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RESUMO

OLIVEIRA, B. C. Efeito de infeccao gastrointestinal aguda sobre o desenvolvimento
de sindrome metabdlica induzida por dieta rica em frutose. 2022. no. f. 30. Trabalho
de Concluséode Curso de Farmacia-Bioquimica— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
— Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

Palavras-chave: Imunologia de Mucosas, Metabolismo, Eixo Intestino-Figado

O século 21 presenciou o crescimento da incidéncia de varias doencas crénicas néo-
transmissiveis (DCNTs), como obesidade, doencas metabdlicas, doencas
autoinflamatérias e certos tipos de tumores. Determinados comportamentos sociais como
sedentarismo e sobrenutricdo estdo alimentando o aparecimento de algumas destas
doencas. De fato, varios estudos tém apontado a emergénciadas Sindromes Metabdlicas
(SM). Algumas delas, como diabetes do tipo 2 (T2D), obesidade e dislipidemias possuem
caracteristicas metabdlicas intrinsecas, mas também um fator imunol6gico importante.
Neste estudo, procuramos estudar os mecanismos regulatorios bidirecionais entre
imunologia e metabolismo envolvidos na progressdo de doencas metabdlicas,
particularmente apds a resolucao de infec¢des gastrointestinais. Resultados prévios do
NOSSO grupo mostraram que um unico episédio de infeccao gastrointestinal aguda pela
bactéria Yersinia pseudotuberculosis (YP) induz um remodelamento dos linfaticos
mesentéricos, causando extravasamento da linfa e perda de compartimentalizacao da
microbiota e inflamagdo mesentérica crobnica num processo chamado de Cicatriz
Imunolégica. Em paralelo,animaisinfectados por YP possuem maior ganho de peso, além
de inflamacéo no tecido adiposo e figado a longo prazo. Portanto, hipotetizamos que
determinados episodios de infeccdo na mucosa intestinal poderiam predispor o
hospedeiro ao aparecimento de doencas relacionadas com a SM. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi definir se um Unico episédio deinfec¢cdo gastrointestinal
agudapor YP interfere naprogressdo da SMinduzida por modelo dietético. Para tal,
camundongos C57BL/6 previamente infectados por YP, e apés eliminagédo da bactéria,
receberam por 15 semanasdieta controle regularou dieta hiperlipidicasuplementada com
frutose (NASH, do inglés Non-Alcoholic Steatohepatitis), conhecida por induzr
esteatohepatite ndo-alcoodlica (EHNA) e resisténcia a insulina. Realizamos medidas de
peso semanalmente, e teste glicémicos de resisténcia a insulina e tolerancia a glicose.
Ao contrdrio da nossa hipétese inicial, camundongos infectados previamente ficaram
protegidos da obesidade e T2D induzidos pela dieta: tiveram menor ganho de peso,
melhor resposta glicémica nos testes de tolerancia de glicose e insulina, além de menor
glicemiaem jejum. Quando analisamos o mesentério por citometria de fluxo, encontramos
uma diminuicédo de células que mantém a homeostase deste tecido: eosindfilos, ILC2 e
Th2, além de um aumento de linfocitos B. No figado dos animais infectados que
receberam NASH, a infec¢éo induziu um infiltrado de linfécitos T CD4* e T CD8* T-bet*
em paralelo a um aumento significativo de linfocitos T reguladores (Tregs),
particularmente na subpopulacéo de Tregs Tbet*. Isto se refletiu na analise histoldgica
hepatica, uma vez que os camundongos infectados tinham menos esteatose hepatica.
Estes resultados indicam que, apesar dos animais previamente infectados apresentarem
um aumento do infiltrado inflamatério no tecido adiposo e figado apds o tratamento com
a dieta NASH, ainfeccao prévia protegeu contraa SM. Nas préximas etapas deste estudo
pretendemos estudar a contribuicdo das Tregs Tbet* neste fenébmeno.



ABSTRACT

OLIVEIRA, B. C. Effect of an acute gastrointestinal infection episode on the
development of Metabolic Syndrome induced by a high-fat high-fructose diet . 2022.
no. f. 30. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2022.

Keywords: Mucosal Immunology, Metabolism, Gut-liver axis

The 21st century has seen the increased incidence of several Noncommunicable Chronic
Diseases (NCDs), like obesity, metabolic diseases, autoinflammatory diseases and
several kinds of tumors. Social behavior like sedentarism and overnutrition fuels the
appearance of these diseases. In fact, some studies indicate the emergence of the
Metabolic Syndromes (MS). Some of them, like type 2 diabetes, obesity and dyslipidemias
have intrinsic metabolic property, butalso an importantimmunological factor. In this study,
we look to shedlighton the bidirectional regulatory mechanisms between immunology and
metabolism, specially after the resolution of gastrointestinal infections. Previous results
from our group show that a single episode of acute gastrointestinal infection caused by
the bacteria Yersinia pseudotuberculosis (YP) induces a remodeling of the mesenteric
lymphatics, causing lymph leakage and loss of microbiota compartimentalization that
leads to chronic inflammation in a process called Immunological Scar. In paralel, mice
infected by YP show increased weight gain, and long-term adipose tissue and liver
inflammation. Therefore, we hypothesized that episodes of infection on the intestinal
mucosa could predispose the hostto the development of MS-related diseases. Thus, our
main objective was to define if a single episode of gastrointestinal infection can
interfere the progression of MS induced by a diet model. C57BL/6 mice were infected
with YP and, after bacterial clearance, recieved high-fathigh-fructose diet (NASH diet) that
is known to induce Nonalcoholic Steatohepatitis (NASH) and insulin resistance for 15
weeks. We measured weight gain weekly and also glucose and insulin tolerance tests.
Despite our initial hypothesis, infected mice became protected from obesity and T2D
induced by NASH diet: they had lower weightgain and a better glycemic response in the
glucose and insulin tolerance tests, and also lower fasting glucose. We analyzed the
mesenteric adipose tissue by flow cytometry and found a reduction of cells that maintain
the homeostasis in thistissue: eosinophils,ILC2 and Th2. In the liver of infected mice after
NASH diet, we found a CD4+ and CD8+ Thet+ infiltrate, butalso a significantincrease on
Treg cells, specially the Treg Thet+ subpopulation. This reflected on liver histology, when
we saw that mice infected had less steatosis after receiving NASH diet. Together, this
results show that beside having adipose tissue and liverinflammation, previously infected
mice were protected from MS induced by NASH diet. On the next steps of this project, we
intend to study the contribution of Treg Tbet+ infiltration on this phenotype.



1.  INTRODUCAO

Enquanto o século XXI emergiu com avancos tecnoldgicos em diversas areas,
incluindo na saude, a sociedade atual ainda enfrenta desafios neste campo,
principalmente com a emergéncia das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTS),
como hipertensao, diabetes, doencas neurodegenerativas e doencas inflamatorias
cronicas. Os comportamentos sociais da atualidade incluindo a falta de atividade fisica, o
sedentarismo e a sobrenutricdo, assim como o envelhecimento populacional, contribuem
para o surgimento destas condi¢des. Um dos principais grupos de DCNTs é aquele que
incluia Sindrome Metabdlica (SM): obesidade, diabetes, hipertensao, dislipidemias, entre
outras. Um individuo é considerado em SM quando apresenta 3 ou mais das condi¢fes
citadas. Um estudo recente declarou que 25,8 milhdes de criancas e 35,5 milhdes de
adolescentes vivem com SM no mundo (NOUBIAP et al., 2022). De fato, a prevaléncia de
obesidade chegaa 20% no Brasil e a quase 40% nos Estados Unidos (BLUHER, 2019).
Em 2045 é esperado que 693 milhdes de pessoas vivam com diabetes, sendo que quase
metade desta quantidade n&o é diagnosticada (CHO et al., 2018). Podemos verificar que
hé& ainda muitas dificuldades em diagnosticar e tratar estas condigcdes precocemente e
apesar de muitos estudos relacionados, pouco aindase sabe sobre o surgimento e fatores
gue influenciam a progressédo das DCNTSs. Isto nos levou a procurar por um mecanismo
gue afete a progressdo destas doencas. Acreditamos que fatores ambientais, como a
exposicao a patogenos e alteragBes na composicdo da microbiota decorrente de tais
infeccdes, possam contribuir para a progressao da SM induzida por alteragdes na dieta.

