferir que a diferenca
no ganho de peso nos grupos DIO também ndo ocorre devido a espoliacdo do parasito. Diante
destas evidéncias podemos afirmar que na ruptura da homeostase devido a administracdo de
dieta hiperlipidica, a infec¢do por H. polygyrus ¢ capaz de exercer influéncia benéfica no
controle do ganho de peso, desde estagios iniciais da induc¢ao dos dois estimulos.

Os resultados encontrados pelo presente estudo sdo corroborados pela literatura tanto
em modelos de infeccdo por H. polygyrus (Su, et al., 2018) quanto por outros parasitos, como
S. mansoni (Hussaarts, et al., 2015) e N. brasiliensis (Yang, et al., 2013). Su e colaboradores

(2018) demonstraram em um modelo experimental semelhante ao utilizado no presente estudo
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(camundongos C57BL/6 e dieta indutora de obesidade com 60% de gordura) que a infec¢ao por
H. polygyrus exerce efeito no controle do ganho de peso tanto em infec¢des de curto (30 dias
ou 4 semanas), quanto de longo prazo (105 dias ou 15 semanas) (Su, et al., 2018). Em ambos
os tempos de infec¢do, associada a dieta hiperlipidica os autores observaram menor ganho de
peso no grupo infectado, assim como menor peso do tecido adiposo gonadal e subcutaneo, sem
evidéncias de alteragdes no consumo alimentar. Este estudo agrega uma informagao importante,
pois demonstra que o efeito exercido pela infec¢ao nos estagios iniciais do desenvolvimento de
obesidade permanece ao longo do tempo, mesmo em um modelo longo de indu¢do de ganho de
peso (Su, et al., 2018). Este estudo prévio corrobora com a ideia de que o que observamos no
presente estudo pode ser extrapolado para modelos mais convencionais de indugdo de
obesidade, como 8 ou 16 semanas.

Outros estudos demonstram também o efeito benéfico da infec¢do helmintica na
obesidade. Por exemplo, a infeccdo por S. mansoni em camundongos C57BL/6 alimentados
com uma dieta com 45% de gordura resultou em redu¢ao no tamanho dos adipocitos, em ganho
de peso 62% menor e também em redugdo de 89% da massa do tecido adiposo (Hussaarts, et
al., 2015). No entanto, a infec¢do por S. mansoni apresenta algumas desvantagens ao
hospedeiro, ja que além de seu ciclo de vida ndo ocorrer exclusivamente no intestino (passa
pela circulagdo e figado), a infecgdo pode ocorrer de forma intensa, gerando sintomas nos
modelos experimentais (anemia, perda de peso, diarreia sanguinolenta), podendo acarretar
inclusive em exclusdes de animais sintomaticos (Doenhoff, et al., 2002). Considerando 14
semanas de infecgdo por N. brasiliensis em camundongos RIP2-Opal Ko alimentados com dieta
com 60% de gordura, foi observado redugdo de 15% no ganho de peso e de 40% no peso do
tecido adiposo epididimal e subcutaneo (Yang, et al., 2013). O uso de N. brasiliensis como
modelo de infec¢ao em estudos associados a obesidade exige a constante reinfeccao dos animais

J& que o sistema imune dos mesmos consegue eliminar completamente a infec¢do apos cerca
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de duas semanas (Camberis, Le Gros & Urban Jr, 2003; Yang, et al., 2013). Porém, ¢
interessante observar que mesmo apds a eliminagdo completa do parasito, os animais
previamente infectados ganham 9% menos peso que os animais ndo infectados, ambos
alimentados com dieta hiperlipidica (Yang, et al., 2013). Apesar destas outras infeccoes,
demonstrarem resultados benéficos diante a administragcdo de dieta hiperlipidica, as limitagdes
e os possiveis maleficios decorrentes das mesmas fazem com que a infec¢do por H. polygyrus
seja um modelo mais adequado para este tipo de estudo.

A associagdo entre infeccdo e menor ganho de peso ndo foi demonstrada apenas em
modelos experimentais. Estudos realizados na Indonésia constataram que a presenca de
infecgdo por espécies de helmintos transmitidos pelo solo est4 associada a um menor indice de
massa corporal e também menor valor de circunferéncia de cintura (Wiria, et al., 2013; Wiria,
etal., 2015).

Portanto, nossos dados sdo coerentes com aqueles apresentados na literatura
demonstrando que a infeccdo helmintica previne o ganho ponderal tanto em modelos

experimentais quanto em casos clinicos.
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Figura 7: Infeccdo por Heligmosomoides polygyrus atenua o ganho de peso em
camundongos C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica por cinco semanas, apesar de niao
alterar o consumo calérico. Porcentagem de ganho de peso dos quatro grupos ao longo das
cinco semanas de experimentacdo (A). Média do consumo alimentar (kcal/animal/dia) dos
diferentes grupos que receberam DIO (B). Peso relativo em percentual do tecido adiposo
epididimal (C) e subcutaneo (D) em relagdo ao peso corporal final. Resultados expressos como
média + erro padrao da média e representativos de pelo menos trés experimentos independentes.
A Mixed effects analysis (n=5 por grupo), B, C e D Two-tailed t test (C: n=10, D: n=5).
* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001 entre os grupos DIO.

55



4.2. Parametros fisiologicos associados ao estado nutricional sio mantidos inalterados
tanto na presenca de infeccio quanto nos estagios iniciais do desenvolvimento de

obesidade

Apesar dos efeitos benéficos da infeccdo helmintica em diferentes situagdes de doencgas
inflamatorias, como alergia das vias aéreas, obesidade e diabetes (Taylor, et al., 2005; Wilson,
et al., 2005; Hubner, Stocker & Mitre, 2009; Liu, et al., 2009; Grainger, et al., 2010; Metenou,
et al., 2010; Layland, et al., 2013; Yang, et al., 2013; Hussaarts, et al., 2015; Berbudi, et al.,
2016; Marimoto, et al., 2016; Pace, et al., 2018; Su, et al., 2018; Shimokawa, et al., 2019), por
ndo fazerem parte da microbiota inerente do hospedeiro podem-se surgir questionamentos
quanto aos efeitos deletérios destas infecgdes na satide do hospedeiro. Um dos orgdos
potencialmente mais afetados pela infeccdo por H. polygyrus seria o intestino, ja que a maior
parte de sua fase adulta ocorre no lumen do intestino delgado, especificamente no duodeno
(Monroy & Enriquez, 1992). Na literatura, o que se sabe sobre o efeito da infec¢do por H.
polygyrus no intestino ¢ controverso, sendo que foi demonstrado tanto um efeito deletério
através do aumento da permeabilidade (Su, et al., 2011) e consequente redugdo na absorcao de
glicose (Marimoto, et al., 2016), quanto efeito protetor de danos na mucosa durante indugdo de
colite (Sutton, et al., 2008). Alteragdes no intestino, como o aumento da permeabilidade
intestinal, também podem ser observadas em modelos de indu¢do de obesidade, o que acaba
acarretando no desenvolvimento de inflamagdo e posteriormente em disfungdes no
metabolismo de glicose (Cani, et al., 2007). No entanto, estas alteracdes no intestino associadas
a dieta hiperlipidica foram observadas em modelos longos de inducdo de obesidade, ex. 8
semanas (Sugimura, et al., 2019). Sendo assim, para verificar se a infec¢do ¢ a administragdo
de dieta hiperlipidica por cinco semanas exercem efeito sob a integridade do intestino no

