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Resumo

O trato gastrointestinal € um sitio de alta exposicdo antigénica, por isso requer a
presenca de mecanismos de regulagdo imunoldgica mediada por linfécitos T
reguladores e T auxiliares produtores de IL-17 (Th17) na mucosa intestinal. Se houvera
falha na inducdo desses mecanismos, pode ocorrer o desequilibrio das populacdes de
bactérias comensais da microbiota intestinal, denominado de disbiose, geralmente
associado a ruptura da barreira intestinal e translocagdo de bactérias ou LPS para o
sangue. Neste sentido, alguns estudos tém evidenciado a importancia dos linfocitos
Th1l7 no intestino, ja que estas células tem a capacidade de manter a integridade da
barreira intestinal e, como conseqiéncia controlar a colonizacdo e translocacéo
bacteriana. Em adicdo, em pacientes e animais diabéticos tém sido observada a
correlagcdo de altos niveis de LPS circulantes e resisténcia a insulina. Baseado nessas
evidéncias, nosso objetivo foi avaliar o papel da citocina IL-17 no controle das alteracdes
inflamatérias e metabdlicas no modelo de diabetes do tipo 2 (DM2). Para isso, foram
utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT) ou deficientes do receptor da citocina
IL-17 (IL-17R™) submetidos & dieta controle (DN), composta por 10% de gorduras, 70%
de carboidratos e 20% de proteinas ou a dieta hiperlipidica (DH), composta por 60% de
gorduras, 20% de carboidratos e 20% de proteinas. Nossos dados demonstraram que a
deficiéncia do receptor de IL-17 protegeu 0s animais contra a obesidade, mas os
mesmos desenvolveram maior hiperglicemia e hiperinsulinemia decorrente da
resisténcia a insulina. Além disso, foi verificada a hiperplasia das ilhotas pancreéticas,
anormalidades na arquitetura e intenso infiltrado inflamatério no intestino (ileo) dos
animais IL-17R” comparados aos WT ap6s DH. Esse fato parece estar correlacionado a
um defeito da migracdo de neutréfilos para a mucosa intestinal, uma vez que foi
detectada reduzida expresséo génica da quimiocina CXCL-1 e do receptor CXCR-2 no
ifleo desses animais. De maneira interessante, as populacbes de neutréfilos
(CD11b'Ly6G") e de macrofagos anti-inflamatérios (CD11b*CX3CR1") mostraram-se
aumentadas nos linfonodos mesentéricos dos animais IL-17R” apds DH. Em seguida,
foi constatada maior translocacdo bacteriana no sangue tanto de animais IL-17R”
submetidos & DN como DH. Entretanto, a analise metagenémica do gene 16S revelou a
prevaléncia de bactérias Bacteroidetes e Proteobacterias, principais representantes de
bactérias gram-negativas, somente nas fezes dos animais IL-17R”" submetidos & DH.
Em conjunto, estes dados indicam que o eixo IL-17/IL-17R é importante na manuten¢ao
da homeostase intestinal e na regulacdo das alteracdes inflamatérias e metabdlicas
associadas ao DM2.

Palavras chaves: Diabetes mellitus tipo 2; Células Th17; Microbiota intestinal;
Inflamacdo intestinal; Resisténcia a insulina.
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Abstract

The gastrointestinal tract is a high antigenic exposure site, so it requires the presence of
immune regulation mechanisms mediated by regulatory T lymphocytes and IL-17-
producing T helper lymphocytes (Th17) in the intestinal mucosa. If there is a failure in the
induction of these mechanisms, may occur the imbalance in the populations of
commensal bacteria of the intestinal microbiota, called dysbiosis, generally associated
with the break of the intestinal barrier and translocation of bacteria or their products like
LPS into the blood. In this regard, some studies have evidenced the importance of Th17
lymphocytes in the intestine, since these cells have the ability to maintain the integrity of
the intestinal barrier, and consequently controlling the colonization and bacterial
translocation. In addition, in patients and diabetic animals have been observed
correlation between high circulating levels of LPS and insulin resistance. Based on this
evidence, our objective was to evaluate the role of IL-17 cytokine in the control of
inflammatory and metabolic changes in the type 2 diabetes (T2DM). For this reason,
were used C57BL/6 wild-type mice (WT) or lacking of IL-17 cytokine receptor (IL-17R™)
mice undergoing to the control diet (ND) comprising 10% fat, 70% carbohydrate and 20%
protein or high fat diet (DH), comprising 60% fat, 20% carbohydrates and 20% protein.
These data demonstrate that IL-17 receptor deficiency protected the animals against
obesity, but these mice developed hyperglycemia and hyperinsulinemia due to insulin
resistance. Furthermore, we verified a hyperplasia of the pancreatic islets, abnormalities
in architecture and intense infllmmation in the intestine (leum) of IL-17R” animals
undergoing DH compared to WT. This appears to be correlated to a defect in the
neutrophil migration to the intestinal mucosa, since was detected reduced gene
expression of the CXCL-1 chemokine and CXCR-2 receptor in the ileum of these
animals. Interestingly, the populations of neutrophils (CD11b*Ly6G") and anti-
inflammatory macrophages (CD11b"CX3CR1") were shown to be increased in the
mesenteric lymph nodes of IL-17R” animals after DH. Later, it was found more bacterial
translocation in blood, both in IL-17R™ mice with ND or DH. However, the metagenomic
analyzes of the 16S gene revealed increased of Proteobacteria and Bacteroidetes phyla,
the main representatives of gram-negative bacteria, only in the faeces of IL-17R" mice
underwent DH. Together, these data indicate that IL-17/IL-17R axis is important in
maintaining intestinal homeostasis and the regulation of inflammatory and metabolic
alterations associated to T2DM.

Key words: Type 2 diabetes mellitus; Thl7 cells; Intestinal microbiota; Intestinal
inflammation; Insulin resistance.
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1. Introducao



1. Introducéo

A obesidade é um processo caracterizado pelo acumulo excessivo de lipideos no
tecido adiposo associado a uma inflamagéo cronica de baixo grau, decorrente da
ativacao de células do sistema imune inato e adaptativo (Qatanani and Lazar 2007,
Cildir, Akincilar et al. 2013; Kammoun, Kraakman et al. 2014). Essa desordem tem
sido considerada uma das principais causas relacionada ao desenvolvimento de
outras comorbidades como o diabetes do tipo 2 (DM2), assim como doencas
cardiovasculares e renais (Qatanani and Lazar 2007). Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 4% da populacdo mundial (135 milhdes
de pessoas) apresentou diagnostico positivo para diabetes em 1995, e as projecoes
para 2025 indicam que esse percentual pode chegar a 5,4%, totalizando cerca de
300 milhdes de pessoas diabéticas no mundo. No Brasil, essa prevaléncia teve uma
média geral ajustada pela idade dos individuos de 7,4% em um estudo realizado em
nove capitais brasileiras (Carmecini 2012).

Os mecanismos imunologicos e metabdlicos que conectam a obesidade com a
inflamacdo no DM2 incluem a producdo de uma variedade de moléculas como
adipocinas, quimiocinas e citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-
18 e IL-6 pelos adipdcitos e células do sistema imune residentes no tecido adiposo.
As citocinas pro-inflamatérias promovem a resisténcia a insulina nos tecidos nos
guais sao sintetizadas (tecido adiposo e figado), mas também podem ser
transportadas pelo sangue e influenciar 6rgdos distantes como vasos sanguineos,
musculo cardiaco e esquelético, rins e leucécitos circulantes. Além disso, tem sido
reportado em humanos obesos e modelos experimentais de obesidade, que
elevadas taxas de acidos graxos livres no soro induzem sinalizacéo pro-inflamatoria
e resisténcia a insulina em tecidos periféricos (Boden, She et al. 2005).

Vérias evidéncias mais recentes demonstram que a microbiota intestinal esta
relacionada aos perfis inflamatorios na obesidade e DM2 (Cani, Bibiloni et al. 2008;
Cani and Delzenne 2009). Diferentemente do genoma humano, o genoma de
microrganismos presentes na microbiota intestinal € passivel de alteracdes

dindmicas na configuragdo de seus componentes com o intuito de adaptacdo de um
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componente individual ou de uma comunidade em resposta ao tipo de alimentacéo,
alguma anormalidade ou uso de antibidticos. De fato, estudos tém reportado a
presenca de alteracbes nas populacBes de bactérias presentes no intestino de
individuos e animais obesos (Tagliabue and Elli 2013). O desequilibrio da microbiota
pode levar a ruptura da barreira intestinal, aumento da permeabilidade e
translocacdo bacteriana a partir do intestino para tecidos sensiveis a insulina (Amar,
Chabo et al. 2011). Neste sentido, concentracdes aumentadas de componentes
bacterianos provenientes de bactérias gram-negativas como o lipopolisacarideo
(LPS) tém sido detectadas na obesidade e DM2. Este fendbmeno é denominado de
endotoxemia metabdlica e decorre da ativacdo de receptores da imunidade inata,
como o complexo CD14/TLR4 expresso em ceélulas do sistema imune inato e nos
adipdcitos, resultando na ativacdo de vias de sinalizacdo pro-inflamatorias. Dentre
as principais citocinas produzidas durante a endotoxemia metabolica estdo o TNF-a
e a IL-6, que induzem a inativacdo de componentes da cascata de sinalizacédo da
insulina e conferem a resisténcia a insulina e progressdo do DM2 (Cani and
Delzenne 2009; Cani, Osto et al. 2012).