Apesar das melhorias nas condi¢cbesde higiene populacional, as infec¢cdes agudas
nos tecidos de barreira ainda sdo muito comuns. Estimativas indicam que 93 milhdes de
pessoas sao infectadas por Salmonella spp. anualmente, com 155 mil mortes associadas
(BALASUBRAMANIAN et al.,, 2019). Casos de infeccao por Shigella spp. séo
responsaveis por 212 mil mortes anualmente, sendo 63.700 de criancas (KHALIL et al.,
2019), e casos de Escherichia coli enterotoxigénica sdo responsaveis por 51 mil mortes
anualmente sendo 18.700 criancas (KHALIL et al., 2019). No Laboratério de Imunologia
de Mucosas — ICB/USP, desenvolvemos um modelo experimental para estudar
consequénciasalongoprazo de infec¢des gastrointestinaisagudas. Como camundongos

apresentam resisténcia ou suscetibilidade exacerbada aos patégenos gastrointestinais



humanos mais comuns, padronizamos uma infeccdo aguda pela bactéria Yersinia
pseudotuberculosis (FONSECA et al., 2015). Neste modelo, a infec¢cdo tem duracao de
duas semanas, e consideramos que a partir da quarta semana pos-infeccdo que o
clearancetotal da bactéria tenhasido efetuado ndo. Este sera o modelo de infec¢do aguda
gue utilizaremos no presente projeto.

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos para o estudo de SM,
incluindo o uso de dietas hiperlipidicas. Neste trabalho, utilizaremos o tratamento crénico
com a dieta NASH: uma dieta hiperlipidica (com altas concentracfes de lipideos, 40%)
com acréscimo de 20% de frutose para a inducdo da SM. Camundongos que recebem
esta dieta, além de obesidade e T2D, possuem uma condi¢cdo que afeta o figado: a
esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA). A EHNA é uma etapa do espectro da Doenca
Hepatogordurosa N&o-Alcodlica (DHGNA), que pode ser considerada como uma
condicao que faz parte da SM. Apesar de ser menos citada, a DHGNA é uma doenca
silenciosa cuja a primeira fase é caracterizada por esteatose hepatica: acumulo de
gordura no interior dos hepatécitos que € reversivel. Na segunda fase, chamada de
esteatohepatite, acontece um processo inflamatério e de morte celular irreversivel,
culminando na destruicdo dos hepatécitos e substituicdo de tecido hepatico por tecido
fibroso, que caracteriza a terceira fase: cirrose hepatica (SHEKA et al., 2020). A EHNA
também é um dos principaisfatores de risco para a ocorréncia de cancer hepatico. Apesar
de néo ser o foco principal do projeto, durante sua realizagédo buscaremos caracterizar
melhor a etiologia do processo inflamatério que ocorre no figado e as consequéncias
metabdlicas de camundongos que recebem essa dieta.

Conforme descrito acima, um dos pontos que acreditamos que pode mediar 0
surgimento das DCNTs, como a SM induzida pela dieta NASH, est4 na perturbacéo da
homeostase intestinal e dos 6rgéos associados, como 0 mesentério. A mucosa intestinal
€ uma das principais interfaces de barreira com o ambiente externo e, em condi¢des
normais, coexiste em equilibrio com os nutrientes da dieta e microrganismos comensais
(ESTERHAZY et al., 2019). Infeccdes agudas na mucosa intestinal representam
perturbacdes teciduais frequentes e intensas das quais os 6rgados afetados precisam se
recuperar rapidamente para que néo haja prejuizo funcional (FONSECA et al., 2015;

HAND et al., 2012), em particular, devido ao fato de que patdégenos, micro-organismos



comensais e antigenos ambientais compartiiham transitoriamente 0 mesmo
microambiente inflamatério (HA et al., 2020). Visto que, para que haja eliminagao do
patégeno, respostas regulatérias sdo geralmente inibidas durante tais infeccdes
(MATHARU et al., 2009), estes encontros podem interferir na capacidade do sistema
imunolégico em distinguir componentes benignos versus patogénicos e elementos
proprios versus nao-proprios o que pode levar a indugcdo e manutencao de inflamacéo
tecidual cronicamesmo na ausénciado patogeno (FONSECA et al., 2015; HA et al., 2020,
PEYRIN-BIROULET etal., 2012).

Em resultados publicados anteriormente, nosso grupo mostrou que um Unico
episédio de infeccdoagudapor Y. pseudotuberculosis pode afetar de maneira irreversivel
a homeostase e imunidade namucosaintestinal através de um fenémeno que chamamos
‘cicatrizagao imunoldgica® que inclui remodelamento do mesentério, interrupgao do
didlogo mucosa intestinal-hospedeiro e perda de compartimentalizacdo da microbiota
intestinal FONSECA etal., 2015). Alémdisso, a “cicatriz imunoldgica” causaumprocesso
de dano nos vasos linfaticos mesentéricos, e, consequentemente, 0 extravasamento de
linfa para o tecido adiposo mesentérico (FONSECA et al., 2015). Este fenébmeno de
disfuncao linfatica no tecido adiposo mesentérico ja foi mostrado anteriormente
(CZEPIELEWSKI et al., 2021; CAO et al., 2021). Nestes estudos anteriores, o dano
linfatico se dava em meio a contextos inflamatérios, pela maior producéo de TNF- a (Fator
de Necrose Tumoral alfa) ou pela inducédo da expressao de COX-2 (cicloxigenase 2) no
tecido adiposo mesentérico.

Sabemos, portanto, que episodios de infeccdo gastrointestinal podem levar a
inflamacao no tecido adiposo mesentérico, entretanto, ndo se sabe qual o impacto de tais
eventos sobre drgdos/tecidos distantes do sitio infeccioso. Esta questdo torna-se ainda
mais importante no cenario atual de aumento da incidéncia de doencas inflamatorias
sistémicas e doencas metabdlicas, uma vez que obesidade esta relacionadaa inflamacdo
do tecido adiposo (WEISBERG et al., 2003) que leva ao consequente aparecimento de
resisténcia a insulina (OSBORN et al., 2021), uma das principais caracteristicas da
diabetes mellitustipo 2 e da SM. Dessa forma, a hipétese desse projeto € que infeccbes
agudas podem levar a perda de compartimentalizacdo da microbiota intestinal,

promovendo uma inflamacao crénica em sitios distantes a infec¢ao inicial, como o tecido



adiposo e o figado e assim predispondo o individuo desenvolver SM de forma mais rapida
ou mais gravemente. Dessa forma, nesse projeto utilizaremos o modelo experimental de
cicatrizacdo imunolodgicainduzida pos-infeccdo por Y. pseudotuberculosis para estudar o
efeito de infecdes gastrointestinais agudas sobre o desenvolvimento de SM, em particular

da obesidade e T2D, induzidos por um modelo de dieta NASH.