contexto do presente estudo, foi realizado o ensaio de permeabilidade intestinal.
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Ao medir a difusdo da radioatividade no sangue dos animais de ambos os grupos
alimentados com dieta hiperlipidica, ndo foi possivel observar diferenga neste parametro entre
os grupos DIO Ct (0,011+0,0071cpm/g) e DIO Inf (0,012+0,0062cpm/g) (Fig. 8A). Além disso,
o resultado obtido para ambos os grupos ndo difere do descrito na literatura para camundongos
controle (0,010cpm/g) (Trindade, et al., 2018), o que sugere que nem a dieta nem a infec¢do

estejam influenciando este pardmetro no modelo experimental do presente estudo.
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Figura 8: Infeccio por Heligmosomoides polygyrus e dieta hiperlipidica nao alteram
parametros associados ao estado nutricional de camundongos C57BL/6. Permeabilidade
intestinal inferida a partir da difusdo da radioatividade no sangue, mensurada pela % da dose
de DTPA (contagem de sangue por minuto/contagem por minuto da dose administrada) (A).
Nivel de proteinas totais (B) e albumina (C) no soro, mensurados a partir de kits enzimaticos,
apos cinco semanas de administra¢do de dieta hiperlipidica. Resultados expressos como média

+ erro padrdo da média e representativos de um experimento (n=10). Two-tailed t test.

Ao n3o demonstrarmos influéncia da infec¢do por H. polygyrus na permeabilidade
intestinal, observamos um fendmeno diferente do que ¢ descrito em alguns trabalhos na
literatura que evidenciam ndo s6é o aumento da permeabilidade devido a infec¢do por H.
polygyrus (Shea-Donohue, et al., 2001; Chen, et al., 2005), como também alteracdes nas
proteinas de tigh junction e e-caderinas (Su, et al., 2011). No entanto, ha trés fatores comuns
entre eles que os diferem do presente estudo: 1. a utilizacdo de camundongos BALB/c; 2; o uso
de camundongos fémeas; e 3. a andlise do efeito da infeccdo apos 7 dias da inoculacdo do

parasito (Shea-Donohue, et al., 2001; Chen, et al., 2005; Su, et al., 2011). A que chama mais
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atengdo ¢ o tempo de andlise, ja que o dia 7 pds infeccdo corresponde justamente a curta fase
histotréfica da larva (Monroy & Enriquez, 1992). Até aproximadamente o nono dia pos
infeccdo as larvas de H. polygyrys permanecem no tecido, podendo de fato estar associado a
danos teciduais no hospedeiro (Fig. 9) (Monroy & Enriquez, 1992). Apos esta fase, entretanto,
as larvas migram para o limen do intestino onde permanecem pelo restante do seu ciclo de vida
(Monroy & Enriquez, 1992). Sendo assim, podemos inferir que os efeitos observados
previamente, 7 dias apds a infec¢do, ndo estdo sendo observados no presente estudo devido ao
momento de andlise, j& que as alteragdes iniciais na permeabilidade podem ter sido restauradas
ao longo do tempo. Essa possibilidade ganha suporte pelo trabalho de Sutton e colaboradores
(2008), que demonstra que mesmo no contexto de indugdo de colite, apos 14 dias de infecgao,
a presenca do parasito esta associada a um aumento na resisténcia da mucosa no cé6lon (Sutton,
et al., 2008). Dessa forma, nossos dados contribuem para esclarecer que a infec¢do por H.
polygyrus ndo prejudica a permeabilidade intestinal na fase cronica da infecgado, fase relevante
para os estudos de imunomodula¢do, sendo um modelo seguro para os estudos da influéncia da
infeccdo helmintica em doencas inflamatorias.

Apesar da literatura mostrar evidéncias de que o aumento no consumo de gorduras esta
relacionado com o aumento na permeabilidade intestinal (Brun, et al., 2007; Shea-Donohue,
2018), este efeito nio foi observado no grupo DIO Ct. E provavel que essa auséncia na alteragio
da permeabilidade intestinal decorra do tempo reduzido em dieta hiperlipidica do nosso estudo,
Jé& que os estudos que avaliam o efeito dessa dieta na permeabilidade sdo realizados com tempo
minimo de 8 semanas (Sugimura, et al., 2019).

Além do teste de permeabilidade intestinal, foi mensurado o nivel sérico de albumina,
jé& que a reducdo na quantidade dessa proteina esta associada ndo s6 com alteragdes intestinais,
mas também funciona como indicativo de desnutrigdo (Morbarhan, 1988). Assim como no

resultado de permeabilidade, o nivel sérico de albumina dos dois grupos DIO ndo diferiu entre

58



si, além de estarem dentro do esperado (aproximadamente 2,25g/dL — corresponde a 47% do
valor de proteinas totais) (Valor de albumina deve ser entre 46 ¢ 58% do valor de proteinas
totais (Zaias, et al., 2009)) (Fig. 8B/C).

A avaliagdo do estado nutricional dos camundongos ¢ necessaria em estudos de infec¢ao
helmintica, pois a literatura mostra que a presenga do parasito pode levar a um desbalanco
nutricional no hospedeiro (Petkevicius, 2007). O primeiro ponto que vale a pena ressaltar ¢ o
fato de que a causa mais comum de desnutri¢do relacionada a infec¢des helminticas ocorre
devido a diminui¢do no consumo alimentar dos animais infectados (Petkevicius, 2007), o que
ndo foi observado no presente estudo (Fig. 7B) e nem outros trabalhos similares (Hussaarts, et
al., 2015) (Shimokawa, et al., 2019). Além disso, a literatura mostra que camundongos
C57BL/6 sdo energeticamente mais eficientes na presenca de infec¢do quando comparados com
outras linhagens, o que significa que ndo alteram o gasto energético e nem o consumo caldrico,
€ mesmo assim conseguem manter a estrutura corporal durante a infeccdo (Wong, et al., 2007).
Associado a isso, foi possivel observar que os niveis de albumina sérica se mantém inalterados
(Fig. 8C), sendo que a dosagem desta proteina corresponde ao indicador bioquimico mais
utilizado para avaliagdo de desnutricdo (Keller, 2019). A associagdo destes resultados leva a
conclusdo de que, no nosso estudo, a infec¢do ndo estd sendo responsavel por causar danos
nutricionais ao hospedeiro. Outros testes, como de calorimetria indireta, poderiam ser aplicados
para agregar informagdes ndo apenas a respeito do estado nutricional, mas também sobre a taxa
metabolica basal (Even & Nadkarni, 2012), podendo ser considerados como perspectivas para
investigacdes futuras. No entanto, se consideramos a literatura, o trabalho que fez andlise de
calorimetria indireta, avaliando consumo calérico momentaneo, atividade locomotora, gasto

energético e troca respiratoria, no contexto de dieta hiperlipidica e infec¢do por S. mansoni, nao
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observou diferenca em nenhum dos parametros analisados entre os animais “infectado” e “nao

infectado” (Hussaarts, et al., 2015).

Figura 9: Ciclo de vida do Heligmosomoides

Rodent polygyrus. A infec¢do ocorre por meio de ingestao
de larvas em estagio, L3, que seguem para o
intestino, para uma curta fase larval histotrofica.
Durante esta fase as larvas amadurecem para L4 e

apos alguns dias de encistamento, migram para o

Araia ‘ Mouth lumen do intestino aonde permanecem aderidos.