1.1 Respostainflamatéria na inducédo da resisténcia a insulina e DM2.

A insulina é o principal hormdnio que regula o metabolismo da glicose e inicia
seus efeitos biolégicos através da ativacdo do receptor de insulina (IR), que ocorre
pela autofosforilagcdo de residuos de tirosinas (Tyr) de varios substratos, tais como
substrato do receptor da insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2, respectivamente). Apos a
fosforilacdo da tirosina, o IRS-1 e IRS-2 podem se ligar e ativar a fosfatidilinositol 3-
guinase (PI3K), a qual promove a fosforilagdo em residuos de serina (Ser) de outra
guinase denominada Akt. A Akt ativada promove uma série de cascatas de
fosforilacdo/desfosforilacdo em diversos substratos e enzimas. Esses eventos
culminam na captacéo da glicose circulante pelo musculo e tecido adiposo mediado
pelo transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) (Schinner, Scherbaum et al. 2005;
Winkler and Cseh 2009).

O diabetes é caracterizado pelos niveis elevados de glicose sanguinea, como

resultado de secrecédo de insulina insuficiente para o organismo, ou ainda resisténcia
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a insulina, sendo caracterizada como uma doenca heterogénea com mudultiplas
etiologias (Ashcroft and Rorsman 2012). O DM2 contribui com 80-95% dos casos de
diabetes diagnosticados em paises desenvolvidos. Embora as razdes para o
desenvolvimento ainda n&o serem conhecidas, alguns fatores de risco podem
desencadear a doenca, tais como a obesidade, a alimentacdo inadequada, o
sedentarismo, o envelhecimento e o historico familiar de diabetes (Guariguata,
Whiting et al. 2014). A resisténcia a insulina precede o inicio do DM2, definida como
uma irresponsividade a acdo deste horménio em tecidos metabdlicos (Gual, Le
Marchand-Brustel et al. 2005), e esta condi¢cdo patoldgica esta fortemente associada
ao aumento de citocinas pré-inflamatérias circulantes como o TNF-a, interferon
gama (IFN-y) e IL-6 (Cildir, Akincilar et al. 2013).

A obesidade é caracterizada por ter um numero maior de tecido adiposo
(hiperplasia) e um aumento no tamanho dos adipocitos (hipertrofia). Recentemente
estudos tém implicado o tecido adiposo visceral (TAV) no processo inflamatério,
demonstrando que os adipocitos maduros e pré-adipocitos expressam multiplos
receptores do tipo toll (TLR). No TAV, os macrofagos representam cerca de 40-50%
do total de células presentes neste compartimento. Em individuos obesos, 0s
macrofagos sédo caracterizados pela expressao de TNF-a e IL-6 e sdo denominados
como macrofagos classicamente ativados ou M1. Neste contexto, a diferenciacéo
dos macrofagos M1 é induzida por IFN-y produzido por sub-populacdes de células
Thl e TCD8" que infiltram o TAV durante o desenvolvimento do processo
inflamatorio. Além disso, existe a correlacdo entre o0 aumento do niumero de células
Thl e subsequente producdo de IFN-y com a diminuicdo da sensibilidade a insulina
no TAV (Nishimura, Manabe et al. 2009; Oh, Morinaga et al. 2012).

De maneira controversa, um estudo mais recente mostrou que a IL-6
produzida pelo musculo esquelético durante a realizacdo de um exercicio fisico
intenso € favoravel para manter niveis normais de glicose no sangue (BK 2007).
Posteriormente, foi descrito uma via anti-inflamatdria homeostatica para a IL-6, uma
vez que ela foi capaz de induzir a expressao do receptor da IL-4 em macréfagos
isolados de camundongos submetidos a dieta rica em gorduras, o que favorece a
polarizacdo destas células para um fenétipo alternativamente ativado ou M2. Em

paralelo, foi comprovado que camundongos deficientes de IL-6R apresentaram
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melhora da sensibilidade a insulina e reducéo da endotoxemia metabdlica apés dieta
rica em gorduras (Mauer, Chaurasia et al. 2014).

Apesar de que o papel do IFN-y no tecido adiposo ainda ndo est4d bem
esclarecido, alguns estudos sugerem que essa citocina modula o metabolismo
oxidativo e a formacao de novos vasos, o0 que favorece o recrutamento e ativacao de
macréfagos no TAV (Vijay-Kumar, Aitken et al. 2010; Oh, Morinaga et al. 2012).
Além disso, o TNF-a liberado pelos macréfagos ativados presentes no TAV se liga a
seu receptor, promovendo a ativacdo de uma série de quinases como IKK2 e JNK,
gue conduzem a fosforilacdo do IRS-1 e IRS-2 em residuos de serina e inibem a
cascata de sinalizacdo da insulina nos adipécitos. Como decorréncia, a expressao
do GLUT-4 é regulada negativamente na superficie da membrana plasmatica destas
células (Stephens and Pekala 1991; Gual, Le Marchand-Brustel et al. 2005;
Qatanani and Lazar 2007; Cildir, Akincilar et al. 2013). Sendo assim, as citocinas
pré-inflamatorias liberadas pelo proprio tecido adiposo e pelas células do sistema
imune residentes durante um processo de obesidade parecem contribuir para a
inducao da resisténcia a insulina e DM2.

Diversos mecanismos diretos e indiretos tém sido relacionados a acao das
citocinas pro-inflamatérias na resisténcia a insulina. A sinalizacdo mediada pela IL-6
induz a ativacdo de enzimas como as janus quinases (JAKS), que por sua vez
ativam as proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas 1 e 3 (SOCS 1 e 3,
respectivamente) e leva a inibicdo da fosforilacdo de residuos de tirosina dos IRS.
Adicionalmente, foi mostrado que tanto o TNF-a como a IL-6 inibe a transcricdo dos
genes relacionados com a expressao dos IRS e de GLUT-4 nos adipdcitos (Rotter,
Nagaev et al. 2003; Cildir, Akincilar et al. 2013). Outros efeitos bioldgicos
decorrentes da sinalizacdo dessas citocinas € o aumento da lipdlise no TAV e, como
consequéncia, ha liberacdo de altos niveis de acidos graxos livres no plasma, os
guais inibem a fosforilagdo em residuos de tirosina do IRS-1 e a ativacdo da quinase
PI3K (Zhang, Halbleib et al. 2002; Gual, Le Marchand-Brustel et al. 2005).
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1.2 Permeabilidade intestinal e endotoxemia metabdélica no DM2.

A obesidade e o DM2 sdo duas doencas metabdlicas resultantes da
combinacdo de fatores genéticos e ambientais. Embora alguns dos mecanismos
moleculares associados aos fatores genéticos tenham sido elucidados, ainda pouco
se sabe sobre a interferéncia dos fatores ambientais (Cani, Delzenne et al. 2008).
Nos ultimos anos, estudos revelaram que a ingestao de dieta rica em lipideos esta
intimamente relacionada a mudangas na microbiota intestinal e na arquitetura normal
da barreira intestinal, as quais podem ser uma das causas de aumento de peso
corporal, resisténcia a insulina e progressdo do DM2 (Erridge, Attina et al. 2007; de
La Serre, Ellis et al. 2010).

Em condi¢cbes normais, o epitélio gastrointestinal € formado por uma camada
de células epiteliais, que permitem uma absorcdo eficiente de nutrientes pelo
organismo e, a0 mesmo tempo, constitui uma barreira fisica que impede o transporte
de sustancias nocivas da regiao luminal do intestino para a circulagdo sanguinea e
tecidos adjacentes (Suzuki 2013). Esta permeabilidade seletiva € mantida
principalmente pelas unides intercelulares estreitas que se estabelecem entre as
células epiteliais, denominadas de tight-junctions (TJ). As TJ sdo complexos
protéicos formados por proteinas transmembranas tais como a claudina, ocludina e
as moléculas de adesao juncional (JAM), assim como um amplo espectro de
moléculas citosoélicas como as proteinas ZO.

Estas TJ sao dinamicamente reguladas por diferentes fatores externos, como
por exemplo, os diversos tipos de dietas alimentares. Estudos recentes
demonstraram que camundongos alimentados com uma dieta rica em gorduras
apresentaram alteracdes na permeabilidade intestinal, ja que foi observado uma
diminuicdo da expressdo das proteinas ZO-2, claudina 1 e 3 e JAM-1 no célon de
destes animais quando comparados com os camundongos que receberam dieta
controle. Além disso, esta permeabilidade foi associada com um aumento do peso
corporal e maior intolerancia a glicose (Moreira, Texeira et al. 2012; Murakami,
Tanabe et al. 2016). Adicionalmente, foi constatado que a dieta rica em gorduras
também induziu alteraces na composicdo da populacdo microbiana presente no

intestino provocando um aumento do numero de bactérias gram-negativas em
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detrimento das gram-positivas. Essas modificacdes acarretaram um aumento
consideravel dos niveis de LPS, assim como uma quebra da barreira intestinal, que
levou ao extravasamento desta molécula para a circulacdo sanguinea (Moreira,
Texeira et al. 2012). A presenca de LPS na circulagdo e nos tecidos metabolicos
possibilita a sua interacdo com receptores de tipo toll,como o TLR4 presente na
superficie da membrana de numerosas células do sistema imune e outras células
ndo imunes como adipécitos, hepatocitos e células endoteliais. Quando o LPS se
liga ao TLR4 ocorre a ativacao de uma série de vias de sinalizacdo pré-inflamatérias,
gue culminam na producao de citocinas como IL-6, TNF-a e a expressao de oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), as quais promovem um estado de inflamacéo e
resisténcia a insulina (de La Serre, Ellis et al. 2010; Moreira, Texeira et al. 2012;
Serino, Luche et al. 2012).