2. OBJETIVOS
Objetivo geral: Determinar se infeccdo prévia por Y. pseudotuberculosis afeta a

progressao de SMinduzida por dieta hiperlipidica suplementada com frutose.
e Objetivos Especificos:

1 - Determinar o perfil metabdlico de camundongos infectados por Y. pseudotuberculosis

ap6s modelo de SM
2 - Caracterizar o infiltradoinflamatérionofigado dos animaisinfectados apés dieta NASH

3 - Caracterizar a resposta imune no mesentério apés infec¢éo por Y. pseudotuberculosis

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos

Camundongos C57BL/6 fémeas com idade entre 4 e 6 semanas e peso maior que
18g obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP foram utilizados. Os
camundongos foram mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de
Imunologiado Instituto de Ciéncias Biomédicas IV da Universidade de S&do Paulo (ICB-
USP), sob o protocolo CEUA-ICB 49/2016. A eutanasia dos animais foi realizada por

dosagem excessiva do anestésico isoflurano.

3.2 Infeccao oral
A bactéria Y. pseudotuberculosis (cepa IP32777) foi cultivada em meio 2XYT a 25°
C por 18h. Para quantificagdo das bactérias viaveis, foi medida a densidade optica da

cultura, interpolada em curva previamente padronizada no laboratério. Os camundongos



foram submetidos a jejum de 12h no dia anterior a infeccéo, e receberam 1x107unidades

formadoras de coldnia (UFC) da bactéria pela via oral por gavagem.

3.3 Dieta Especial

Como modelo de desordem metabdlica, camundongos C57BL/6 foram alimentados
por 15 semanas com uma dieta hiperlipidicasuplementadacom frutose (20%), que causa
esteato-hepatite n&do alcodlica (NASH). Todas as dietas foram produzidas e

comercializadas pela empresa Rhoster.

Dieta Controle NASH

Carboidratos (%) | 63,9 21,66

Lipideos (%) 17,2 23,2 Tabela 1: Principais componentes das dietas
utilizadas: controle e hiperlipidica suplementada

Proteinas (%) 18,8 42,89 com frutose (NASH). Dados em porcentagem

Infecgédo oral
Yersinia .
pseudotuberculosis Fim da
+ infecgdo /
Inicio da dieta

n\l NASH GTT ITT Eutanasia
|

| i >

C57BL/6 4 1 13 15 Semanas

Delineamento 1: Modelo de sindrome metabdlica e esteatohepatite ndo-alcodlica (NASH). Os animais
foram tratados com dieta NASH (hiperlipidica e rica em frutose) ao longo de 15 semanas e os testes
metabdlicos foram realizados nos periodos indicados. Colesterol e glicemia séricos foram medidos na
quarta semana. Teste de toleréncia a glicose (GTT) na 102 semana e teste de sensibilidade a insulina
(ITT) na 132 semana. Eutanasia foi realizada na 152 semana.

3.4 Testes metabdlicos

Para medir os niveis de colesterol sérico, os animais foram mantidos em jejum notumo
por 12h. O Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) foi feito com os camundongos também
em jejum de 12h. Foi realizada a injecao de glicose pela via intraperitoneal (2g/Kg) e a
glicemia no sangue foi medida nos minutos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 apds a injecéo de
glicose. O Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) foi realizado com os animais sob jejum de

6h.Para normalizar a ingesta alimentar, os animais foram mantidos em jejum notu rno por



12h, seguido de reposicéo da racao por 3h para entdo serem submetidos a 6h de jejum.
Pela via intraperitoneal foi injetada a insulina (0,75U/Kg) e mediu-se a glicemia nos
minutosO, 3, 6,9, 12,15, 30, 60, 90 e 120. A medi¢éo da glicemia foirealizada com auxilio

do aparelho AccuChek (Roche).

5.5 Histologia

Os animais que receberam dieta hiperlipidica suplementada com frutose (NASH)
tiveram o |6bulo caudado do figado retirado, fixado em formol tamponado 10% para
processamento de rotina em blocos de parafina. O tecido foi seccionado em cortes de

5um e foi utilizada coloracéo de hematoxilinae eosina (HE) para a analise histopatolégica.

5.6 Isolamento de leucécitos do pancreas e do figado

ApoOs eutanasia, 0 mesentério e o figado foram coletados e processados para
citometria de fluxo. O mesentério foi separado do omento, pancreas e dos linfonodos
mesentéricos antes de ser transferido para solucdo de digestdo de meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma) contendo 1% de Albumina Sérica Bovina (BSA,
bioWorld), colagenase IV (Sigma) (0,5mg/mL) e DNAse | (Sigma) (0,25mg/mL). Apos
incubacéo sob agitacdo e por 25min a 37°C, foi adicionada uma solu¢cdo de DMEM
contendo 1% de BSA e EDTA (Nova Biotecnologia) a 5uM. As amostras foram
centrifugadas a 1600rpm por 10min a 4°C e ressuspensas com RPMI (Sigma) contendo
5% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina, penicilina/estreptomicina e B-mercaptoetanol
(Hyclone). ApoGs essa etapa, as células foram contadas e submetidas ao protocolo de
marcacao para analise por citometria de fluxo.

O figado dos animais, apos ser separado de um lobulo, foitransferido para solucéo
de digestdo em meio RPMI contendo 0,5ug/mL de colagenase IV e 0,25uL/mL de DNAse
l. Apos digestéo por 25min a 37°C, o tecido foi macerado, filtrado em cell strainer de 70pum
e a suspensao celularobtida foi ressuspensaem Percoll 37,5% (GE Healthcare) diluido
em HBSS (Hyclone). As amostras foram entdo centrifugadas a 1700rpm por 20min,
seguido de 2 lavagens com RPMI/SFB 3%. ApOs essa etapa, as ceélulas foram
ressuspensas com RPMI contendo 5% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina,

penicilina/estreptomicina e B-mercaptoetanol. Apds essa etapa, as célulasforamcontadas
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e submetidas ao protocolo de marcacao para analise por citometria de fluxo.

5.7 Citometria de fluxo

Para identificar por citometria de fluxo as células que se encontravamno sangue
das que se encontravam no parénquima hepatico, empregamos um método que consiste
na injecdo de anticorpo anti-CD45 conjugado com fluorocromo por via intravenosa
(Delineamento 2). Realizamos a eutanasia dos animais ap6s 3min da inoculagéo de 2L
do anticorpo diluido em 200uL de salina estéril, periodo suficiente para que o anticorpo

se ligasse na superficie das células circulantes, mas nédo penetrasse no parénquima

tecidual.
CD4I5VFITC CD45 BV650  Vascular cells
o 3min / CDA45 FITC
”lm\/—b EUTHANASIA ——> (D45 BV650 STAIN \
C57BL/6 CD45 BV650 Parenchymal cells

Delineamento 2. ldentificagcdo das celulas presentes na vasculatura e das células no parénquima hepatico. Os
camundongos foram anestesiados com isoflurano 3 minutos antes da eutanasia, e receberam por via intravenosa
anticorpo anti-CD45 (FITC). Apds a eutanasia, o figado foi retirado e processado, marcando-se as células presentes
com oufro anticorpo anti-CD45 (BV650). Dessa forma separamos as células do sangue (CD45+/CD45 |V+) das
células do tecido (CD45+/CD45 IV-).

Para andlise dosdiferentestipos celulares encontrados nas amostras, dividimos os
anticorpos utilizados em 2 painéis diferentes: um painel de marcacédo de superficie para
identificar as células mieloides e os linfécitos B e um painel de marcacao de fatores de
transcricao.