No lumen, a larva agora em fase adulta, inicia a

\% producdo de ovos, que sdo eliminados nas fezes.
L1 Fora do hospedeiro o ovo eclode, se tornando larva

L3 (L1) e amadurece no ambiente até o estagio

infectante (L3). Fonte: Monroy e Enriquez (1992).

4.3. Infeccdo por H. polygyrus previne o inicio do desenvolvimento de alteracoes

metabolicas resultantes da dieta hiperlipidica

Além de atenuar o ganho de peso, seria interessante verificar se a infec¢@o seria capaz
de prevenir o desenvolvimento de alteracdes metabolicas associadas a obesidade, ja que estas
resultam em consequéncias mais graves como diabetes tipo II, hipertensdo e esteatose hepatica
(Singla, Bardoloi & Parkash, 2010). Inicialmente verificamos o efeito da infeccdo sob o
metabolismo de glicose associado a funcionalidade das células B-pancreaticas. Constatamos
que os animais alimentados com dieta hiperlipidica e infectados com H. polygyrus apresentaram
menor nivel sérico de glicemia (163+2,9mg/dL), apos jejum de 6 horas, quando comparados
com animais ndo infectados (189+6,1mg/dL) (Fig. 10A). Além disso, responderam melhor ao
teste de tolerancia a glicose retornando mais rapidamente ao nivel basal de glicose no sangue

(Fig. 10B/C). Ambos resultados indicam que a presenca da infeccdo atenua o inicio de
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disfunc¢des no funcionamento da insulina. A resposta dos animais infectados a administragdo

de insulina também foi mais eficiente que a dos ndo infectados, sendo a queda de glicose maior

no grupo DIO Inf, o que sugere que a infecgdo melhora a sensibilidade a insulina (Fig. 10D/E).
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Figura 10: Infeccido por Heligmosomoides polygyrus previne disfuncdes metabdlicas

associadas as células B-pancreaticas mesmo apos administracio de dieta hiperlipidica.

Nivel de glicose sérica apds jejum de 6 horas (A). Nivel de glicose no sangue, ao longo do

tempo, apos gavagem de glicose (TTOG) (B). Area sobre a curva (AUC) obtida a partir do

TTOG (C). Nivel de glicose no sangue, ao longo do tempo, apds injecdo intraperitoneal de

insulina (TSI) (D). Area sobre a curva (AUC) obtida a partir do TSI (E). Resultados expressos

como média + erro padrdo da média e representativos de um experimento (A-E n=5). Two-

tailed t test. * p<0,05 ** p<0,01.
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Melhora na tolerancia oral a glicose p6s jejum de 6 horas, ja foi relatada em estudo de
infeccdo por Litomosoides sigmodontis associada a dieta hiperlipidica, tanto com apenas uma
infeccdo quanto em experimento de reinfecgdes diarias (Berbudi, et al., 2016). No entanto,
diferente do trabalho citado anteriormente, nosso estudo, além de observar diferenca na
tolerancia a glicose, observa melhor sensibilidade a insulina (Fig. 10D/E) e controle do peso
corporal (Fig. 7A) na presenca do parasito. Inclusive o menor ganho de peso nos animais
infectados pode ser considerado um dos responsaveis pela melhora no metabolismo de glicose,
J4& que este esta diretamente relacionado ao indice de massa corporal (Siegel, et al., 2008). Além
disso, a manutencao fisioldgica da sensibilidade a insulina ¢ de extrema importancia para o
metabolismo em geral, pois o desenvolvimento da sua resisténcia e a consequente desregulacao
do metabolismo de glicose corresponde ao primeiro passo para desregulacio em todo
metabolismo energético (Wilcox, 2005). Assim como no presente estudo, outros trabalhos da
literatura comprovaram melhorias em parametros associados a insulina (nivel sérico de insulina
e HOMA-IR) decorrentes da infec¢do tanto por H. polygyrus (Marimoto, et al., 2016), quanto
por N. brasiliensis (Yang, et al., 2013) e S. mansoni (Hussaarts, et al., 2015) em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica.

Os resultados vistos nessa se¢do podem ser comparados com estudos em humanos, ja
que em individuos previamente infectados com Schistossoma foi possivel observar menores
niveis de glicemia de jejum e glicose pos-prandial, assim como menor resisténcia a insulina
(Chen, et al.,, 2013). Foi observado também em individuos diabéticos infectados com
Strongyloides stercoralis menor nivel sérico de insulina e glucagon quando comparado aos
individuos ndo infectados, sendo essa diferenga perdida apos tratamento com anti-helmintico
(Rajamanickam, et al., 2018). Wiria e colaboradores (2015) mostra que na presenca de infec¢ao
h4 melhora na sensibilidade a insulina, verificada a partir da diminuigdo de HOMA-IR em cinco

diferentes infec¢des (Ascaris lumbricoides, Necator americanus, Ancylostoma duodenale,
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Strongyloides stercoralis e Trichuris trichiura), além do que individuos que apresentaram mais
de um parasito tiveram valor de HOMA-IR 0.10 menor para cada infec¢ao adicional (Wiria, et
al., 2015).

Ap6s verificar melhora na acdo da insulina devido a presenca do parasito, surgiu-se a
necessidade de averiguar o efeito da infec¢do no figado dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica, j& que este ¢ um importante 6rgao nao sé para o metabolismo de glicose, como
também para o metabolismo lipidico (Anstee & Goldin, 2006). A influéncia da infeccdo pode
ser observada desde o aspecto macroscopico, sendo a massa do figado dos animais do grupo
DIO Inf (0,94+0,04g) significativamente menor que a dos animais do grupo DIO Ct
(1,10+0,03¢g) (Fig. 11A). Essa redu¢@o na massa reflete diretamente na quantidade de gordura/g
deste 6rgao, ja que esta também ¢ menor no grupo DIO Inf (DIO Ct: 49,43+3,96mg; DIO Inf:
32,29+0,68mg) (Fig. 11B). Embora a administracio de dieta hiperlipidica por 5 semanas possa
parecer curta para a verificagdo de acumulo de lipideos no figado, ja foi demonstrado na
literatura que dieta com menor porcentagem de gordura do que a utilizada no presente estudo ¢
capaz de induzir este efeito tdo cedo quanto apdés um més de alimentagdo (VanSaun, et al.,
2009). Observamos em nosso estudo que além de exercer melhora direta no acimulo de gordura
hepatica, a infeccdo reduziu também o nivel sérico de triglicerideos (DIO Ct:
107,8+0,80mg/dL; DIO Inf: 98,53+1,61mg/dL) (Fig. 11C) e aumentou o de colesterol HDL
(DIO Ct: 21,46+0,6 Img/dL; DIO Inf: 25,67+1,13mg/dL) (Fig. 11D), apesar de ndo alterar o de
colesterol total (DIO Ct: 209,9+4,70mg/dL; DIO Inf: 203,8+9,67mg/dL) (Fig. 11E).