Portanto, esses achados comprovam que o consumo de uma dieta rica em
gorduras € capaz de desencadear mudancas na permeabilidade intestinal e
endotoxemia metabdlica, que correlacionam com o estabelecimento da inflamacéo,

resisténcia a insulina e desenvolvimento de DM2.

1.3 Evidéncias de disbhiose intestinal na obesidade e DM2.

Durante os ultimos cinco anos, os estudos relacionados com a interacdo entre
a populacdo de microrganismos que habitam o trato gastrointestinal e o hospedeiro
tém alcancado grande relevancia. Sabe-se que o intestino humano € colonizado por
aproximadamente 10*® a 10*tipos de bactérias, chegando a ser considerado como
um 6rgao microbiano dentro do organismo do hospedeiro (Cani and Delzenne 2009;
Li and Hotamisligil 2010). Notavelmente, sabe-se que a microbiota intestinal esta
envolvida em numerosas funcgdes biologicas intestinais, como por exemplo: na
defesa do hospedeiro frente a patdégenos invasores, no desenvolvimento da
imunidade de mucosas, das microvilosidades intestinais e na degradacdo de
polissacarideos nao digeriveis como a inulina (Cani and Delzenne 2009).

Estudos mais recentes mostram o envolvimento da microbiota intestinal no
ganho de peso corporal. Neste sentido, um estudo mostrou que o transplante fecal

da microbiota de camundongos obesos mantidos em condi¢des livres de patdégenos
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especificos (SPF) para camundongos germ-free ocasionou o aumento de 60% no
peso corporal destes animais (Backhed, Ding et al. 2004). Em adi¢éo, outro estudo
observou que o desenvolvimento de obesidade tem sido associado a mudangas na
composicdo e propor¢cdo das populagbes bacterianas presentes na microbiota
intestinal, processo denominado de disbiose intestinal (Cani and Delzenne 2009).
Neste sentido, foi observado que tanto em modelos animais de obesidade como em
humanos com sobrepeso, existe uma proporcéo diferencial em 2 filos principais de
bactérias: maior abundancia de Firmicutes e menor de Bacteroidetes quando
comparados com os controles magros (Cani and Delzenne 2009; Cani and Delzenne
2009; Frazier, DiBaise et al. 2011).

De maneira interessante, o consumo de uma dieta rica em lipideos também
foi associado com uma reducdo da abundancia relativa das bactérias
Bifidobacterium (Cani and Delzenne 2009). De fato, alteracdes dessas bactérias
estdo correlacionadas ao aumento da capacidade de obtencdo de energia e o
aumento dos niveis de LPS circulantes, o que leva ao desenvolvimento de um
processo inflamatério sistémico de baixo grau e resisténcia a insulina (Cani and
Delzenne 2009). Corroborando com esses dados, foi demonstrado que a prevaléncia
de Bifidobacterium no intestino esta associada a diminuicdo dos niveis de LPS,
melhora da barreira intestinal e reducdo de ganho de peso corporal (Cani and
Delzenne 2009; Cani and Delzenne 2009; Shen, Obin et al. 2013).

Apesar da maioria dos estudos constatarem a diminuicdo da razdo de
Bacteroidetes/Firmicutes em pacientes obesos ou com DM2, existem outros
resultados que sugerem dados contrarios a estes ja estabelecidos na literatura (Wu,
Ma et al. 2010; Serino, Luche et al. 2012). Contudo, diversas evidéncias reforcam a
hipétese de que a microbiota intestinal constitui um elemento chave no
desenvolvimento de doencas metabdlicas. De fato, foi demonstrada reduzida
inflamacdo no tecido adiposo e normalizacdo dos parametros metabdlicos
relacionados a obesidade e DM2 em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com antibi6ticos (Cani, Bibiloni et al. 2008).

E importante mencionar que a presenca de filos especificos de bactérias no
intestino é importante para a diferenciacdo na lamina propria intestinal (LP) de

determinadas sub-populacdes de células do sistema imune relacionadas com a
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manutencdo da homeostase intestinal, tais como as células T auxiliares produtoras
de IL-17 (Th17). Um estudo recente reportou que a diferenciacdo destas células na
lamina propria esta estreitamente relacionada com a presenca de dois filos principais
de bactérias, Citophaga-Flavobacter-Bacteroidetese e as bactérias Filamentosas
Segmentadas (SBF). Entretanto, a abundancia relativa destes microrganismos
mostrou-se diminuida durante o desenvolvimento de obesidade (lvanov, Frutos Rde
et al. 2008). Sendo assim, essas observacgdes indicam um papel importante da
microbiota intestinal na regulacdo de processos bioldgicos e metabdlicos, tais como
a homeostase intestinal, ganho de peso corporal, obesidade e DM2.

1.4 Células da imunidade inata no intestino.

O arsenal de células do sistema imune presentes na LP tem um papel
fundamental no reconhecimento de patdgenos invasores e antigenos alimentares,
contribuindo assim para a manutencdo da tolerancia e homeostase intestinal. Além
disso, estas células presentes na LP precisam manter uma relacédo de simbiose com
a microbiota intestinal, onde a microbiota regula o numero e a funcdo de
determinadas populacdes de células do sistema imune, assim como estas células
mantém o controle da microbiota intestinal ao induzir a producdo de peptideos
antimicrobianos e imunoglobulinas com a IgA (Farache, Zigmond et al. 2013). Sabe-
se que existe uma série de sub-populacdes de células que reconhecem antigenos
provenientes das bactérias comensais e, ap0s sua ativacdo, sdo capazes de
produzir citocinas pro-inflamatorias. Os fagécitos mononucleares, incluindo células
dendriticas (DCs) e macrofagos, sdo as principais células que contribuem na
manutencado da integridade do intestino através da ativacdo das respostas imunes
inatas e adaptativas necessarias para a tolerancia a antigenos alimentares,
microrganismos comensais e agentes patogénicos (Johansson-Lindbom, Svensson
et al. 2005). As DCs estao distribuidas na LP, assim como em orgaos linféides
associados ao intestino, entre os que se incluem: as placas de Peyer (PPs), os
foliculos linféides (LFs) e os linfonodos mesentéricos (LMNS).

As DC sao caracterizadas pela presenca em suas membranas plasmaticas

das integrinas CD11c, CD103 e, mais recentemente, pela integrina CD11b (Varol,
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Vallon-Eberhard et al. 2009). Inicialmente, foi observado que as DCs CD11b"CD103"
e as DCs CD11b'CD103" apresentavam uma distribuicdo diferenciada nas regides
proximal e distal do intestino, sugerindo funcdes diferentes para cada um destes
subtipos celulares de DCs. Também foi reportado a prevaléncia das DCs CD11b"
CD103" nas PPs, LFs, LP e na linfa do conduto toracico apés uma linfadenectomia
mesentérica nos camundongos, indicando que estas sdo as principais células com
capacidade de migrar para os LMNs através de um mecanismo dependente do
receptor de quimiocina CCR7. Estas células parecem ser importantes para a
inducdo de tolerancia oral, assim como para a diferenciacdo e expansao de células
TCD4" nos LMNs. Também foi descrito que essas DCs parecem estar envolvidas na
supressdo de colite induzida por células T reguladoras (Treg) (Varol, Vallon-
Eberhard et al. 2009; Persson, Scott et al. 2013).

J& as DC CD11b*CD103" foram encontradas no nicleo das microvilosidades
intestinais e no interior da LP, locais que ndo favorecem a captacdo de antigenos
luminais (Schulz, Jaensson et al. 2009). No entanto, outros estudos relataram a
presenca de DCs CD11b'CD103" dentro do epitélio intestinal, cuja localizac&o
permitiria a emissao de projecfes de sua membrana plasmatica e captacdo de
antigenos do lumen intestinal (Bogunovic, Ginhoux et al. 2009). Adicionalmente,
Kinnebrew e colaboradores mostraram que as DCs CD11b*CD103" expressam a
citocina IL-23 em resposta a flagelina na LP, e desta forma, contribuem para a
diferenciacao de células Th17 (Kinnebrew, Buffie et al. 2012). Por outro lado, essas
células também séo capazes de produzir o fator de crescimento transformante beta
(TGF-B), o qual esta envolvido na diferenciagao de células T naive em células Tregs,
e de células B em células plasméticas produtoras de IgA (Mora, lwata et al. 2006).

Os macrofagos representam a populacdo de fagocitos mononucleares mais
abundantes na LP (Lee, Starkey et al. 1985). Estas células se caracterizam pela
expressdo de marcadores como CD11b, CD11c, F4/80 e alta expressao do receptor
de quimiocina CX3CR1 (Farache, Zigmond et al. 2013). Essas células sdo capazes
de reconhecer as bactérias comensais que ultrapassam a barreira epitelial e produzir
citocinas anti-inflamatorias (Bain and Mowat 2011). Neste contexto, foi descrito que
animais deficientes de CX3CR1 sao incapazes de estabelecer a tolerancia oral

devido a diminuicdo da populacdo de células Tregs e producdo de IL-10 na LP
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intestinal (Hadis, Wahl et al. 2011). Outro fato interessante é que os macrofagos
CX3CR1" ndo expressam o receptor de quimiocina CCR7, o qual é necessario para
a migracdo destas células do intestino para os LMNSs, por isso, sdo considerados
macroéfagos residentes da LP intestinal (Schulz, Jaensson et al. 2009). Nao obstante,
foi visto que estes macréfagos sdo capazes de promover a diferenciacdo e
manutencdo da populacdo de células Thl7 intestinais através de um mecanismo
dependente do trifosfato de adenosina (ATP) produzido pelas bactérias SBF
presentes no intestino (Atarashi, Nishimura et al. 2008).