Apoés a extracao das populacdes celulares do figado ou do pancreas, foram feitas
marcacfes para a imunofenotipagem de células do sistema imune inato (neutréfilos,
eosindfilos, DCs, macréfagos e monacitos e célulaslinfoidesinatas) e analise do infiltrado
linfocitario (linfocitos T CD4 e T CD8, linfécitos B, linfocitos TCRy®), além da avaliagéo do
perfil de producéo de citocinas por essas células.Para marcagéo de superficie,as células
extraidas foram transferidas para uma placa de fundo “U” de 96 pocos e lavadas com
tampdo HBSS. Na placa no qual a marcacdo de ceélulas do sistema imune inato foi
realizada, adicionou-se 10uL de suspensdo contendo 3000 beads fluorescentes para

contagem celular (Beckman Coulter®; Brea, Califérnia, EUA). Posteriormente a
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centrifugacéo da placa, realizou-se a marcacdo de viabilidade celular utilizando a sonda
Live/Dead (LD) (Invitrogen ™ Molecular Probes) em tamp&o HBSS, por 20min a 4°C, sob
protecdo da luz. Posteriormente, as células foram lavadas em tampdo FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting/ PBS + 2% SFB), seguido da adigdo de 30uL/por
poco da mistura de anticorpos em tampao FACS, por 30min a 4°C, sob protecéo da luz.
Apos o término da incubacéo, a placa foi lavada com tamp&o FACS, e nos casos em que
ndo haviamarcacgdo intracelular, passou-se para a etapa de fixacdo com paraformaldeido
(Sigma) a 2%, por 20min a temperatura ambiente.

Para a fracao celularno qual haveria marcacao intracelular, as células marcadas
para as moléculas de superficie foram ressuspensas em tampdo de fixacéo
(eBioscience™ — Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA) e incubadas por
60 min a4°C, sob protecéo da luz. Apdsincubacao,aplaca foilavada com tampé&o FACS.
Posteriormente, lavou-se com tamp&do de permeabilizagcdo celular (Perm Wash -
eBioscience ™), seguida da adigdo da mistura dos anticorpos intracelulares em tampao
de permeabilizacdo e incubacédo por 30min a 4°C, sob protecdo da luz. Apés a placa foi
lavada com Perm Wash e FACS e as células ressuspensas em 200uL de tampéao FACS.

Os anticorpos utilizados sao descritos na tabela abaixo:

Anticorpos Fluorocromos Clones
SiglecF PE 1RNM44N
F4/80 PE-Cyanine?7 BM8
CD103 APC 2E7
MCH I AF700 M5/114.15.2
TCR-B AF780 H57-597
CD64 BV421 10.1
CD11b BV 605 M1/70
CD45 BV650 30-F11
CD45 BV421 30-F11
CD1l1c BV785 N418
Ly6G PE-TR 1A8
GATA-3 FITC L50-823
FoxP3 PE FJK-16s
RORgt PERCP B2D
Thet APC eBio4B10
CD8 AF700 RPA-T8
CD4 BV605 RM4-5
NK1.1 BV650 PK136
Thy1.2 BV785 30-H12
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ApOs marcacdo, as amostras foram adquiridas em citobmetro BD LSRFortessa —
X20, localizado no Centro de Facilidades e Apoio a Pesquisa — CEFAP, ICB/USP. Todas
as analises de citometria foram feitas com o auxilio do software FlowJo®. As estratégias
de gates estdo descritas no anexo 2.

Para analise de citometria utilizamos o método de reducdo de dimensionalidade
chamado t-SNE (T-distributed Stochastic Neighbor Embedding), realizado através do
software FlowJo ® em que juntamos todos o0s eventos de todas as amostras em um Gnico
arquivo (concatenado) a partir da populacdo de leucdcitos vivos (DownSample -
CD45+/LD-). Aplicamos o algoritmo t-SNE nessa Unica populacao (3000 interacdes, 50
perplexidade) para separar 0os eventos que expressam marcadores de forma semelhante

e assim obter uma distribuicdo das diferentes populagdes em um mesmo grafico.

5.9 Protocolo de ELISA

IFNy: Placas especificaspara o ensaioimnoenzimatico (ELISA) de 96 pocos foram
revestidas com 100uL de tampdo de coating carbonato de s6dio 0,1M (pH =9,5) e 0
anticorpo de captura diluido a 1:250 e incubadas overnighta 4°C. Apés lavar cinco vezes
com tampdao de lavagem (PBS + Tween-20 (LGC Biotecnologia) 0,05%), as placas foram
bloqueadas com solucédo de PBS e SFB 10% e incubadas em temperatura ambiente por
1h.ApoOs 5 lavagens, foram pipetados 100uL das amostras de homogenato, sem diluicao,
e a curva de calibracao, por diluigdo seriada, com primeiro ponto & 400pg/mL. O limite de
deteccao foi de 25,382 pg/mL. As amostras e curva foram entdo incubadas por 2h e
lavados por mais 5 vezes. Foi adicionado a soluc¢ao contendo anticorpo de deteccdo em
concentracdo de 1:500 e streptoavidina em concentracdo de 1:250, incubando por 1h.
ApOs mais 7 lavagens foi adicionado 100uL do tampao substrato (Tetrametilbenzidina
(TMB) + peréxido de hidrogénio, BD) e apdés 30min no escuro, a reacao foi parada
adicionando 50pL de solucéode &cido sulfurico (LGC Biotecnologia) a 2M. A absorbancia

foi lida & 450nm, subtraindo a absorbancia a 570nm.

5.10 Analise estatistica
Para a realizagdo da anélise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism

7.0. Os dados foram expressos a partir da média + erro padrdo da média e os resultados
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comparados utilizando andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey para
comparar os dados entre os diferentes grupos experimentais. Para dados né&o
paramétricos, foi realizado o teste T Student, seguido do teste de Mann Whitney. Foram

considerados valores estatisticamente significativos aqueles a partir do p<0,05.

4. RESULTADOS

Resultados prévios do laboratério mostram que a infeccdo com Y.
pseudotuberculosis (YP) foi capaz de imprimir uma vantagem metabdlica no hospedeiro
de maneira microbiota-dependente, caracterizada por uma melhora na sensibilidade a
insulina. Por meio de um teste de fosforilacdo de AKT, verificamos que esta melhora na
sensibilidade a insulina ocorria no tecido adiposo e no musculo, mas néo no figado dos
animais previamente infectados (Siqueira et al, under review). A infeccdo também foi
capaz de induzirum padrao de infiltrado inflamatério crénico no figado, caracterizado néo
apenas pela presenca de células de padrdo Th1l, como também Th17 e um infiltrado
neutrofilico. (Oliveira et al, unpublished). Tais resultados foram obtidos em animais
tratados com dietas controle e ndo expostos a outros desafios ambientais. Por isso,
hipotetizamos que o tratamento dos animaisinfectadoscom a dieta NASH (que desafiana
a funcao hepética destes animais) levaria a uma exacerbacéo da resposta inflamatoria
gue iria se sobrepor as vantagens metabdlicas conferidas pela infeccao.