O efeito protetor de H. polygyrus no desenvolvimento de dislipidemia em camundongos
alimentados com DIO, ja foi observado em estudos de infec¢do de curta (28 dias) (Shimokawa,
et al., 2019) e longa duracao (105 dias) (Su, et al., 2018), sendo que neste ultimo foram
encontrados resultados similares aos nossos, i.e. diminui¢do de triglicerideos e manutenc¢do do

nivel de colesterol total na presenga do parasito. Associado a prevencao da dislipidemia (Fig.
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11C), o menor ganho de peso (Fig. 7) e a manuten¢do do funcionamento da insulina (Fig. 10)
podem explicar o menor acimulo de gordura no figado dos animais do grupo DIO Inf (Fig.
11B), ja que o desenvolvimento da esteatose hepatica esté relacionado ao ganho exacerbado de
peso e as desregulagdes metabolicas (Anstee & Goldin, 2006). Além disso, estudos prévios
demonstraram que o efeito protetor da infec¢@o no desenvolvimento de esteatose hepatica pode
ser mediado através da redug@o na expressao de genes associados a lipogénese (PPARy (Yang,
et al., 2013), Fasn, Acly, Acaca (Su, et al., 2018)), ja que o excesso de lipogénese leva ao

desenvolvimento de esteatose hepatica.
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Figura 11: Infeccdo por Heligmosomoides polygyrus exerce papel critico durante a
administracio de dieta hiperlipidica, evitando alteracdes morfologicas no figado, bem
como melhorando parametros séricos associados ao metabolismo lipidico. Peso do figado
(A). Quantificagdo hepatica dos lipideos, extraidos por FOLCH (B). Nivel sérico de
triglicerideos (C), colesterol HDL (D) e colesterol total (E) apos jejum de 16 horas. Resultados
expressos como média + erro padrdo da média e representativos de um experimento (n=10).

Two-tailed t test. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001.
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4.4. Associacdo entre infec¢do por H. polygyrus e dieta hiperlipidica resulta em

aumento da secre¢do de adipocitocinas reguladoras

Ap0s observar as melhorias associadas ao metabolismo nos animais infectados, surgiu
a necessidade de buscar explicacdes bioldgicas responsdveis por tais efeitos. Para isto,
mensuramos a secre¢ao de adipocitocinas pelas células do tecido adiposo epididimal. O tecido
adiposo ¢ o maior 6rgdo endocrino do corpo, sendo responsavel pela secrecdo de diversos
hormdnios, também chamados de adipocinas; como leptina, adiponectina e resistina, que sao
essenciais para a manuten¢do da homeostase metabolica (Tilg & Moschen, 2006; Cao, 2014).
A adiponectina por exemplo, ¢ considerada uma das principais adipocinas associadas ao
metabolismo de glicose, agindo principalmente no musculo esquelético e figado,
potencializando o efeito da insulina (Berg, et al., 2001; Chandran, et al., 2003). Além das
adipocinas, ha no tecido adiposo uma elevada secre¢do de citocinas pelas células imunes
presentes neste 6rgao e € bem claro na literatura que durante o processo de ganho de peso ha
alteracdes na secrecdo destas citocinas, que também acabam sendo responsaveis por gerar
alteracdes metabodlicas (Hotamisligil, 2017). Em individuos magros, ha predominancia de
citocinas do tipo 2 e reguladoras (IL4, IL5, IL13, IL10), que estdo associadas, por exemplo,
com a manutencao da sensibilidade a insulina (Patel, Buras & Balasubramanyam, 2013). Ja nos
individuos obesos, ocorre maior producdo de citocinas predominantemente de carater
inflamatorio, como IFN-y e IL6, relacionadas a intolerdncia a glicose (Patel, Buras &
Balasubramanyam, 2013). Para se referir em conjunto as adipocinas e citocinas produzidas por
células do tecido adiposo, a literatura utiliza a nomenclatura adipocitocina (Cao, 2014), e é
devido ao importante papel que exercem no metabolismo que mensuramos o nivel das mesmas.

Observamos que ndo ha diferenga na secrec¢ao das citocinas inflamatorias IL17A (DIO

Ct: 0,32+0,15pg/mL; DIO Inf: 0,51+0,16pg/mL) (Fig. 12A), TNF (DIO Ct: 40+4,6pg/mL; DIO
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Inf: 42+5,9pg/mL) (Fig. 12B) e IL6 (DIO Ct: 7+0,79pg/mL; DIO Inf: 7,6+1,4pg/mL) (Fig.
12C) pelas células do tecido adiposo, de animais infectados ou ndo submetidos a dieta indutora
de obesidade. No entanto, a concentracdo de TNF e IL6 apresenta valores aumentados quando
comparados com animais em homeostase, de acordo com o que ¢ descrito na literatura. Para
TNF o valor basal secretado por células provenientes do tecido adiposo corresponde a 20pg/mL
(Santos, et al., 2019), enquanto para IL6 espera-se concentracao entre 0,5 e Spg/ml (O'Neill, et
al.,, 2013). Quando mensuramos as adipocitocinas associadas a homeostase, IL10 (DIO
Ct:1,3+0,44pg/mL; DIO Inf: 3,9+0,74pg/mL) (Fig. 12D) e adiponectina (DIO
Ct:197+£70pg/mL; DIO Inf: 1081+232pg/mL) (Fig. 12E), verificamos que ambas apresentaram

valores superiores nos animais infectados quando comparados aos nao infectados.
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Figura 12: Infeccio por Heligmosomoides polygyrus aumenta a secrecao de adipocitocinas
anti-inflamatorias, apesar de manter inalterada a producio das inflamatorias.
Concentragdo em pg/mL, medido em ensaio de Cytometric Bead Array, das adipocitocinas
IL17A (A), TNF (B), IL6 (C) e IL10 (D) no sobrenadante de cultura de células provenientes do
tecido adiposo epididimal. Concentragdo de Adiponectina mensurada por ELISA no
sobrenadante de cultura de adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal. Resultados
expressos como média + erro padrdo da média e representativos de um experimento (n=7).

Two-tailed t test. * p<0,05 ** p<0,01.
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O aumento de TNF e IL6 no tecido adiposo ¢ um fendmeno observado em diversos
trabalhos que utilizam dieta hiperlipidica (O'Neill, et al., 2013; Kern, et al., 2019; Santos, et al.,
2019), inclusive em associagdo com infec¢ao (Hussaarts, et al., 2015; Su, et al., 2018). IL6 ¢é
descrita por exercer papel deletério no metabolismo de glicose, ja que o aumento na secre¢ao
desta citocina esta associado ao inicio do estabelecimento de uma inflamagao cronica, que leva
a disfuncdes nas ilhotas pancredticas, que a longo prazo ocasionam no desenvolvimento de
diabetes tipo 2 (O'Neill, et al., 2013). No presente estudo observamos aumento na secrecao de
IL6 em ambos os grupos alimentados com dieta hiperlipidica, porém a pior resposta a insulina
s0 foi observada no grupo DIO Ct, sendo este efeito prevenido pela infec¢do com H. polygyrus
(Fig. 10).