Outras células do sistema imune que parecem ter um papel importante na
regulacdo da homeostase intestinal sdo os neutréfilos. Estas células sdo os
leucécitos mais abundantes no sangue e apresentam uma maquinaria
antimicrobiana potente contra patdogenos invasores. Durante a inflamacao intestinal,
0s monacitos residentes na LP liberam quimiocinas que favorecem o recrutamento
de neutrdfilos a partir do sangue até o sitio de infeccao (Ajuebor, Das et al. 1999).
Uma vez que os neutroéfilos chegam ao intestino, também produzem quimiocinas que
ajudam no recrutamento de macrofagos e outras células do sistema imune. O papel
destas células em numerosas doencas intestinais como colite ulcerativa e doenca de
Crohn tem sido muito discutido, ja que os dados apresentados na literatura oferecem
resultados contraditérios (Yamada, Zimmerman et al. 1991; Kuhl, Kakirman et al.
2007; Zhang, Ito et al. 2011).

Ja estd bem estabelecido que a principal funcdo do neutrofilo no intestino é
eliminar as bactérias luminais que translocam através do epitélio e invadem a
mucosa intestinal. Em um estado de quebra da barreira intestinal como € observado
em pacientes com obesidade, os neutréfilos parecem ser insuficientes para controlar
a multiplicacdo e propagacdo das bactérias, o que leva a translocacdo destes
microrganismos para a corrente sanguinea, promovendo a resisténcia a insulina e
DM2 (Li, Karlin et al. 2004). Os neutréfilos também sédo capazes de produzir uma
grande variedade de quimiocinas e citocinas como CXCL-8, IL-10 e IL-17 que
ajudam no recrutamento e ativacdo de células do sistema imune (Raab, Gerdin et al.
1993; Ferretti, Bonneau et al. 2003). Além disso, foi descrito recentemente que 0s
neutrofilos estimulados com IL-23 e TNF-a sdo capazes de produzir IL-22, a qual é

uma citocina que estimula a producdo de peptideos antimicrobianos pela células
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epiteliais e auxilia no reparo do epitélio intestinal (Denning and Parkos 2013). Enfim,
estes dados mostraram que a interacdo de diferentes células do sistema imune na
LP influencia na imunidade intestinal, com o intuito de manter a integridade da

barreira intestinal e impedir a translocacao bacteriana.

1.5 Diferenciagao e ativacdo das células Th17 intestinais.

As células Th17 intestinais sdo diferenciadas na presenca das citocinas IL-6,
IL-13, TGF-B e requerem para sua manutencdo a presenga da citocina IL-23
(Atarashi, Tanoue et al. 2010). ApGs sua diferenciacdo, sao caracterizadas por uma
alta expressao dos fatores de transcricio ROR-a e ROR-yt e produzem citocinas
como IL-17A, IL-17F e IL-22. Além disso, também apresentam expressdo do
receptor da citocina IL-23 (IL-23R) e do receptor de quimiocina CCR6, que promove
a migracao dessas células para o epitélio intestinal (Schutyser, Struyf et al. 2003;
O'Connor, Zenewicz et al. 2010).

Desde a sua caracterizacdo, as Thl7 tém sido descritas como uma sub-
populacdo celular importante nas respostas imunes frente a patdgenos
extracelulares, ja que induzem o recrutamento de neutréfilos e promovem a
liberacdo de fatores antimicrobianos (Aujla, Dubin et al. 2007). As citocinas IL-17A e
IL-17F sinalizam através de um complexo de proteinas formadas pelas subunidades
dos receptores IL-17RA e IL-17RC e desencadeiam uma seérie de cascatas de
sinalizacdo como a via de NF-kB, MAPK e C/EBPs, relacionadas com a transcricédo
de genes que codificam as citocinas IL-6 e IL-1B nas células epiteliais intestinais. Em
paralelo, estas vias estdo envolvidas na manutencdo da integridade do RNA
mensageiro (MRNA) que codifica numerosas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, através da inativacao de proteinas desestabilizadoras do mRNA como
a tristetraprolina (Liu, Ren et al. 2015).

Embora o fenétipo e a funcdo desta sub-populacdo celular tenham sido
extensivamente estudados no contexto de doencas autoimunes e inflamatdrias, seu
exato papel na obesidade e no DM2 permanece obscuro. Dados prévios relataram
gue a IL-17 é capaz de inibir a adipogénese por suprimir a expressao de fatores de

transcricdo pro-adipogénicos, adipocinas e moleculas relacionadas com o
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metabolismo dos lipideos e da glicose. A IL-17 também atua sobre os adipdcitos ja
diferenciados, ao prejudicar a captagdo de glicose por estas células. Sendo assim,
animais deficientes desta citocina apresentam uma maior tolerdncia a glicose e
sensibilidade a insulina. Em conjunto, a IL-17 atua como um regulador negativo da
diferenciacao de adipdcitos e do metabolismo glicémico nessas células. Entretanto,
essa citocina também atrasa o desenvolvimento de obesidade induzida com dieta
hiperlipidica, inferindo um possivel papel protetor da IL-17 (Ahmed and Gaffen 2010;
Zuniga, Shen et al. 2010).

1.6 Importancia das células Th1l7 na mucosa intestinal.

O papel das células Thl7 no intestino esta relacionado a manutencédo da
homeostase intestinal. Neste local, a producdo de citocinas proé-inflamatorias
decorrente de sinais derivados da ativacdo de receptores do tipo Toll em
determinadas sub-populacbes de DCs parece ser importante na diferenciacdo das
células Thl7 intestinais (Atarashi, Tanoue et al. 2010). As células Thl7
diferenciadas desempenham diversas fungcdes importantes no intestino tais como a
manutencdo da integridade da barreira intestinal e o controle do balanco das
populacbes de bactérias presentes na microbiota intestinal. Neste sentido, foi
observado que camundongos deficientes do receptor de IL-17 (IL-17RA7)
apresentam quantidades normais de neutrdfilos circulantes no sangue, porém esse
namero esta comprometido no intestino, resultando em disbiose intestinal,
translocacdo bacteriana e maior intolerancia a glicose. Este efeito observado das
células Thl7 é mediado pela expressdo do fator estimulador de colénias de
granulécitos (G-SCF) e da citocina IL-6.

Além das células Thl7 regularem positivamente a granulopoiese, elas
também induzem o recrutamento de neutrofilos do sangue para LP intestinal, ja que
promovem a expressdo de quimiocinas como CXCL-1 e CXCL-2 pelas células
epiteliais e fibroblastos da mucosa intestinal (Aujla, Dubin et al. 2007). Por outro
lado, as células Thl7 estdo envolvidas diretamente com a regulacdo de
componentes da barreira fisica intestinal por reforcar as TJ e promover uma maior

associacdo das proteinas claudina 1 e 2 na membrana das células epiteliais
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(Kinugasa, Sakaguchi et al. 2000). As células Th17 também induzem a expresséo de
genes de mucinas por ceélulas caliciformes presentes no intestino, as quais séo
proteinas glicosiladas que formam parte da camada de muco que recobre as células
epiteliais (Chen, Thai et al. 2003). Adicionalmente, foi verificada a correlagcdo da
producdo de IL-17 com o aumento da expressado de (B-defensinas no cdélon, assim
como a capacidade desta citocina em promover a expressao do receptor polimérico
de Ig e a liberacéo de IgA pelas células B presentes no intestino (Ishigame, Kakuta
et al. 2009; Cao, Yao et al. 2012).

Dados mais recentes estabelecem uma possivel relacdo entre as células
Th1l7 e a obesidade. Em um estudo, foi observado que camundongos submetidos a
uma dieta rica em gorduras apresentaram reducao do numero de células ROR-yt
CD4" produtoras de IL-17 na LP intestinal, e este fato foi associado com um
processo de disbiose intestinal e maior translocacéo bacteriana. Como decorréncia
do reduzido numero de células Thl7 na LP, esses animais desenvolveram
espontaneamente resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Burcelin and Pomie
2016). Em sintese, essas evidéncias mostraram o papel fundamental das células
Th17 na manutencdo da imunidade intestinal, e sua potencial implicacdo no controle
da obesidade e resisténcia a insulina. Porém, até o0 momento nao ha relatos sobre o
seu envolvimento na modulacdo da resposta inflamatdria intestinal e disfuncéo

metabdlica, que resultam no desenvolvimento do DM2.
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2. Objetivos

2.1 Geral.

Investigar o papel do eixo IL-17/IL-17RA no controle das alteragbes
metabdlicas e inflamatdrias do DM2 induzido por dieta hiperlipidica, assim como

avaliar a interferéncia da microbiota intestinal neste processo.

2.2 Especificos.

Em um modelo de DM2 induzido por dieta hiperlipidica em camundongos
C57BL/6 selvagens e deficientes do receptor IL-17RA, tivemos como objetivos

especificos:

1) Avaliar a cinética de expresséo génica e protéica das citocinas IL-6, IL-17 e IL-22
no intestino (ileo) durante o desenvolvimento do DM2;

2) Identificar as populacdes celulares responsaveis pela producédo da citocina IL-17
nos linfonodos mesentéricos e lamina prépria de camundongos diabéticos;

3) Elucidar os mecanismos associados a resisténcia a insulina e disfuncao
metabdlica e inflamatéria (local e sistémica) no DM2;

4) Detectar possiveis alteracdes da permeabilidade intestinal, translocacéo
bacteriana e endotoxemia metabodlica no DM2;

5) Caracterizar o infiltrado inflamatorio (neutrofilos, macréfagos e células dendriticas)
e a producéo de quimiocinas no intestino durante o DM2;

6) Determinar o perfil de bactérias da microbiota intestinal através da analise

metagendémica do gene 16S.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais.