Camundongos C57BL/6 foram infectados e, ap6s 4 semanas, iniciamos o
tratamento com a dieta NASH. Ao contrario da nossa hipotese inicial, verificamos que os
animais infectados que receberam a dieta NASH apresentaram uma reducao significativa
no ganho de peso em comparagcao aos animais ndo infectados quando tratados com a
mesma dieta (Figura 1A). Em seguida, realizamos os testes metabdlicos e observamos
gue os animais infectados tratados com a dieta NASH possuiam uma melhor resposta a
insulina quando realizamos o ITT (Figura 1B), melhor clearance de glicose no GTT,
apresentando menor area sobre a curva (Figura 1C), e menor concentracéo de glicose
no sangue em jejum de 12h quando comparados aos camundongos nao infectados que

receberam a dieta NASH (Figura 1D). E possivel inferir, portanto, que a infeccéo por YP
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foi capaz de induzirresisténcia alongo prazo ao modelo de SM causada por dieta NASH.
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Figura 1: A infeccdo prévia por YP protege o hospedeiro da SM induzida pela dieta NASH.
Camundongos C57BL/6 foram infectados e apds 4 semanas, iniciamos a administracdo da dieta NASH. A)
Percentagem de ganho de peso corpdreo avaliado nas semanas indicadas no grafico. B) Teste de tolerancia
a glicose (GTT) realizado na 13? semana de tratamento com a dieta. C) Teste de tolerancia a insulina
realizado na 142 semana de tratamento com a dieta. D) Glicemia medida apés 12h de jejum na 122 semana
de tratamento com a dieta. Resultados representativos de um experimento reproduzido uma vez (n=5-8).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Por contadisto, decidimos analisar o figado destes animais, por citometria de fluxo.
Como o figado possui um componente imunolégico vascular muito importante, utilizamos
o método de injecdo de anticorpos anti-CD45 i.v., descrito no Delineamento 2, para
separar o0s leucocitos presentes no parénquima hepatico e na vasculatura. Como os
resultados gerados permitiram a identificacdo de varias populacdes celulares, utilizamos
uma estratégia de reducdo de dimensionalidade das amostras dos diferentes grupos,
chamada t-SNE (Figura 2A). Verificamos que os camundongos infectados, apos
tratamento com a dieta NASH, apresentavam significativamente mais leucocitos CD45*
guando comparado com 0S outros grupos, e que esse aumento era devido a uma

infiltracdo leucocitaria no parénquima hepatico (Figura 2B) em numero de células. E
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observamos uma inversdo, nesses camundongos da proporcdo de células entre a

vasculatura e o parénquima, apesar de o numero de leucdcitos ndo se alterar na
vasculatura (Figura 2C).
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Figura 2: Infeccdo por YP aumenta a infiltracdo de leucdcitos para o parénquima hepéatico apos
consumo de dieta NASH. Camundongos C57BL/6 foram infectados e 4 semanas apdés a infeccgéo,
iniciamos a administracdo da dieta NASH. Apds 15 semanas de dieta, os animais foram eutanasiados e o
figado retirado para andlise de citometria de fluxo. A) Analise t-SNE dos leucécitos totais CD45" presentes
no paréngquima (azul) e na vasculatura (vermelho) hepaticos. B) Gréaficos indicando a proporgdo e nimero
de células CD45* no parénquima. C) Gréaficos indicando a propor¢cdo e nimero de células CD45* na

vasculatura. Resultados representativos de um experimento reproduzido uma vez (n=5-7-5-6). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Verificamos também que a populacao de linfocitos T representava uma parcela
significativa dos leucocitos que infiltravam no parénquima hepatico, enquanto sua
propor¢cdo diminuia na vasculatura (dados nao mostrados). Portanto, optamos por
analisar mais profundamente essa populacdo de linfocitos, explorando os variados
subtipos através da expressédo diferencial de fatores de transcricdo. Da mesma forma,
aplicamos um método de reducdo de dimensionalidade para observar em conjunto

alteragcbes nos subtipos de linfocitos (Figura 3A).



1¢

A NV CTRL i NV NASHii
1 B 3 1 : SubsetName | NVCTRL NV NASH YPCTRL | YPNASH
- . B 86,3 84,8 86,4 819
"'ZJ ] ] Tad 277 4,59 480 5,85
23 T, 1 B | cos+ Tbet+ 189 2,1 488 49,4
A ] e . Tregs 601 7,16 7,37 141
1 &% |y B 37.8 157 714 435
¢ :g{r B 123 183 304 338
YP CTRL YP NASH
- e “‘; : » - A ) 5 3,
] :f*«’-ﬁl‘ g 1 e W
'%\ 3
o ... N 3% N s SN
» tSNE-2
B C
Parenchyma Parenchyma

rxx R

@ @
o o

&

Tregs (%)

CDB+ Thet+ (%)
CD8+ Thet+ (x10%)

8 & 3 8
8

o

© NVCTRL NVCTRL
_ ® NV NASH _ NV NASH
£ o YPCTRL g YP CTRL

= .

3 s YPNASH ) YPNASH
[ £
o
[=]
o

Figura 3: Perfil inflamatério hepatico induzido pela infec¢cdo por YP € modulado pelo tratamento com
a dieta NASH. Camundongos C57BL/6 foram infectados e 4 semanas apds a infeccdo, iniciamos a
administracdo da dietaNASH. Ap6s 15 semanas de dieta, os animais foram eutanasiados e o figado retirado
para analise de citometriade fluxo. A) Analise t-SNE dos diferentes subtipos de linfocitos T e ILC1 presentes
no figado. Na tabela, estdo indicadas as frequéncias dos subtipos de linfocitos analisados dentro de cad a
gate especifica de acordo com o anexo 2. B) Gréficos indicando a proporgcdo e numero de linfécitos T
CD8*Tbet* no parénquima e vasculatura. C) Graficos indicando a propor¢do e nimero de Tregs no
parénquima e vasculatura. Resultados representativos de um experimento reproduzido uma vez (n=5-7-5-
6). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Em paralelo, também verificamos um aumento significativo de células TCD8* e
TCD4+ que expressavam o fator de transcricdo Tbet (Tcl), nos camundongos que foram
infectados em relacdo aos naives, independentemente da dieta (Figura 3A e 3B). No
entanto, observamos também um aumento significativo de linfocitos Treg no parénquima
hepaticoapenas nos camundongos infectados que receberam a dieta NASH (Figura 3C).
Estes resultados sugerem que, embora a infeccao por YP seja suficiente parainduzir um
acumulo de linfécitos Th1l e Tcl no parénquima hepatico, o tratamento com a dieta NASH
induz também o recrutamento de células Treg o que vai de encontro a nossa hipotese
inicial de que a inflamag&o se exacerbaria com a dieta, mas explicaria em partes a
sustentacdo de um melhor metabolismo pelos animais infectados.

Acreditamos que estas Treg poderiam estar relacionadas com a melhora
metabdlica vista nos camundongos por contrabalancear a inflamacédo causada pelas
célulasThle Tcl e, assim, manter a funcaohomeostaticado figado. Portanto, analisamos
a co-expressao de outros fatores de transcricdo pelas Tregs, visto que a co-expresséao de
GATA-3 e RORytpor Tregs amplifica e direciona a sua capacidade supressora (WANG et
al., 2011/ ZHOU et al., 2008). Embora nao tenhamos encontrado expressédo de GATA-3
e RORyt nas Tregs hepaticas (dados ndo mostrados) verificamos que na vasculatura
hepatica de animaisinfectados houve o aumento significativo da expressao de Tbet nas
Tregs comparados ao grupo naive (Figuras 4A e 4C). Mas somente nos camundongos
infectados que receberam dieta (YP NASH) houve o aumento de linfocitos Treg Thet* no
parénquima hepatico (Figuras 4B e 4D). Quando analisamos as histologias do figado,
vimos que os camundongos YP/NASH apresentavam uma menor esteatose hepatica
guando comparados aos camundongos naives tratados com a dieta (Figura 4E),
indicando um possivel papel dos linfécitos Treg Thet* na protecdo contra o acimulo de
gordura e inflamacao hepatica na progressédo de sindrome metabdlica. Resultados do
nosso grupo mostraram que infeccdo por YP induz um estimulo inflamatério no
parénquimahepatico (Oliveira et al., unpublished). Por isso, acreditamos ser possivel que,
semelhantemente as células inflamatdérias, as Tregs também poderiam estar expressando
o fator de transcricdo Tbet, de forma que o mesmo estimulo que atrai as células
inflamatoérias Tbet* também atrairiam os linfécitos Treg Thet* no tecido dos camundongos