A secrecao de TNF durante o processo de ganho de peso, leva a ativagdo de c-Jun N
terminal kinase 1 e IKK que inibem a fosforilacdo em serina do IRS-1, levando a altera¢des na
sensibilidade a insulina (Aguirre, et al., 2000). Observamos a secre¢do de niveis consideraveis
de TNF em ambos os grupos, infectado e nao infectado, que receberam dieta hiperlipidica no
presente estudo, fenomeno que ja foi observado em infec¢do por S. mansoni (Hussaarts, et al.,
2015). Hussaarts e colaboradores (2015) demonstram que apesar do aumento de TNF associado
a dieta hiperlipidica, a infeccdo helmintica melhora a resposta do TTOG e TSI, além de
melhorar o nivel sérico de insulina, o que demonstra que o aumento isolado desta citocina nao
¢ suficiente para induzir os efeitos deletérios no metabolismo. Junto ao aumento de TNF, o
aumento de IL4 e IL5 no tecido adiposo gonadal, que estdo associados a melhora na
sensibilidade a insulina (Patel, Buras & Balasubramanyam, 2013), podem estar
contrabalanceando o efeito de TNF (Hussaarts, et al., 2015). No caso do presente estudo,
observamos aumento de IL10 (Fig. 12D) e adiponectina (Fig. 12E) no tecido adiposo. O
aumento de IL10 ¢ descrito em praticamente todos os estudos que demonstram os efeitos

benéficos da infecgdo na indugdo de obesidade, sendo associado ao controle no
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desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Marimoto, et al., 2016), melhora nos niveis séricos de
triglicerideos (Su, et al., 2018) e melhor sinaliza¢do e sensibilidade a insulina (Pace, et al.,
2018). Dentre estes efeitos da IL10 descritos na literatura, a melhora no nivel sérico de
triglicerideos e na sensibilidade a insulina foram também observados nos animais infectados do
presente estudo, podendo o aumento desta citocina no grupo DIO Inf estar associado a estas
melhorias. Além disso, o aumento na secre¢ao de IL10 pode também estar auxiliando no menor
acumulo de gordura no figado dos animais infectados, pois ¢ descrito na literatura que a
diminui¢do da secre¢do de IL10 em associagdo com o aumento de TNF torna o figado mais
sensivel ao desenvolvimento de esteatose hepatica (Day, 2002). O aumento na secre¢do de
citocinas reguladoras devido a infec¢do ndo ¢ observado em humanos, sendo que as melhorias
metabolicas, como prevencdo de diabetes tipo 2, estdo associadas com menor secre¢do de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (Aravindhan, et al., 2010; Rajamanickam, et al.,
2020).

A adiponectina ¢ encontrada em abundancia no plasma de pessoas saudaveis e suas
elevadas concentracdes indicam uma relagdo inversa com diversas alteragdes morfoldgicas e
metabodlicas como circunferéncia da cintura, quantidade de gordura visceral, nivel de
triglicerideos, glicemia em jejum e insulina sérica, e também com o desenvolvimento de
diabetes tipo II (Arita, et al., 1999; Ryo, et al., 2004; Li, et al., 2009). Além disso, o nivel de
colesterol HDL parece estar diretamente relacionado com a quantidade de adiponectina (Ryo,
et al., 2004). Considerando a influéncia da adiponectina sobre os parametros citados
anteriormente, menor ganho de peso (Fig. 7A), menor peso do tecido adiposo visceral (Fig. 7C)
e subcutaneo (Fig. 7D), redugdo no nivel sérico de glicose em jejum (Fig. 10A) e triglicerideos
(Fig. 11C), e aumento de colesterol HDL (Fig. 11D) foram efeitos que também observamos nos
animais infectados no presente estudo, podendo estar associadas a maior secrecdo de

adiponectina. O efeito indireto da importancia da infeccdo na secre¢do de adiponectina e a
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consequente influéncia desse hormoénio no metabolismo de glicose também foi demonstrado
em humanos, sendo que o tratamento com anti-helmintico diminui a concentracdo de
adiponectina, além de aumentar a de leptina, contribuindo para o aumento da resisténcia a

insulina (Tahapary, et al., 2017).

4.5. Infec¢do helmintica aumenta o numero de células T reguladoras no tecido
adiposo, além de evitar a migracio de células inflamatorias para o mesmo tecido

durante administragio de dieta hiperlipidica

O estabelecimento e a manutenc¢do da inflamagao no tecido adiposo devido a alteragdes
no infiltrado celular, que deixa de ter carater regulador e anti-inflamatorio e passa a ser pro-
inflamatorio, consiste no principal fator responsavel pelo desenvolvimento de obesidade e suas
doengas associadas (Gregor & Hotamisligil, 2011). Em contrapartida, a modulagdo do sistema
imune devido a presenca do parasito, ex. aumento de Th2/Tregs/Bregs, ¢ descrita como a
responsavel por diminuir a inflamag¢do e impedir o desenvolvimento das consequéncias
associadas a doengas tipicamente inflamatorias (Bach, 2002). Ao observarmos menor ganho de
peso e melhora no perfil metabdlico no grupo DIO Inf, hipotetizamos que a infeccdo estaria
sendo responsavel por modular o sistema imune, reduzindo a migracao de células inflamatorias
e aumentando as células reguladoras. Para testar esta hipotese realizamos anélises de citometria
de fluxo, com énfase nas subpopulagdes de células T, para caracterizar o perfil celular tecidual
de cada grupo.

Considerando as subpopulacdes de células T auxiliares constatamos uma redu¢do nas
populacdes de carater inflamatorio Thl (Fig. 13A/B) e Th17 (Fig. 13C/D) apenas no grupo que
recebeu infeccdo por H. polygyrus. Além disso, o nimero de células Th2 por grama de tecido
adiposo (Fig. 13E/F) foi maior no grupo DIO Inf, como ja era esperado, pois infec¢des

helminticas de fato induzem este subtipo celular (Monroy & Enriquez, 1992). Por fim,
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observamos uma maior quantidade de células Tregs, importante célula secretora de IL10, no
grupo DIO Inf (Fig. 14).

Ao buscarem mecanismos imunoldgicos associados aos beneficios das diversas
infec¢des helminticas no ambiente de desenvolvimento de obesidade, varios estudos investigam
a indugdo da ativacdo alternativa de macrofagos (Yang, et al., 2013; Hussaarts, et al., 2015;
Berbudi, et al., 2016; Marimoto, et al., 2016; Pace, et al., 2018; Su, et al., 2018) pelo seu efeito
no controle do peso corporal (Yang, et al., 2013; Hussaarts, et al., 2015; Su, et al., 2018), na
manuten¢do da sensibilidade a insulina (Lumeng, Bodzin & Saltiel, 2007; Patel, Buras &
Balasubramanyam, 2013), na tolerancia a glicose (Berbudi, et al., 2016), na redugdo da
inflamacdo (Viola, et al., 2019) e até na regulagdo da microbiota (Pace, et al., 2018). Dois
subtipos celulares induzidos por infec¢des helminticas podem auxiliar na diferenciagdo destes
macrofagos: os eosinofilos e os linfécitos Th2. Os eosindfilos sdo uma das maiores fontes
produtoras de IL4 sendo considerados o principal responsavel pela manutencao dos macrofagos
M2 no tecido adiposo (Wu, et al., 2011). A relacdo entre eosinofilos e macréfagos M2 € tao
bem estabelecida que a maioria dos estudos que observam aumento de ativagao alternativa de
macrofagos, na conjuntura de dieta hiperlipidica e infec¢do, também demonstram aumento de
eosinofilos (Hussaarts, et al., 2015; Berbudi, et al., 2016). Por outro lado, surpreendentemente
poucos estudos investigaram a proporc¢do e o efeito das células Th2 na obesidade associada a
infeccdo, apesar destas células também serem importantes produtoras de citocinas responsaveis
pela indug@o de macréfagos M2 (Kang, et al., 2008). Mesmo o presente estudo nao verificando
altera¢des na abundancia de células da imunidade inata na infec¢do por H. polygyrus associada
a dieta hiperlipidica, podemos inferir que uma possivel explicacdo para os beneficios
observados anteriormente (Figs. 7/10/11) seja a a¢do de células Th2, na ativacdo de eosinofilos
e macrofagos. Além disso, o aumento na diferenciagdo de Th2 no tecido adiposo dos animais

infectados pode também estar auxiliando na regulacdo negativa de células Thl e Thl7, cujo
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aumento esta associado a alimentag¢do com dieta hiperlipidica (Ignacio, Kim & Kim, 2014) e
com a disfun¢do metabolica (Zeng, et al., 2012). Essa reducdo de células inflamatorias no tecido
adiposo do grupo DIO Inf, pode ainda ser mais um fator que contribui para a melhora observada
no metabolismo lipidico, sendo, por exemplo, a propor¢ao de Th1 descrita como negativamente
correlacionada com o nivel de colesterol HDL (Cheng, et al., 2019; Cai, Jin & Chen, 2021),
exatamente como visto na Figura 13B e Figura 11D.