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens e IL-17RA KO machos
entre 4 a 6 semanas de idade, obtidos a partir do Biotério da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) e mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica e Imunologia da FMRP-USP em estantes micro-isoladoras com ciclo
artificial claro/escuro de 12 horas, providas de ar filtrado, com livre acesso a agua e
racao, previamente esterilizados. Todos os experimentos foram desenvolvidos de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), protocolo para uso de animais em

experimentacgdo n° 144/2014.

3.2 Inducgéo de diabetes do tipo 2 (DM2).

Foi utilizado o modelo experimental de resisténcia insulinica a DM2 induzido
por dieta hiperlipidica. Apds periodo de adaptacdo de 7 dias, os animais selvagens e
deficientes foram divididos em 4 grupos de experimentacdo. Tanto animais
deficientes quanto selvagens receberam uma dieta controle (AIN93-composta por
10% de gordura, 70% de carboidrato e 20% de proteina) ou uma dieta hiperlipidica
(D12492- composta por 60% de gordura, 20% de carboidrato e 20% de proteina). Os

animais foram alimentados durante 9 semanas com as dietas acima mencionadas.

3.3 Perfil nutricional.

O perfil nutricional foi determinado pela analise de ingestdo alimentar, calorica
e monitoramento do peso corporal. Todos 0s animais receberam 4g de racéo
diariamente e, ap0s 48 horas, a quantidade ndo ingerida foi mensurada e a
guantidade ingerida foi definida como ingestao alimentar (IA). A ingestao caldrica foi

calculada pela seguinte formula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor
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energético de cada racdo (Kcal/g). O peso corporal dos animais foi aferido

semanalmente, utilizando-se uma balanca digital.

3.4 Testes da tolerancia a glicose (GTT) e insulina (ITT).

Os animais foram submetidos a um periodo de jejum de 12 horas. As coletas
sanguineas foram realizadas na condicdo basal e apds administracéo intraperitoneal
de uma solucédo de glicose a 25% (Sigma®-Aldrich) equivalente a 2,0 g/kg peso
corporal, sendo coletadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos da administracao
de glicose. Os resultados foram apresentados de acordo com a variagdo da
concentracdo de glicose plasmatica versus o tempo plotado em gréafico, obtendo-se
uma curva exponencial. A resposta da insulina foi analisada apoés jejum de 6 horas e
os niveis de glicose no sangue foram determinados nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 minutos da administracéo de insulina regular de 1,5 UlI/Kg de peso corporal. Foi
utilizado ACCUCHEK®Active para a leitura dos niveis de glicose em ambos testes.

3.5 Quantificacao de insulina no soro.
As concentracfes de insulina circulantes foram mensuradas no soro dos

animais através de teste imunoenzimatico da Alpcolmmunoassays (ELISA), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

3.6 Quantificacdo de colesterol e triglicerideos no soro.
As concentracdes de triglicerideos e colesterol total foram mensuradas no

soro dos animais através de testes enzimaticos da Labtest, de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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3.7 Avaliacdo da expresséo e fosforilagdo da AKT e PI3K no masculo.

Inicialmente, foi realizada a administragdo de insulina por via intraperitoneal
(3,8 UI/Kg de peso corporal) e, apds 3-5 minutos foi coletado o musculo esquelético.
Os fragmentos foram homogeneizados com um polytron em tampéo de extracao
(Tris 0,05 mol/L, cloreto de sodio (NaCl) 0,150 mol/L, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,001 mol/L, Triton X-100 1%, Deoxicolato 1%, Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS) 0,1 %, ortovanadato de sédio (Na3zVO,) 0,001 mol/L - 1:100, fluoreto de sddio
(NaF) 0,01 mol/L - 1:100 e inibidor de proteases). Um total de 60 ug de proteinas
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Em seguida, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio
dos sitios inespecificos com leite 5%, as membranas foram incubadas com anticorpo
primario por 20 horas a 4°C. Os anticorpos utilizados foram para -actina, pSer473-
AKT, AKT total, pTyr467-PI3K e PI3K total na diluicdo 1:500 (CellSignaling). Em
seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes, por 10 minutos, com TBS-T (100 mL
de TBS 10X; 1 mL de Tween 20 e agua destilada g.s.p. 1 L) e incubadas com o
anticorpo secundario 1gG marcado com peroxidase na diluicdo 1:1000 (GE
Healthcare) durante 1 hora, sob agitacdo. Por fim, as membranas foram lavadas 3
vezes por 10 minutos com TBS-T e a deteccdo foi realizada com kit de
guimioluminescéncia (PIERCE). A intensidade das bandas foi avaliada por analise

densitométrica utilizando-se o software ImageJ.

3.8 Extracéo de células da lamina propria e células endoteliais intestinais.

As células da lamina prépria (LP) e células endoteliais (CE) foram extraidas a
partir da digestdo do intestino delgado coletado de camundongos submetidos a uma
dieta controle ou uma dieta rica em lipideos. Inicialmente, foram removidas as placas
de Peyer intestinais e as fezes. Posteriormente, os intestinos foram fragmentados
em segmentos de 2 centimetros e incubados sob agitacdo, a temperatura de 37°C
em 20mL de meio RPMI, 3% soro fetal bovino (SFB), 5mM EDTA e 0,145 mg/mL de

ditiotreitol (DTT). Apdés incubacéo, os fragmentos foram agitados em meio RPMI
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incompleto (2mM EDTA) e passados em peneira de metal por 3 vezes, conservando-
se em ambos casos 0 meio para coleta das células epiteliais. Em seguida, os
segmentos foram fragmentados e transferidos para 3mL de meio RPMI incompleto
contendo 0,05% de DNAse, 0,2 mg/mL de liberase TL (Roche) e incubados sob
agitacdo, a temperatura de 37°C por 30 minutos. Na sequéncia, foi adicionado 20 mL
de meio RPMI completo com 3% SFB para inibir a atividade das enzimas de
digestdo. O material foi transferido para peneiras de 70um e macerado. Apos
centrifugagdo (1500 rpm, 10 minutos, 4°C), o sobrenadante foi descartado e
adicionado 10 mL de meio RPMI completo com 3% SFB, sendo o material
transferido e filtrado em peneiras de 40um e centrifugado. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em 1mL de meio RPMI completo com 5%
SFB foram contadas em camara de Neubauer. O meio coletado para isolamento das
células epiteliais foi centrifugado (1500 rpm, 10 minutos, 4°C) e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo com 5% SFB para sua posterior

contagem.

3.9 Andlise de leucocitos por citometria de fluxo.

A andlise quantitativa e fenotipica de células extraidas dos linfonodos
mesentéricos (LMN) e da lamina prépria (LP) foi realizada por citometria de fluxo
(FACS). A deteccéo de linfécitos Th17 (CD3"CD4IL-17") e yd (CD3'CD4yd'IL-17%)
foi determinada apés cultura dos leucdcitos, in vitro, com forbol-miristato-acetato
(PMA) e ionomicina, e, subsequentemente, brefeldina. Além disso, a quantificacdo
de macrofagos (CD11b*CX3CR1Y), neutréfilos (CD11b'Ly6G") e células dendriticas
(CD11b"CD103") também foi avaliada nos linfonodos mesentéricos (LMN) e na
lamina prépria intestinal (LP). As células foram lavadas e ressuspensas em Fcblock
(para bloquear ligacdes inespecificas) por 30 minutos a 4°C e, em seguida,
incubadas com 1,5ug de anticorpos monoclonais especificos aos marcadores
determinados acima, conjugados com FITC, PE, PerCP, APC ou APC-Cy7 por 30
minutos a 4°C. Apds incubacdo com os anticorpos, as amostras foram lavadas 2

vezes com PBS 1x e centrifugadas a 250 x g por 10 minutos. Os leucécitos foram
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adquiridos em FACSCanto Il (Becton&Dickson®) e as andlises foram feitos usando o

software FlowJo (Tree Star).

3.10 Estimulacéo de células da lamina propria e células endoteliais intestinais
com IL-17 recombinante.

Um total de 1x10° células epiteliais e 0,5x10° células da LP isoladas de
camundongos submetidos a dieta controle ou dieta rica em lipideos foram
plaqueadas em placas de 48 pocos e estimuladas com meio de cultura, 10 ng/mL ou
100 ng/mL de IL-17 recombinante. ApOs 24 horas de estimulo, foi coletado o
sobrenadante da cultura para seu uso posterior em ensaios de ELISA. As células da
cultura foram centrifugadas (8000 rpm, 2min, 4°C), ressuspendidas em uma solucao

de RNA later e conservadas a -20°C, para posterior extracdo do RNA.

3.11 Extracao de RNA.

A extracdo do RNA total das amostras de intestino e da cultura celular foi
realizada utilizando-se um kit de extracdo de RNA (Promega) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras de RNA foram suspensas em 50ul de
agua deionizada e livre de nuclease, sendo entdo armazenadas a —70°C. A
concentracdo de RNA foi determinada utilizando-se o aparelho Nanodrop 2000

(ThermoTechnologies).