YP/NASH. As etapas futuras deste projeto envolvem estudar este mecanismo.
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Figura 4: A infeccdo prévia por YP levaaum acimulo de Treg Thet* no parénquima hepatico ap6s o
tratamento com a dieta NASH. Camundongos C57BL/6 foram infectados e 4 semanas apds a infecgéo,
iniciamos a administracdo da dieta NASH. Ap6s 15 semanas de dieta, os animais foram eutanasiados e o
figado retirado para andlise de citometria de fluxo. A) Contour-plots representativos das Tregs Tbet*
(FOXP3*Thet*) na vasculatura hepatica. B) Countor-plots representativos das Tregs Thet* (FOXP3*Thet*)
no paréngquima hepatico. C) Gréficos indicando a proporgédo e nimero de Tregs Tbet* na vasculatura. D)
Graficos indicando a proporcdo e nimero de Tregs Thet* no parénquima. Resultados representativos de



um experimento reproduzido uma vez (n=5-7-5-6). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Visto que a resposta inflamatéria contra YP e contra a propria microbiota se da em
meio ao mesentério, causando dano nos vasos linfaticos (FONSECA et al., 2015),
decidimos analisar por citometria de fluxo esse tecido também, empregando o método t-
SNE discutido anteriormente (Figuras 5A e 5B). Observamos, principalmente, uma
reducdo significativa na proporcao de células da imunidade do tipo 2 nos camundongos
infectados ap6s dieta NASH, como nas ILC2 (Figura 5C) e Th2 (Figura 5D) e uma
consequente reducao na proporcéo de eosinofilos nos camundongos YP NASH (Figura
5E e 5F). Apesar disso, também vimos uma reducédo em células da imunidade do tipo 1,
como células Thl (dados ndo mostrados), mas principalmente de células ILC1 (Figura
5G). Realizamos também ELISA para dosagem de citocina Th1l (IFNy) em amostras de
homogenato de mesentério: observamos uma reducéo significativa desta citocina nos
camundongosinfectados apds a dieta quando comparados aos camundongos YP nadieta
controle (Figura 5H). Nao houve, no entanto, diferencas significativas na proporcao de
Tregs e de Tregs Thbet+ neste tecido (dados ndo mostrados). Célulasde imunidade do
tipo 2, como ILC2, Th2 e eosindfilos sdo importantes para manter um microambiente
menos inflamatério no tecido adiposo. Esses resultados indicam que a quebra na
homeostase observada no mesentério de camundongos infectados ndo € recuperada

apos a dieta NASH, mesmo com o ganho metabdlico apresentado por esses animais.
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Figura 5. Tecido adiposo mesentérico pés-infec¢cdo néo recupera a homeostase ap6s dieta NASH.

Camundongos C57BL/6 foram infectados e 4 semanas apdés ainfec¢éo, iniciamos a administracdo da dieta
NASH. Apds 15 semanas de dieta, os animais foram eutanasiados e 0 mesentério retirado para analise de
citometria de fluxo. A) Andlise t-SNE dos diferentes subtipos de células linfoides presentes no mesentério.
B) Na tabela, estdo indicadas as frequéncias dos subtipos de linfécitos analisados dentro de cada gate
especifica de acordo com o anexo 2. C) Gréaficos indicando a proporgdo e nimero de células ILC2. D)
Gréficos indicando a proporcéo e nimero de células Th2. E) Contour-plot representativo da populacéo de
eosinofilos nos diferentes grupos. F) Graficos indicando proporcdo e nimero de eosinéfilos. G) Gréficos

indicando propor¢éo e nimero de ILC1. H) Gréfico de concentracdo de IFNy em pg/mL medida por ELISA
a partir de amostras de homogenato.

5. DISCUSSAO

A hipétese inicial do presente projeto era a de que infec¢des gastrointestinais que
causassem processos inflamatérios cronicos no tecido adiposo e no figado, como € o
caso dainfeccao por YP, poderiam levar a uma maior predisposicdoa SM durante desafio
com dietas ricas em lipideos e frutose, que supostamente sobrecarregam a funcgédo
hepatica. Ao contrario desta hipétese, nossos resultados mostram que animais
previamente infectados por YP possuem um controle no ganho de peso, uma melhorados
parametros glicémicos e maior preservacao do figado em contexto de SM. Acreditamos

gue essa melhora pode estar relacionada com a protecao do tecido hepatico a esteatose
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e dano hepatocelular verificada nas analises histoldgicas. E possivel que a preservacéo
do parénquima hepatico possa ser atribuida a infiltracdo de linfocitos Treg. Portanto, a
hipotese mais provavel é que a prote¢cdo observada no figado desses animais esteja
também melhorando a resposta glicEmicae que as Treg Thet™ sdo essenciais para este

processo.

E sabido que as Tregs podem adquirira expressé&o de outros fatores de transcricdo
de acordo com o microambiente em que se encontram. A expressao de GATA3 nas Tregs
ocorre naturalmente e é essencial para sua funcéo ao formar complexos proteicos com
FOXP3 reforcando sua funcao supressora (WANG et al., 2011/ RUDRA et al., 2012). A
expressdo de RORyt € essencial nas primeiras etapas de desenvolvimento das Tregs,
mas € suprimida nas etapas tardias (ZHOU et al., 2008). Embora alguns trabalhos
mostrem que expressdo de RORyt contribui para o controle da colite experimental em
camundongos, dentro de condic¢des inflamatdrias mais intensas ela pode contribuir para
a inflamacao através de producéao de citocinas Th17 perdendo assim a funcaoreguladora,
inclusive expressando 0s mesmos receptores de quimiocinas das células Thl7
(KOMATSU et al., 2014).

E descrito na literatura que linfécitos Treg Thet* atinge de 3-5% do total de Tregs
nos linfonodos, e a menos de 10% no bago (YU et al., 2015). No entanto a expressao de
Tbet pelas Tregs pode ser adquirida em condicfes de inflamacao, especialmente em
resposta a interferon-y(IFN-y) e ao contrario das células que expressam RORyt, existe um
controle mais restrito para a diferenciacéo para células Thl (KOCH et al., 2009; KOCH et
al., 2012). A expressédo de Tbet por estas células permite a transcricdo de CXCR3, um
receptor de quimiocinas tipicamente expresso por células Thl (KOCH et al., 2009). De
forma interessante, Tregs Tbet+ sdo melhor induzidas por IL-27 em sitios de mucosa
(HALL et al., 2012) e mesmo que estas células percam a expressao de Tbet, elas
continuam expressando o receptor CXCR3 (YU et al., 2015). Esses estudos indicam que
a expressao de Thet em Tregs é induzida em um microambiente pré-inflamatério, e que
as Tregs Tbet* conseguem migrar para o sitio de inflamacdo Th1 onde estédo as células
efetoras, exercendo la um papel regulador. O desafio com infec¢bes produz um

microambiente fértil para a inducao e migracdo de Tregs Tbet* (KOCH et al., 2009; HALL
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et al.,, 2012). O mesmo pode estar acontecendo durante infeccdo por YP, em que
observamos a ocorréncia de linfoadenopatia cronica no linfonodo mesentérico (MLN) e
inflamac&o crénica no mesentério do tipo Thl dependente da microbiota, enquanto as
respostas Th1l7 estdo comprometidas (FONSECA et al.,, 2015). Uma consequéncia
importante dessa inflamacgéo, € o remodelamento dos vasos linfaticos mesentéricos que
passam a “vazar” o conteudo linfatico, incluindo os quilomicrons da dieta para a cavidade
peritoneal em processo chamado ascite quilosa. Dessa forma, a inflamacéo cronica
decorrente da cicatriz imunolégicae da ascite quilosa pode estar induzindo a expressao
de Tbet nas Treg do linfonodo mesentérico. Durante o desafio com a dieta NASH, estes
linfécitos seriam recrutados para o figado onde a prépria infec¢do por YP promove um
microambiente Th1 que € exacerbada pela dieta.