A acdo das células Th2 também parece ser essencial para garantir uma menor deposicao
de gordura no figado, j4 que camundongos deficientes em STAT6, um fator de transcrigdo
essencial para o estabelecimento da resposta Th2, desenvolvem esteatose hepatica quando
alimentados com dieta hiperlipidica, mesmo na presenga de infec¢cao helmintica (Yang, et al.,
2013). Apesar disso, nesses mesmos camundongos ha melhora no metabolismo de glicose,
sugerindo que os efeitos da infec¢do advém também de outros mecanismos independentes de
Th2/M2 (Yang, et al., 2013). Alguns trabalhos avaliaram o papel de células Foxp3 " nos efeitos
metabolicos associados a helmintos, porém obtiveram resultados ainda incertos. Berbudi e
colaboradores (2016) mostraram que a administracdo de antigenos de L. sigmodontis resulta
em aumento na transcri¢ao de Foxp3 no tecido adiposo epididimal, porém a deple¢do das Tregs
ndo implicou em reversdo dos efeitos do helminto no metabolismo de glicose, inferindo que
estas células ndo sdo responsaveis pelos beneficios observados (Berbudi, et al., 2016). Su e
colaboradores (2018) por sua vez, apesar de verem resultados similares ao do presente estudo,
como a diminui¢do na transcri¢do de T-bet, RORyt e aumento de GATA3 no linfonodo
mesentérico, ndo observam alteragdes na transcricdo de Foxp3 também neste 6rgdo, em
camundongos C57BL/6 infectados com H. polygyrus e alimentados com dieta hiperlipidica (Su,
et al., 2018). Embora estes estudos prévios ndo demonstrem uma influéncia de células Tregs no
contexto de infec¢do e dieta hiperlipidica, acreditamos que elas devem ser investigadas mais a

fundo, até porque foi observada uma maior propor¢ao destas células no grupo DIO Inf, além
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do que a diminuicdo de Tregs ¢ um efeito classico induzido pela obesidade (Feuerer, et al.,
2009).

O ambiente inflamatorio estabelecido no tecido adiposo durante a obesidade ¢
desfavoravel para as Tregs que tendem a sair do tecido nestas condigdes (Feuerer, et al., 2009).
Essa diminui¢do de Tregs além de estar associada com a manutencdo da inflamacao (Feuerer,
et al., 2009), também influencia no desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina e da
aterosclerose (Cipolletta, et al., 2011). Como observado por este estudo, de fato o grupo que
apresenta menor nimero de Tregs no tecido (Fig. 14) também tem maior proporc¢do de células
inflamatorias no tecido adiposo (Fig. 13B/D) e resisténcia periférica a insulina (Fig. 10D/E).
Em contrapartida, no grupo infectado hd maior nimero destas células, que podem estar sendo
induzidas justamente pela presenga de H. polygyrus (McSorley & Maizels, 2012). O aumento
das Tregs no grupo DIO Inf esteve associado ao menor infiltrado inflamatorio no tecido adiposo
e a manuten¢do da homeostase metabolica, que ja foi comprovada por estar associada a
sustentagdao no numero destas células (Feuerer, et al., 2009; Pereira, et al., 2014). Além disso,
essas Tregs podem ser responsaveis pela maior producdo de IL10 (Fig. 12D), ja que foi
comprovado que as Tregs residentes no tecido adiposo secretam altas quantidade desta citocina,
maiores inclusive que as provenientes dos linfonodos, baco e pulmao (Feuerer, et al., 2009).
Outros estudos também tém demonstrado o efeito benéfico de Tregs no metabolismo lipidico,
J& que a proporg¢ao de Tregs parece estar associada aos niveis plasmaticos de HDL (Rodriguez-
Perea, et al., 2015; Cai, Jin & Chen, 2021). Este fato foi observado no presente estudo sendo
que o grupo DIO Ct tem menor nivel de colesterol HDL e menor nimero de Tregs, enquando
o oposto ocorre no grupo DIO Inf, maior nivel sérico de HDL e maior porcentagem de Tregs

no tecido adiposo.
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Figura 13: Infec¢io helmintica altera o infiltrado inflamatorio do tecido adiposo durante alimentacio com dieta hiperlipidica, diminuindo
a migracio de células tipicamente inflamatorias Th1l e Th17, e aumentado a de Th2. Contour Plots representativos e porcentagem ou numero
de células/g de Thl (A/B), Th17 (C/D) e Th2 (E/F) no tecido adiposo dos dois grupos estudados, obtidos através de analises de citometria de fluxo
(n=10). Two-tailed t test. * p<0,05 **** p<0,0001.
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74



4.6. Infec¢do helmintica associada a dieta indutora de obesidade altera a expressio de

marcadores de superficies de células T reguladoras residentes no tecido adiposo

Com o intuito de compreender melhor a influéncia da infec¢do helmintica no fenotipo
das Tregs na obesidade, avaliamos a expressdo de marcadores de superficies altamente
expressos nas Tregs residentes do tecido adiposo epididimal. Dentre os marcadores
investigados, GITR, CD134 e CD152, estdo associados com a funcionalidade de Tregs através
da interacdo célula-célula (Feuerer, et al., 2009), enquanto o LAP ¢ um marcador da secre¢do
de TGF-B (Khalil, 1999). Esta avalia¢ao do fenotipo € de extrema importancia no contexto de
dieta hiperlipidica, pois é discutido na literatura que o fenétipo das células Foxp3" do tecido
adiposo exerce influéncia nos pardmetros metabolicos (Feuerer, et al., 2009). Dentre os
marcadores analisados, GITR (Fig. 15A/B/C) e CD152 (Fig. 15D/E/F) ndo apresentaram
diferenga em porcentagem, no nimero de células positivas/g de TAE e nem em MFI entre os
grupos estudados. J4 LAP (Fig. 15G/H/I) e CD134 (Fig. 15J/K/L) estdo mais expressos em
células Foxp3" proveniente do grupo DIO Inf quando comparados com o grupo que nio recebeu
infeccdo. Ambos os pardmetros apresentam diferenca na porcentagem de células (Fig. 15G/J)
e MFI (Fig. 15I/L), porém apenas LAP também esta aumentado quando se considera o nlimero
de células/g de TAE (Fig. 15H).