3.12 Reacbes de PCR em tempo real.

A expressao quantitativa dos genes das citocinas IL-6, IL-17A, IL-22, as
guimiocinas CXCL1 e CXCL2, o gene do receptor de IL-17, as proteinas de juncéo
ocludina e claudina-2, assim como as mucinas 1 e 2 foram analisadas através de
reacdes de PCR em tempo real no ileo e em células da cultura celular, utilizando-se
os sistemas SYBR Green em um aparelho GeneAmp 7700 (AppliedBiosystems). O
sistema SYBR Green realiza as reacdes de amplificacdo e deteccao e quantifica as

amostras (ABI Prism Software) através de nucleases fluorogénicas utilizadas na
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reacdo, sendo tal expressdo normalizada com base em controles enddgenos. O
DNA complementar sintetizado a partir do RNA mensageiro foi utilizado juntamente
com reagente SYBR Green, como determinado pelo fabricante. A reacéo basica de
amplificacdo compreendeu 10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a
95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de vinte minutos, com temperatura
crescente de 60 a 95°C, que foi empregada para a obtencdo da curva de
dissociacdo dos produtos da reacao, utilizada para a andlise da especificidade de
amplificagéo. Os resultados foram analisados com base no valor de CT (ciclo limiar),
sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos onde a amplificacéo atinge

um dado limiar, que permite a andlise quantitativa da expresséao do fator avaliado.

3.13 Quantificacédo de citocinas e quimiocinas por ELISA.

A deteccdo de citocinas (IL-17A, IL-6 e IL-22) e quimiocinas (CXCL1 e
CXCL2) foi realizada pelo método de ELISA. A quantificagdo foi realizada no
homogenato dos tecidos em solucdo contendo inibidores de protease e no
sobrenadante obtido da cultura das células epiteliais e da LP intestinal apos estimulo
com IL-17 recombinante. Foram utilizados kits especificos para tais dosagens, de

acordo com as especificacdes do fabricante (R&D System).

3.14 Estudos da permeabilidade intestinal pela analise de FITC-Dextran.

Os camundongos, apos 12 horas de jejum, receberam fluoresceina
isotiocianato (FITC)-Dextran por gavagem (200 mg/kg de peso corporal) (Sigma-
Aldrich). O FITC-Dextran € uma macromolécula ndo metabolizada que pode ser
utilizada como uma sonda de permeabilidade. Ap6s 4 horas da administracdo do
FITC-Dextran, o sangue total foi coletado da ponta da veia da cauda. O sangue foi
centrifugado a 2000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente. O soro foi coletado
e diluicbes de FITC-Dextran em PBS foram usadas como curva padrdo. A absorcao
de 100pL de soro ou de padrao foi medida em fluorimetro com excitacdo de 485 nm

e a leitura em 535 nm.
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3.15 Avaliacdo da translocacdo bacteriana por contagem das unidades

formadoras de colbnias.

Para avaliacdo das bactérias presentes no sangue foi coletado o soro desses
animais em condi¢bes estéreis. Posteriormente, aliquotas de sangue de 50uL foram
semeadas com alca estéril em placas de cultura bacteriana contendo meio Brain
Heart Infusion Agar (BHI) e acondicionadas em estufa a 37°C por 48 horas para a
contagem das unidades formadoras de colbnias (UFC).

3.16 Dosagem de LPS no soro.

A concentracdo de LPS no soro foi determinada usando um kit baseado em
um extrato de amebdcitos de Limulus (Kit de LAL, terminal-QCL1000; LONZA).

3.17 Anélise metagendmica (seqlenciamento).

O conteudo fecal foi extraido do coélon dos animais e imediatamente
armazenado a -20°C. O DNA gendmico foi isolado através da utilizacdo de um kit de
extracdo de DNA de fezes (DNAQIAmMp QIAGEN) e quantificado. As bibliotecas
foram sintetizadas a partir de 500ng de DNA total seguindo as instru¢cdes da Rapid
Library Preparation Kit (Roche Applied Science). Estas bibliotecas foram analisadas
no Bioanalyzer com um Kit de DNA de alta sensibilidade (Agilent Technologies), e
grupos equimolares foram feitos, titulados, e submetidos a um grande volume de
PCR, seguindo as instrucbes do fabricante (Roche Applied Science).
Posteriormente, as amostras foram sequienciadas no aparelho llluminamiSeq usando
primers especificos para a regido V4 do gene 16S bacteriano conforme descrito por
Palm e colaboradores (Palm, de Zoete et al. 2014). A abundancia relativa foi obtida

usando o programa QIIME (Caporaso, Kuczynski et al. 2010).
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3.18 Andlise histopatologica.

A avaliacdo histopatolégica do figado, pancreas e intestino foi realizada apés
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) de amostras fixadas em PBS/formaldeido
10%.

3.19 Analises estatisticas.

Os resultados foram expressos em media + EPM. As comparagfes entre
grupos foram feitas utilizando a analise de variancia de uma via (“oneway” ANOVA)
e quando diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo

teste de Tukey. Os valores foram considerados significantes quando p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Cinética de expressao génica e protéica de citocinas do perfil Th17 no ileo.

Na mucosa intestinal residem tanto populacfes de células do sistema imune
inato e adaptativo, como macrofagos, DCs, linfocitos inatos (LTi), linfocitos Tregs e
Th1l7. Os linfécitos Thl7 sdo diferenciados em resposta aos componentes da
microbiota intestinal e estdo em maior propor¢cdo na LP do intestino delgado
(Stumvoll, Goldstein et al. 2005). Além disso, foi descrito que alguns tipos de
bactérias, como as SFB, sdo capazes de promover seletivamente a diferenciacédo
desses subtipos celulares (Shulman 2000; Khodabandehloo, Gorgani-Firuzjaee et al.
2016). Essa diferenciacéo é dependente da producéo de citocinas tais como IL-6, IL-
23 e TGF-B por DCs presentes na LP. Apds sua ativagcdo, os linfécitos Th17
sintetizam as citocinas IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 (Shulman 2000), sendo
esta ultima citocina capaz de induzir a producdo de peptideos antimicrobianos por
células epiteliais e a secrecdo de muco por células caliciformes do intestino (Frazier,
DiBaise et al. 2011). Inicialmente, avaliamos o perfil de expressdo génica e protéica
da citocina IL-6, indutora do padrédo Thl7, assim como daquelas produzidas por
esse subtipo celular (IL-17A e IL-22), no ileo de camundongos selvagens (WT) apos
9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Foi verificado o
aumento significativo tanto da expressao génica como protéica de IL-6, IL-17A e IL-
22 no ileo dos animais apdés 9 semanas de DH quando comparados aqueles com
DN (Figuras 1 A-C). Em conjunto, esses resultados indicam a regulacéo positiva de
citocinas do padréo de resposta Th1l7 no intestino de animais submetidos a uma
dieta DH.
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Figura 1: Expressao génica e protéica das citocinas IL-6, IL-17A e IL-22 no ileo de
animais WT ap6s 9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH).
Expressao génica relativa e protéica de IL-6 (A), IL-17A (B), e IL-22 (C) no ileo por RT-PCR
ou método imunoenzimatico (ELISA), respectivamente. Os valores sdo expressos como a
médiatdesvio padrdo. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo quando
comparado com animais WT apds DN; N=5 animais por grupo. Para comparar 0s grupos de

animais foi usado o teste t de Student ndo paramétrico.
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4.2 Caracterizacéo das populacdes celulares produtoras de IL-17 nos LMN e LP

intestinal.

Tendo em vista que a DH aumenta a expressédo de citocinas do perfil Th17 no
ileo, nosso préximo passo foi identificar os subtipos celulares produtores de IL-17 na
LP intestinal e nos linfonodos mesentéricos (LMN) de camundongos WT submetidos
a DN ou DH. Para isso, foram avaliadas duas populacdes celulares: células
CD3*CD4'IL-17A* (Th17) e CD3'yd'IL-17A" (linfocitos Tyd) (Figuras 2 A-G). N&o
observarmos diferencas estatisticas tanto na porcentagem como no numero
absoluto dessas populagdes analisadas nos LMN (Figuras 2 A-C). Apesar de néo
haver alteracdo da porcentagem, houve uma tendéncia ao aumento do nuamero
absoluto de células Th1l7 na LP intestinal dos animais submetidos a DH quando
comparados com aqueles com DN (Figuras 2 D-G). Estes dados indicam o aumento
da diferenciacéo/expanséo de células Th17 na mucosa intestinal apds o consumo de
DH.
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Figura 2: Identificagcdo de células produtoras de IL-17 nos linfonodos mesentéricos

(LNM) e lamina propria (LP) de camundongos WT ap6s 9 semanas de dieta controle

(DN) ou dieta hiperlipidica (DH). A porcentagem e nuimero absoluto de células Thl7 e T
yd' IL-17"nos LNM (A, B e C) e na LP (D, E, F e G) foi determinada por FACS. As células

foram estimuladas em cultura com PMA e ionomicina para marcagdo de IL-17 intracelular.

Os dotplots séo representativos (C, F e G) de um experimento. Os valores sdo expressos

como a médiatdesvio padrdo; N=5 animais por grupo. Para comparar os grupos de animais

foi usado o teste t de Student ndo paramétrico.
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4.3 Correlacdo com o recrutamento de neutrofilos e macréfagos na LP

intestinal.