O consumo de frutose em conjunto com uma dieta hiperlipidica € um grande
estimulo inflamatério no figado. Primeiramente, a frutose quando metabolizada no figado
causa deplecédo de ATP nos hepatdcitos, e com isso, disfuncédo mitocondrial e estresse
oxidativo (JENSEN et al., 2018). Modelos de esteatohepatite ndo-alcoodlica reportam
aumento da expressao do inflamassoma NLRP3. Ativacdo de NLRP3 culmina com a
liberacdo de IL-18 e IL-1 citocinas altamente inflamatorias, mas também na piroptose do
hepatécito em questdo (MRIDHA et al., 2017; WREE et al., 2014). Tudo isso propicia um
ambiente altamente inflamatoério para a migracao de linfocitos efetores. A presenca de
linfocitos TCD8* e células NKT ja foi relacionada com dano celularna EHNA (WOLF et
al., 2014; DUDEK et al., 2021). Isso nos levou a acreditar primeiramente que animais
infectados (onde se observou o aumento dessas células), possuiriamuma piora do quadro
de esteatohepatite. O resultado contrario, no entanto, salienta o papel das Tregs

recrutadas para o figado dos animais YP/NASH

No entanto, € possivel também que os efeitos hepaticos da infec¢cdo nao estejam
afetando a melhora metabdlica observada, e que esse efeito esteja sendo mediado por
outros tecidos, como os tecidos adiposos branco e marrom. Um experimento realizado
por outro membro do laboratério indicou que ha um remodelamento do tecido adiposo
branco (Siqueira et al.; em submissdo) em que camundongos infectados apresentaram
hiperplasia do tecido adiposo e beigeing. Em situacdes de obesidade é esperada a

hipertrofia dos adipdcitos em que ha o aumento do tamanho dos adipécitos do tecido
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adiposo branco (ZHAO et al., 2021) e branqueamento (whitening) do tecido adiposo
marrom. Os animais previamente infectados, além da hiperplasia e beigeing, também
apresentam prote¢ao contra o branqueamento do tecido adiposo marron (Siqueira et. al,
em submissédo). Estes fendbmenos podem estar ligados a melhora observada nos
camundongos infectados apds dieta NASH, uma vez que o processo de hiperplasia esta
relacionado a beneficios metabdlicosenquanto o processo de hipertrofiase relacionacom
obesidade e resisténciaa insulina(GHABEN & SCHERER, 2019). Nos tecidos de animais
infectados com YP, nés também notamos o beigeing dos adipdcitos brancos, isto implica
na mudanca destes adipdcitos para um fenétipo mais metabolicamente ativo e que ja foi
relacionado com uma melhora na homeostase glicémica (CHONDRONIKOLA et al.,
2014). No entanto, ndo sabemos se 0 mesmo acontece nesses camundongos apoés a

dieta NASH, sendo necessario outros experimentos para podermos afirmar isto.

Nessa questédo, a microbiota comensal, em especial no intestino, compde um fator
importante para o estado metabdlico do hospedeiro. A bactéria Akkermansia muciniphila
(encontrada em niveis aumentados em camundongos infectados por YP, dados néo
publicados), possui efeitos de melhora no metabolismo glicémico e que, em Uultima
instancia, diminui a producéo de acidos graxos livres pelo tecido adiposo (GREER et al.,
2017). Além disso, foi observado em humanos que suplementagcdo com Akkermansia
melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu a massa corporal (DEPOMMIER et al.,
2019). Paralelamente, a presenca de SFB (Bactéria Segmentada Filamentosa) melhora
os parametros glicémicos em condi¢des de sindrome metabdlica em dieta suplementada
com acucar (KAWANO et al., 2022). Neste mesmo estudo, foi visto que SFB induzia
linfécitos Th17 que mantinham a integridade da barreira intestinal. Dessa forma, ainda
necessaria a realizacdo de experimentos mecanisticos para definirmos a contribuicédo da

microbiota alterada pela infeccao nos resultados obtidos neste projeto.

E possivel também que metabdlitos microbianos possam afetar de parametros
metabolicos. A presenca de indol, um produto do metabolismo do triptofano pela
microbiota, possui efeito de reducéo da glicemia e melhora da esteatose hepatica (MA et
al., 2020). A presenca de succinato metabolizado pela microbiota também pode melhorar
os parametros glicémicos (DE VADDER et al., 2021). A prépria bactéria Akkermansia
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muciniphila jA foi reportada regulando o metabolismo de L-aspartato para melhorar
parametros de EHNA e obesidade em uma dieta de sindrome metabdlica (RAO et al.,
2021).

Um mecanismo possivel para unir as duas hipoteses apresentadas seria a da
producéo diferencial de acidos biliares pelos camundongos infectados por YP. Acidos
biliares sdo capazes de ativar termogénese (WATANABE et al., 2006), possivelmente
promovendo o beigeing/browning do tecido adiposo branco. Sabemos que a ativacao
intestinal do receptor de acidos biliaresfarnesoide X (FXR) também promove browning do
tecido adiposo, melhorando a sensibilidade a insulina e a resposta glicémica (FANG et
al., 2015; PATHAK et al., 2018). A ativacao de outro receptor de acidos biliares, TGR5,
aumenta a producéao de GLP-1 (PATHAK et al., 2018; THOMAS et al., 2009). A producao
de GLP-1 e de GIP-1 esta aumentada na infeccdo por YP, sendo induzida por uma
bactéria do género Sutterella, que se encontraaumentadatambém nointestino de animais
infectados (Siqueira et al., under review). De forma inversa, ativacdo do tecido adiposo
marrom, induzido por frio, também pode alterar a microbiota intestinal, através da
liberacédo de colesterol e producao de acidos biliares (WORTHMANN et al., 2017). Tal
mecanismo geraria um ciclo autossuficiente em que a infecgdo por YP inicia uma
mudanc¢a na microbiota que promove o browning to tecido adiposo, consequentemente, 0
browning to tecido adiposo promove a manutencao desta microbiota, pela producéo de
acidos biliares. Um outro efeito desse ciclo seria 0 aumento da producao das incretinas.
Isto explicaria o por que de camundongos infectados possuirem este ganho metabdlico a
longo prazo, independentemente da presenca de YP.

Outro mecanismo que pode contribuir para o fenétipo observado é o leaking dos
guilomicrons da dieta para a cavidade peritoneal, observado nos camundongos
infectados. Isso pode explicar o fato de nédo haver esteatose no figado dos animais
infectados apos a dieta NASH, uma vez que o lipideo absorvido ndo consegue chegar
pela via linfatica classica até o figado. E possivel entéo que esse lipideo esteja tomando
uma rota alternativa, que nao envolva seu transporte até o figado, logo protegendo esse
orgao do acumulolipidico. Pretendemos avaliar também a absorcao dos lipideos da dieta,
uma vez que os proprios acidos biliares estdo envolvidos com a emulsificacdo e

metabolismo de lipideos no limen intestinal (MU et al., 2004). E plausivel que as
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mudancas nos acidos biliares possam causar alteracdes na absorcédo de lipideos. A
ativacado de FXR, por exemplo, reduz a absorcéo lipidica (CLIFFORD et al., 2021) e
protege da esteatose hepatica.