E descrito pela literatura que a alta expressdo de GITR nas Tregs ocorre de maneira
constitutiva, e esta associada a ativac¢ao destas células (You, et al., 2009). De fato, observamos
uma elevada expressdo dessa proteina em ambos os grupos de estudo alcangando positividade
em 90% das Tregs e se consideramos ela como um marcador de ativagdo, podemos inferir que
as Tregs residentes no TAE estdo sendo ativadas independentemente da infec¢do. Alguns
trabalhos de infec¢do helmintica mostram elevada regulacdo de GITR na superficie das Tregs

(Taylor, et al., 2005; White, McManus & Maizels, 2020), o que contribui para a manutengao

75



do parasito, ja que a inibi¢do da expressdo da mesma foi associada ao aumento da resposta de
expulsdo (Taylor, et al., 2005; D'Elia, et al., 2009). Como nio observamos redu¢ao na expressao
de GITR, podemos especular que essa caracteristica das Tregs pode contribuir com a
permanéncia cronica de H. polygyrus no hospedeiro. J& em relacdo ao metabolismo, foi
demonstrado que o aumento da expressao de GITR induz a expansdo de Tregs o que ocasiona
atraso/prevencdo do desenvolvimento de diabetes em camundongos NOD (Cari, et al., 2020).
Apesar da elevada expressao de GITR em ambos os grupos, como ndo houve diferenca nesse
parametro entre eles ¢ possivel inferir que os efeitos da infecgdo no metabolismo de glicose no
grupo DIO Inf (Fig. 10) ndo estejam relacionadas com a expressdo desse receptor.

CD152 também denominado de CTLA-4, corresponde a outro marcador de ativacao das
Tregs. O CTLA-4 ao se ligar a CD80 ou CD86 nas células dendriticas, inibe a ativagdo de
células T efetoras pelas mesmas (White, McManus & Maizels, 2020). O aumento da expressao
de CTLA-4 na superficie das Tregs ¢ demonstrado em diversas infec¢des helminticas como
Brugia malayi (McSorley, et al., 2008), L. sigmodontis (Taylor, et al., 2007), S. mansoni
(Walsh, Smith & Fallon, 2007), Trichinella spiralis (Ahn, et al., 2016) e N. americanus (Ricci,
et al.,, 2011), estando associado a imunossupressdo do hospedeiro o que contribuiu para a
cronificagdo da infec¢do. Trabalhos que neutralizam CTLA-4, observam maior eliminagao do
parasito (Taylor, et al., 2007; Tang, et al., 2014), induzida pela acelerada e prolongada ativagao
de mastocitos e aumento de citocinas do tipo 2 (Blankenhaus, et al., 2011). White e
colaboradores (2020) discutem que este aumento de CTLA-4 nas Tregs implica em células mais
ativas, que poderiam potencialmente ser eficientes supressoras em doencas inflamatdrias
(White, McManus & Maizels, 2020). No presente estudo ndo foi possivel verificar aumento
dessa proteina nos animais infectados, o que mostra que assim como GITR, a indu¢do desse
marcador ndo parece ser responsavel pela diminuicao de células Thl e Th17 no grupo DIO Inf.

Como refor¢o disso, ja foi descrito que a imunossupressdo induzida por H. polygyrus é
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dependente de CTLA-4 apenas nos estagios iniciais da infec¢do, sendo que ap6s 21 dias estas
moléculas passam a ndo exercer mais influéncia (Bowron, et al., 2020).

LAP se liga fortemente ao TGF- de membrana, e quando entra em contato com outra
célula leva a ativagdo desta citocina e a inducdo da resposta celular (Nakamura, Kitani &
Strober, 2001). Nesse contexto, a indugdo da conversio de células CD4" naive em Tregs,
através da expressio de Foxp3, corresponde a uma das a¢des realizadas por estas células LAP”
(Zhao, Liao & Kang, 2017). Como no presente estudo observamos aumento de células LAP"
no tecido adiposo dos camundongos infectados, seria possivel supor que a ativagdo dessa
molécula estivesse levando ao aumento no numero de Tregs no mesmo tecido. Extrapolando a
influéncia desta célula para o metabolismo, a presenca da mesma parece exercer efeito benéfico,
sendo que em camundongos deficientes para leptina (ob/ob — modelo para estudos de diabetes
tipo 2), a indugiio de Tregs LAP" est4 associada a melhora no nivel de glicose, ¢ a redugio da
secre¢do de mediadores inflamatdrios (IL6, IL17 e IFN-y), além da diminui¢do da hiperplasia
da células B-pancreaticas, do acimulo de gordura no figado e da inflamacao do tecido adiposo
(Ilan, et al., 2010; Cipolletta, et al., 2011). J& em camundongos ApoE'/', células CD4" LAP"
estdo associadas a melhora na aterosclerose (Ying-zhong, et al., 2013). Alguns desses efeitos
induzidos por células LAP" foram observados no presente estudo no grupo DIO Inf como
melhorias no metabolismo de glicose (Fig. 10), menor esteatose hepatica (Fig. 11) e menor
inflamacdo no TAE (Figs. 12/13/14). Sendo assim, no presente contexto, as Tregs induzidas
pela infec¢ao parecem estar exercendo efeito, pelo menos parcial, nos pardmetros metabolicos
¢ inflamatorios observadas, através da agao de LAP.

Por fim, CD134 ou Ox40, corresponde a outro marcador de ativacdo de Tregs, muito
estudado no ambiente tumoral (Piconese, et al., 2014; Timperi, et al., 2016; Pacella, et al.,
2018). A sinalizacdo por Ox40 ¢é conhecida por sustentar o funcionamento de Tregs,

promovendo a expansao de células previamente quiescentes, em células estaveis e supressivas,
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responsaveis por garantir a homeostase (Piconese, et al., 2010; Piconese, et al., 2014; Deng, et
al., 2019). Assim como LAP, foi observado aumento na expressao de Ox40 no grupo DIO Inf
e devido as suas caracteristicas podemos sugerir que este receptor também estd associado ndo
s6 com o aumento no niamero de Tregs no TAE, bem como com a capacidade supressora das

mesmas, observada através da reducdo das células inflamatorias Thl e Th17.
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Figura 15: Infeccio helmintica induz a expressdo de LAP e CD134 nas Tregs residentes
no tecido adiposo, o que pode estar associado as melhorias metabolicas e inflamatorias
observadas anteriormente. Porcentagem, nimero de células/g de TAE e MFI de Tregs
(CD3'CD4'CD25 Foxp3") GITR' (A/B/C), CD152"(D/E/F), LAP" (G/H/T) e CD134" (J/K/L),
dos dois grupos de estudo, obtidos através de citometria de fluxo. Resultados expressos como
média + erro padrao da média e representativos de um experimento (n=10). Two-tailed t test. *

p<0,05 ** p<0,01 **** p<0,0001.
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4.7. Infeccdo por H. polygyrus protege as células Tregs de perder a capacidade

supressiva induzida pela dieta hiperlipidica

A influéncia do microambiente nas células imunes ndo esta restrita a alteragdes
fenotipicas, sendo descrito na literatura, por exemplo, que células Foxp3" podem perder a
funcdo supressora e de controle imune em condi¢des inflamatorias (Barbi, Pardoll & Pan,
2014). Como visto no presente estudo, a infec¢do helmintica é capaz de alterar a expressao de
marcadores fenotipicos de Tregs, mesmo em uma condicao tipicamente inflamatéria, como no
caso de alimentag@o com dieta hiperlipidica. Dentre estas alteragdes fenotipicas, observamos o
aumento de células Ox40" (Fig. 15J/L) e, devido ao fato desse receptor estar associado a
capacidade supressiva das Tregs (Piconese, et al., 2014; Timperi, et al., 2016), surgiu a
necessidade de compreendermos se a influéncia da infec¢do helmintica no fendtipo das Tregs
estende-se também a imunocompeténcia destas células. Para isto realizamos ensaio in vitro,
com diferentes propor¢des de Tregs e Teft, no qual o intuito foi verificar a capacidade das
células reguladoras em inibir a proliferagao das efetoras.