Devido a importancia da sinalizacdo do eixo IL-17/IL-17R na producédo e
migracdo de células inflamatorias, fomos avaliar se o aumento do namero de células
Th17 coincide com o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para a mucosa
intestinal. Sendo assim, foram avaliadas duas populacfes celulares: os neutréfilos
(CD11b’Ly6G") e os macrofagos anti-inflamatoérios (CD11b"CX3CR1%). Embora néo
seja significativo, foi observado um aumento da porcentagem e do numero absoluto
de neutrodfilos e de macrofagos na LP intestinal dos animais selvagem submetidos a
DH em relagcdo aos animais do mesmo grupo com DN (Figuras 3 A-D). Estes
resultados mostram que o recrutamento de neutrofilos e macrofagos correlaciona
com o aumento das células Th17 na LP intestinal, inferindo que o eixo IL-17/IL-17R

contribui paro influxo de células inflamatorias na LP intestinal apés DH.
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Figura 3: Porcentagem e numero absoluto de células na lamina propria (LP) de
camundongos WT apds 9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH).
Porcentagem e numero absoluto de neutréfilos (CD11b’Ly6G*) (A) e macréfagos
(CD11b"CX3CR1") (C) na LP por FACS. Os dotplots (B e D) sio representativos de um
experimento. Os valores sdo expressos como a média = desvio padrdao; N=5 animais por

grupo. Para comparar os grupos de animais foi usado o teste t de Student ndo paramétrico.

51



4.4 Contribuicao da IL-17 no desenvolvimento da obesidade.

Posteriormente, fomos averiguar se a deficiéncia do receptor de IL-17
interfere no desenvolvimento da obesidade, ja que recentemente foi descrito a sua
relacdo com a diferenciacdo de adipdcitos ou adipogénese (Ahmed and Gaffen
2010; Zuniga, Shen et al. 2010). Para isso, foram avaliados parametros nutricionais
como o ganho de peso corporal, ingestdo alimentar e ingestdo calérica. Como
esperado, os camundongos WT tiveram acentuado aumento do peso corporal apos
8 semanas de DH. Entretanto, os camundongos deficientes do receptor de IL-17
revelaram um aumento de peso bem inferior aos WT até 6 semanas de DH ou DN.
Além disso, esses animais apresentaram perda de peso corporal a partir de 7
semanas de DH (Figura 4 A). De fato, confirmamos que os camundongos IL-17R™
submetidos a DH tiveram menor ganho do peso corporal (parametro determinado
pela diferenca entre o peso corporal inicial e final) quando comparados aos animais
WT com a mesma dieta, indicando que esses animais séo resistentes a inducéo da
obesidade (Figura 4 B). Ao avaliarmos a ingestdo alimentar, observamos que 0s
animais WT com DH apresentavam uma menor ingestdo alimentar quando
comparados com 0s animais do mesmo grupo submetido a DN (Figura 4 C), porém
nao notamos alteracdo na ingestéo caldrica entre os diferentes grupos (Figura 4 D).
Estes dados indicam que a sinalizacdo da IL-17/IL-17R contribui para a progressao

da obesidade induzido por DH.

52



>
w

351 157 33 wr+oN
O Wr+DN Bl Wr+DH
204® Wivb | B war"on
5 | wamRTiON 2104 M 1w-17-"+0H
o 2 |V La7r'iDH Sw * #
— |
g E 25+ !g 8_
a o5 —_
= # = O 54
0 T o
O 204 > w0
8- —
15 1 | | | | | 0

o
()
~
o
co

—

=)

9 semanas apds dieta
Tempo (semanas)

Cc D
40 150
30 —
o D100
tg b * § g
2 £ 2] T w X s
oo % o
£ E - s 0
= = © 50+
© 9
10' [
(&}
0 0 L (]
9 semanas apos dieta ' 9 semanas apos dieta

Figura 4: Parametros nutricionais de animais WT ou IL-17R” ap6s 9 semanas de dieta
controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Monitoramento do peso corporal (A), variagdo
do peso corporal (B), ingestédo alimentar (C) e ingestéo calérica (D) de camundongos WT ou
deficientes do receptor de IL-17 (IL-17R™ ). Os valores s&o expressos como a média+desvio
padrdo. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado com
animais WT ap6s DN ou “p<0,05 quando comparados com WT com DH; N=5 animais por
grupo. As comparacdes entre grupos foram feitas utilizando a anélise de variancia (“oneway”
ANOVA) ) e quando diferengas foram encontradas os dados foram comparados aos pares
pelo teste ndo paramétrico, pds- teste de Tukey.
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4.5 Efeito da IL-17 na regulacao das alteragcdes metabdlicas no DM2.

Apo6s 9 semanas de DH, também avaliamos alguns parametros relacionados
ao metabolismo de glicose e de lipideos. Com esse intuito, amostras de sangue
foram coletadas para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose (GTT) e
determinacdo dos niveis de glicose sanguinea em jejum. De maneira interessante,
observamos que os animais deficientes de IL-17R™ submetidos & DH tiveram valores
de glicemia aumentados quando comparados com os animais IL-17R” com DN
(Figura 5 A). Este dado corroborou com o teste de GTT, no qual foi visto que
apresentaram uma maior intolerancia a glicose quando comparados com os WT com
DN ou com DH apés a administracdo da glicose (Figura 5 B). Uma observacao
importante é que os animais IL-17R” tiveram maiores niveis de glicemia, porém n&o
se tornaram obesos como mostrado na figura 3A. Além disso, nao verificamos
diferencgas significativas no teste de ITT entre os diferentes grupos. Porém, os
animais IL-17R™ revelaram niveis de insulina elevados no soro (principal horménio
gue controla a glicemia no sangue) apos DH, sugerindo um quadro de resisténcia a
insulina nesses animais (Figuras 5 C e D). Todavia, esses animais apresentaram
reducdo significativa dos niveis de triglicerideos e colesterol no soro quando
comparados com os animais WT com DH ou IL-17R” com DN, respectivamente
(Figuras 5 E e F). Estes dados indicam que IL-17 controla as disfuncdes
metabolicas (hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia), as quais estéao

associadas ao inicio do DM2.
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Figura 5: Parametros metaboélicos de camundongos WT ou IL-17R" apés 9 semanas
de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Concentracdes de glicose sanguinea
em jejum (A), apos o teste de tolerancia a glicose (GTT) (B) ou teste de tolerancia a insulina
(ITT) (C). ConcentracBes de insulina (D), triglicerideos (E) ou colesterol no soro (F). Os
animais foram submetidos a 12 horas de jejum para o teste de GTT e 6 horas para o ITT. Os
valores sdo expressos como a médiatdesvio padrdo. *p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo quando comparado com animais WT ap6s DN ou “p<0,05
quando comparado com animais WT apds DH; p<0,05 quando comparados com IL- 17R™
com DN; N=5 animais por grupo. As comparagdes entre grupos foram feitas utilizando a
analise de variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando diferencas foram encontradas os dados

foram comparados aos pares pelo teste ndo paramétrico, pds- teste de Tukey.
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4.6 Efeito da IL-17 no controle da resisténcia a insulina e DM2.

A insulina é o principal horménio relacionado com a regulagédo dos niveis de
glicose no sangue. A glicemia normal € mantida pelo equilibrio entre a
acao/secrecao da insulina, portanto defeitos na sua sinalizagdo podem resultar em
um quadro de hiperglicemia cronica (Stumvoll, Goldstein et al. 2005). Na tentativa de
elucidar os mecanismos intracelulares responsaveis pelos niveis aumentados de
glicose, durante o jejum e apds o teste de GTT, em camundongos IL-17R” com DH,
avaliamos a fosforilacdo e a expressao total de moléculas e proteinas quinases
envolvidas na via de sinalizagdo da insulina. E sabido que a insulina se liga ao seu
receptor presente na membrana de células como adipdcitos, células musculares e
hepatocitos e desencadeia uma cascata de fosforilacdo e desfosforilacdo que leva
ativagcdo de duas principais vias de sinalizacdo: a via da fosfatidilinositol-3-quinase
(PISK) e das quinases ativadas por mitogeno (MAP quinases), resultando na
regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Como resultado, a
insulina controla a translocacdo do transportador de glicose GLUT-4 desde o
citoplasma até a superficie das membranas celulares (Shulman 2000;
Khodabandehloo, Gorgani-Firuzjaee et al. 2016). Sendo assim, avaliamos a
fosforilacdo e expresséao total de AKT e PISK no musculo de camundongos WT e
deficientes de IL-17R” submetidos & DH ou DN por Western Blotting. A analise por
densitometria ndo mostrou diferencas significativas em relacdo a expresséo de PI3K
total entre os grupos de animais estudados (Figuras 6 A e C). No entanto, foi
observada uma relativa diminuicdo da fosforilacdo de PI3K nos animais deficientes
do receptor de IL-17 submetidos a DH quando comparados com os camundongos
WT submetidos a mesma dieta (Figuras 6 A e B). A fosforilagdo de AKT foi maior
nos animais WT com DH comparados com os camundongos WT com DN.
Entretanto, a fosforilacdo de AKT mostrou-se reduzida de maneira significativa em
animais IL-17R” comparados aos animais WT com DH (Figuras 6 D e E). No
entanto, ndo observamos alteracdes significativas da expressdo de AKT total no
musculo apos estimulo com insulina entre os grupos estudados, com excecdo dos
animais IL-17R” com DN que mostraram maior expressdo comparada aos WT com
DN (Figura 6 F).
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Estes dados indicam que a deficiéncia do receptor de IL-17 causou um defeito
na fosforilagdo das quinases PI3K e AKT associadas a sinalizagdo da insulina,

sugerindo maior resisténcia a insulina nesses animais.
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Figura 6: Expresséo total e fosforilacdo de PI3K e AKT no musculo de camundongos
WT e IL-17R" ap6s 9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH).
Andlise representativa da fosforilagdo e expressdo total de PISK e AKT (A e D) e
quantificagéo de PI3K (B e C) e AKT (E e F) por densitometria. O musculo foi coletado apos
5 minutos da administracdo de insulina na concentracéo de 3,8 Ul/Kg de peso corporal. Os
valores sao expressos como a médiatdesvio padrdo. * p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo quando comparado com animais WT ap6s DN ou “p<0,05
guando comparados com WT com DH; N=3 animais por grupo. As comparagfes entre
grupos foram feitas utilizando a analise de variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando
diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo teste néo
paramétrico, pds- teste de Tukey.
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4.7 Efeito da IL-17 na hiperplasia e lesdo pancreatica no DM2.