Existe, portanto, a possibilidade de outros tecidos adiposos estarem participando
favoravelmente da protegcdo metabodlica. No entanto, isso ndo foi observado no
mesentério, o tecido adiposo que esta na “linhadefogo” durantea infecgao por YP. Vimos
nesse tecido uma reducdo de ILC2 nos camundongos YP NASH células que séo
importantes para a homeostase do tecido adiposo (BRESTOFF et al., 2015/ CARDOSO
et al., 2021). De forma semelhante, a perda de células Th2 e suas citocinas produzidas
podem desbalancear a homeostase nesse tecido, promovendo resisténcia a insulina
(KANG et al., 2019). A perda destas células provavelmente acarreta na reducado de
eosindfilos, que também possuem papel no controle de obesidade e homeostase tecidual
(ZHANG et al., 2015/ WU et al., 2011). As célulasda imunidade Th2 sdo importantes para
homeostase do tecido adiposo, pois produzem citocinas que mantém o microambiente
menos inflamatdrio através da ativacdo de, por exemplo, macréfagos M2-like, além de
manter um fenotipo metabolicamente ativo nos adipocitos (BRESTOFF et al. 2015 /
ZHANG et al., 2015). Paradoxalmente, a perda de células como ILC1, incluindo células
Natural Killer, também esta relacionada com a promocéo de obesidade e resisténcia a
insulina no tecido adiposo (LEE et al., 2016 / O’'Sullivan et al., 2016). Alguns estudos
indicamque as ILC1 sdo responsdveis por eliminar células potencialmente inflamatérias,
impedindo o estabelecimento da low-grade inflammation que € classica da obesidade
(WEISBERG et al., 2003 / BOULENOUAR et al., 2017). Esses dados indicam que o
mesentério ndo recupera sua homeostase pos-infeccdo por YP, exatamente como
hipotetizamos, e provavelmente estd em processo de aumento daresisténciaa insulinae
acumulo lipidico tipico da obesidade ao perder as células que mantém sua homeostase.
Mas apesar disso, outros efeitos metabdlicos sistémicos podem estar sendo capazes de
contrabalanceara inflamacéo no tecido adiposo mesentérico, mantendo assim a protecao

observada nos animais YP NASH.

Em resumo, este trabalho mostra que apesar de ja sabermos que camundongos
infectados por YP possuirem uma melhora no metabolismo em condi¢cdes de dieta

controle, o resultado obtido com os animais YP NASH foi surpreendente no sentido de
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ficarem protegidos da obesidade, do T2D e EHNA induzidos pela dieta, mesmo apés 15
semanas. Camundongos previamente infectados, portanto, adquirem resisténcia a
sindrome metabdlicainduzida pela dieta. Ainda nao temos certeza de qual a causa dessa
resisténcia mostrada pelos camundongos infectados ap6s dieta NASH. Sabemos que em
contexto de dieta controle a microbiota exerce um grande papel, através da producao de
incretinas.No entanto, acreditamos qu e para que os camundongos YP NASH mantenham
essa protecao, o figado destes animais também deve ser protegido. E por conta disso, as
Tregs infiltrantes no parénquima hepatico sdo centrais para manter esse balanco.
Acreditamos que para a chegada dessas Tregs no parénquima hepatico a expressao do
fator de transcricdo Tbet € importante, uma vez que o estimulo inflamatério atrai os
linfocitos que expressam esse fator. E possivel, entdo, que linfocitos Treg, durante o
contexto da infec¢édo, em que ha inflamacao no linfonodo mesentérico, adquiram o fator
de transcricdo Thet e passem a expressar receptores de quimiocinas semelhantes aos
das células efetoras inflamatdrias, como CXCR3. Quando ha o estimulo inflamatdrio,
causado pela dieta NASH, no figado essas células provavelmente migram para o figado,
partindo de locais de inducdo comoo MLN e o mesentério. E possivel que a protecéo seja
também mediada por outros tecidos, por exemplo através da comunicacao do tecido
adiposo com o figado e consequentemente com a microbiota, através da producéo de

acidos biliares.

6. CONCLUSOES

Este estudo mostrou que camundongos previamente infectados séo protegidos de SM
induzidapordieta NASH. Animais, apés se recuperarem da infeccdo, e serem submetidos
a dieta NASH, os animais sdo capazes de reduzir a esteatose hepatica, 0 ganho de peso
e a resisténcia a insulina causados pela dieta NASH. Tal protecéo gira possivelmente ao
redor do figado e no aumento de Treg Tbet+, mas também pode estar ocorrendo por

outros mecanismos Sistémicos.

Apesar disso, o tecido adiposo mesentérico apresenta uma quebra na homeostase

induzidapelainfeccdoporYP e que ndo é recuperada apoés tratamento com a dieta NASH,
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indicando que este tecido n&o contribui para a melhora do metabolismo observada nos
animais YP NASH.
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Figura 6. Resumo dos resultados atingidos.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Aprovagdo geral do Comité de Etica
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Ao final do periodo CUtOrgado por esta licenca, © pesquisador responsivel deverd encaminhar a esta
comissao, até o ultimo dia de validade da atual proposta, rekatdnio finol de acordo com a Resolugdo Normativa
CONCEA n® 30/2016 - Diretriz Beasilelra para o Cuidado ¢ a Utlizagho de Animals em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Clentifica (DBCA), conforme modelo constante no endereco eletronico www.ich usp br/ceuc. Havendo
Interesse na renovagdo do projeto, a solictaglo devera ser protocolada pela Secretarla da CEUA-ICB/USP até o
Ultimo dia de validade da atual proposta. Apés esta data uma nova proposta deverd ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitied "Impoct of infection-induced immunologicol scarring on
the long-term host metabolic homeostasis”, protocol nt 49/2016, which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human), for Scientific
Reseorch Purposes, Is in accordance with the provisions of the Law n® 11.794 passed on October 8", 2008, Decree n®
6899 passed on July 15™, 2009, and the rules Issued by the National Council for Control and Animal Experimentation
(CONCEA). According to this legislation, the project was evaluated and approved on 6/14/2016 by the ETHICS
COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Bomedical Sciences, University of Sao Paulo (CEUA-ICB/USP), and the
license for animal use i valid for 4 year(s) from the date of approval.

- Principal Investigator: Dr.(a.) Denise Morais da Fonseca

. Team members: Ricordo Wesiey Alberca Custodio (Graduate Student), Momtchilo Russo (Coloborator Researcher),
Niels Olser Saralva Cdmare (Coloborotor Researcher), Fernanda Peixoto Barboso Nunes (Cofaborotor Researcher),
Ellane Aporecido Gomes de Mello Nascimento (Loboratory Technicion)

At the end of the period granted by this license, the Principal investigator must submit a final report of
the project to this committee, according to the Rule n? 30 and the Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacio de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Clentifica (DBCA) issued by the CONCEA. If a renewal of the project
is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP secretary before the expiration of the current
proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

M musouls %GM TLW 'x.s:'
\ Paulo, 16 de junho de 2016,
WA ¢

Prol. Dr. Anderson de Sa Nunes Prof. Dr. Goulart da Silva
Coordenador CEUA-ICB/USP CEUAICB/USP

Anexo 2. Estratégia de gates de fatores de transcri¢édo
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