A proliferacdo basal das células Teft foi de cerca de 40% (Fig. 16). Observamos que os
camundongos do grupo DIO Ct desenvolveram importante disfun¢ao das células Tregs e foram
incapazes de inibir a proliferagdo das células Teft em todas as concentragdes utilizadas. Por
outro lado, a infec¢do com H. polygyrus foi capaz de reverter essa disfun¢cdo e observamos
inibi¢do da proliferacdo nas proporgdes 4:1 e 2:1.

O aumento na secre¢do de citocinas inflamatorias, especialmente IL6 ¢ TNF, tem sido
discutido como um dos fatores associados a perda de funcao das Tregs (Barbi, Pardoll, & Pan,
2014). A produgdo de IL6 pode ndo s6 impedir a indugao de Tregs (Kimura & Kishimoto, 2010)
como também alterar a transcri¢do de genes dessas células, fazendo com que adquiram perfil
similar as Th17, inclusive secretando IL17 (Zheng, Wang & Horwitz, 2008). J& TNF ¢ um

regulador negativo da fun¢do de Tregs, podendo desestabilizar a expressdo de Foxp3 e resultar
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na deficiéncia de indug¢do, frequéncia e estabilidade fenotipica das Tregs (Valencia, et al., 2006;
Barbi, Pardoll, & Pan, 2014). De fato, no presente estudo, observamos aumento na produgao
destas citocinas em ambos os grupos de estudo (Fig. 12B/C), porém estas parecem estar
exercendo efeito apenas nas Tregs dos animais ndo infectados, provavelmente devido ao
contrabalanco de outros pardmetros anti-inflamatorios presentes no grupo DIO Inf, como o
aumento na secrecdo de IL10 (Fig. 12D) e no numero células Th2 (Fig. 13F). Um outro
mecanismo interessante descrito na literatura é a capacidade de células Foxp3" expressarem
GATA3, sendo essa expressao crucial para a estabilidade, acimulo e funcionalidade das Tregs
(Wang, Su & Wan, 2011; Wohlfert, et al., 2011; Rudra, et al., 2012). Considerando este fato,
j& que a infec¢do ¢ capaz de aumentar células Th dependentes de GATAS3, talvez ela possa
induzir a expressdo dessa molécula também nas Tregs, o que acarretaria na manutengdo do
funcionamento das células Tregs no grupo DIO Inf mesmo na presenca de citocinas
inflamatorias. Essa especulagdo pode ser uma ideia interessante a ser investigada em estudos
futuros.

A perda da capacidade supressora das Tregs ja foi descrita por influenciar diferentes
efeitos em contextos diversos, como por exemplo nos transplantes. Liu e colaboradores (2020)
buscaram explicar porqué pessoas que t€ém hepatite autoimune apresentam pior progndstico pos
transplante hepéatico quando comparados com pacientes que apresentaram falha no figado
devido a hepatite B e constataram que este fato estd relacionado com a perda de fungdo das
Tregs (Liu, et al., 2020). Em obesidade, Smith e colaboradores (2020) demonstraram que Tregs
provenientes do tecido adiposo, mas nao do sangue periférico, de individuos obesos apresentam
menor capacidade supressora associada ao maior nivel de expressdo de marcadores de exaustao,
com PD-1 (Smith, et al., 2020). Este estudo aponta ainda que a maior exaustdo das Tregs
poderia também explicar a diminuicdo da abundancia das Tregs no tecido adiposo. Para

camundongos, um outro estudo demonstrou que PPARY exerce papel critico na acumulagio,
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fenotipo e fungdo das Tregs, sendo necessario inclusive para restaurar a sensibilidade a insulina
em camundongos obesos (Cipolletta, et al., 2012). Ambos os estudos trazem conceitos
importantes para o presente trabalho, ja que as alteracdes observadas nas Tregs (acumulo,

fendtipo e fungao), poderiam ser explicadas por um ou os dois mecanismos.
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Figura 16: Infec¢io por H. polygyrus evita perda de funcio das células Tregs, residentes
no tecido adiposo, ocasionada pela alimentacio com dieta indutora de obesidade.
Porcentagem de proliferacao das células T efetoras (Teft), em ensaio in vitro com diferentes
proporgdes de células T reguladoras. Resultados expressos como média + erro padrao da média

e representativos de um experimento (n=10). Two-tailed t test. * p<0,05.
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5. CONCLUSAO

A influéncia benéfica mediada por infec¢des diversas, principalmente helminticas, no
desenvolvimento de doengas alérgicas e autoimunes ¢ discutida na literatura desde os anos 90,
sendo corroborada por varias evidéncias epidemiologicas e experimentais. No entanto, o efeito
das infecgdes no contexto de doencas metabdlicas ainda ¢ incipiente e controverso,
especialmente em relagdo aos mecanismos imunolédgicos induzidos pelos parasitos, que acabam
modificando o perfil imunometabolico. O presente trabalho vem corroborar com o fato de que
a infeccdo por Heligmosomoides polygyrus, ¢ capaz de prevenir o ganho exacerbado de peso,
mesmo na administracdo de dieta hiperlipidica, além de observar melhora no metabolismo
lipidico e de glicose, bem como menor evidéncia de inflamacdo. No entanto, ¢ a primeira vez
na literatura que foi demonstrado que estes efeitos benéficos parecem estar fortemente
relacionados a manutencdo no nimero e funcionalidade das células T reguladoras, além da
modulagdo no fendtipo das mesmas, que passam a expressar mais marcadores associados a
ativagdo (Ox40) e secrecdo de TGF-8 (LAP). Acreditamos que a inducdo de células T
reguladoras, pela presenca do helminto, regula o estabelecimento de inflamagao, induzida pela
dieta hiperlipidica, aumentando por exemplo a secrecao de IL10 e impedindo o efeito deletério
da agdo de citocinas inflamatérias no metabolismo de glicose. Esse aumento na secrecio de
IL10, adiponectina, bem como a ativagdo das células LAP" ja foram descritos na literatura por
estarem associados com efeitos metabolicos benéficos como melhor resposta a insulina e a
prevencio de dislipidemia. Células LAP" ¢ OX40" também estio associadas a inibi¢do de
células inflamatorias Thl e Th17. Além disso, ha aumento de células Th2 também induzido
pela infec¢do que, além de auxiliar na produgdo da IL10, pode também estar relacionado a

indugdo de macrofagos M2, que por sua vez sdo conhecidos por auxiliar no controle do ganho
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de peso, na resposta a insulina e na diminui¢do do acimulo de gordura no figado. O resumo

destes mecanismos esta representado na figura 17.
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Figura 17: Modelo hipotético representando os potenciais mecanismos pelos quais

Heligmosomoides polygyrus modula o ganho de peso e o metabolismo do hospedeiro.
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