Posteriormente, foram analisadas alteragcbes na morfologia das ilhotas
pancreaticas, as quais estdo presentes as células B produtoras de insulina. Em
paralelo, foi realizada a imunohistoquimica do pancreas endocrino para avaliar a
expressdo de insulina por essas células. Existem relatos que ocorre um processo
inicial de proliferagdo/regeneragéo das células B produtoras de insulina como um
mecanismo compensatorio para normalizar os altos niveis de glicose no sangue
durante o DM2 (Masjkur, Poser et al. 2016). De fato, tanto animais WT como IL-17R -
" submetidos & DH tiveram uma hiperplasia das ilhotas pancreaticas quando
comparados com os camundongos WT com DN (Figura 7 A). Além do aumento de
tamanho, nossos resultados também revelaram uma maior expressao de insulina
nas ilhotas pancreaticas dos animais IL-17R” comparado aos WT submetidos & DH
(Figura 7 B). Nossos dados evidenciaram que a deficiéncia de IL-17 promoveu a
hiperplasia das ilhotas pancreaticas a fim de compensar a resisténcia a insulina, e

agravou o desenvolvimento do DM2.
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Figura 7: Cortes histolégicos do pancreas de camundongos WT ou IL-17R " apés 9
semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Cortes histol6gicos do
pancreas foram corados com hematoxilina/eosina (HE) (A) ou imunomarcados para insulina
por imunohistoquimica (B). As imagens foram adquiridas em aumento de 200X e sao

representativos de um animal por grupo.
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4.8 Efeito da IL-17 na deposicédo de gordura hepética e inflamacéao intestinal.

Devido a diminuicdo dos niveis de triglicerideos e colesterol observados no
sangue de camundongos IL-17R” submetidos & DH (Figuras 5 E e F), também
avaliamos possiveis alteracfes na deposicdo de gordura no figado. Em paralelo,
analisamos a arquitetura e presenca de infiltrado inflamatério no intestino (ileo), uma
vez que IL-17 interfere diretamente nos componentes fisicos que compdem a
barreira epitelial e influencia na formacdo das juncdes intercelulares através da
inducdo dos genes das proteinas claudina 1 e 2, ocludina e as JAM (Frazier, DiBaise
et al. 2011). De maneira surpreendente, ndo verificamos a presenca de gordura
hepética nos diferentes grupos estudados (Figura 8 A). Entretanto, os resultados
mostraram um intenso infiltrado inflamatério na LP intestinal associado a destruicdo
das microvilosidades intestinais no fleo dos animais IL-17R” submetidos & DH em
comparacao aos WT com a mesma dieta (Figura 8 B). Em conjunto, esses dados
sugerem um papel importante da IL-17 na manutencdo da integridade e regulagéo

da inflamacéo intestinal no DM2.
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Figura 8: Cortes histoldgicos do figado e intestino delgado (ileo) de camundongos WT
ou IL-17R " ap6s 9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Cortes
histolégicos do figado (A) e do ileo (B) foram fixados e corados com hematoxilina/eosina
(HE). As imagens foram adquiridas em aumento de 200X e sdo representativos de um

animal por grupo.
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4.9 Efeito da IL-17 na expresséo de receptores e quimiocinas no intestino.

A citocina IL-17 induz a expressdo de citocinas e moléculas importantes no
recrutamento de neutréfilos desde o sangue até os tecidos inflamados, tais como: IL-
6, IL-8, IL-1B, CXCL-1/KC, CXCL-2/MIP-2 e CXCR-2. Além disso, alguns trabalhos
tém demonstrado que neutréfilos sdo capazes de produzir esta citocina em modelos
de infeccdes fungicas e alérgicas (Ferretti, Bonneau et al. 2003; Hatanaka,
Monteagudo et al. 2006; Taylor, Roy et al. 2014). Neste contexto, foi verificada que
umas das principais causas de infec¢cdes bacterianas é a falha na migracdo e
atividade microbicida dos neutréfilos em pacientes diabéticos (Sannomiya, Pereira et
al. 1990; Hatanaka, Monteagudo et al. 2006). De fato, observamos reduzida
expressao génica do receptor de quimiocina CXCR-2 no ileo dos camundongos WT
e IL-17R"submetidos & DH quando comparados aos animais do mesmo grupo com
DN, respectivamente (Figuras 9 A ). Enquanto a expressao génica do seu ligante
CXCL-1, mostrou-se aumentada de maneira significativa nos animais WT com DH,
houve uma diminuicdo da sua expressdo no fleo dos animais IL-17R”" submetidos a
DH (Figura 9 B). Embora ndo observamos diferencas significativas, a expressao
protéica das quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 aumentou no ileo dos camundongos IL-
17R" submetidos & DH comparados aos WT com a mesma dieta (Figuras 9 C e D).
Estes resultados demonstram que a citocina IL-17 influencia na expressao de

guimiocinas envolvidas no recrutamento de neutréfilos na mucosa intestinal no DM2.
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Figura 9: Expressao génica e protéica das quimiocinas CXCL-1, CXCL-2 e do receptor
CXCR-2 no ileo de camundongos WT e IL-17R” ap6s 9 semanas de dieta controle (DN)
ou dieta hiperlipidica (DH). Expressao relativa de CXCR-2 (A) e CXCL-1 (B) no ileo
determinado por RT-PCR. Concentra¢des de CXCL-1 (C) e CXCL-2 (D) foram quantificadas
no ileo, pelo método imunoenzimatico (ELISA). Os valores sdo expressos como a média
+desvio padrdo; *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado
com animais WT ap6s DN ou “p<0,05 quando comparado com animais WT ap6s DH;
49<0,05 quando comparados com IL- 17R” com DN; N=5 animais por grupo. As
comparag@es entre grupos foram feitas utilizando a andlise de variancia (“oneway” ANOVA)
e gquando diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo teste

nao paramétrico, pos- teste de Tukey.
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4.10 Efeito da IL-17 na modulagéo do processo inflamatoério no intestino.

Os antigenos intestinais que adentram a mucosa sdo capturados e
transportados por células da imunidade inata até os LMNs. Além disso, alguns
subtipos celulares possuem um papel importante no controle da inflamacgéo e
homeostase do intestino em doencas inflamatérias intestinais e metabdlicas
(Johansson-Lindbom, Svensson et al. 2005; Medina-Contreras, Geem et al. 2011;
Cildir, Akincilar et al. 2013), tais como as células dendriticas (CD11b'CD103") e os
macrofagos anti-inflamatérios (CD11b"CX3CR1"). Portanto, nosso proximo passo foi
avaliar a populagdo dessas células e de neutréfilos nos LMNs por citometria de
fluxo. Foi detectado o aumento tanto na porcentagem como no nimero absoluto de
neutréfilos presentes nos LMNs de animais IL-17R” submetidos & DH quando
comparados com animais do mesmo grupo com DN (Figuras 10 A, D e G). As DCs
CD11b'CD103" sdo descritas como células residentes do intestino que tém a
capacidade de capturar antigenos luminais, e migrar para os LMNs para interagir e
ativar as ceélulas T. Além disso, estas células apresentam antigenos presentes na
dieta, sugerindo que estas células sado provenientes da LP. Este transporte de
antigenos constitui um mecanismo importante na manutencdo da tolerancia
intestinal (Bogunovic, Ginhoux et al. 2009; Varol, Vallon-Eberhard et al. 2009), assim
como na diferenciacdo de células Treg Foxp3® (Persson, Scott et al. 2013). Ao
avaliarmos essa populacdo celular, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na porcentagem entre os grupos de camundongos
estudados. No entanto, detectamos um aumento relativo no nimero absoluto desta
sub-populacdo no LMN dos animais WT ou IL-17R” submetidos & DH quando
comparados com 0s mesmos respectivos camundongos submetidos a DN (Figuras
10B, EeH).

Outra populacédo de células fundamentais para o controle da imunidade de
mucosas sdo 0s macréfagos intestinais CD11b"CX3CR1'. Os macréfagos
representam a maior populacédo de fagdcitos mononucleares da LP do intestino em
condi¢cBes normais. Esta sub-populacdo de macrofagos residentes ndo apresentam
a capacidade de migrar para os LMNSs, pois ndo expressam o receptor de quimiocina

CCRY7, importante para a migracdo aos linfonodos drenantes. A principal funcéo
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descrita para estes macrofagos é a manutencdo da homeostase intestinal através do
reconhecimento de bactérias comensais e producéo de citocinas anti-inflamatérias
(Schulz, Jaensson et al. 2009; Farache, Zigmond et al. 2013). Com base nessas
evidéncias, avaliamos esta populacdo de macrofagos nos LMNs de camundongos
WT e IL-17R" submetidos & DH ou DN. Nés constatamos um aumento da
porcentagem dessa populagéo celular nos LMNs de animais IL-17R™ submetidos &
DH quando comparados com os WT submetidos & mesma dieta (Figuras 10 C e I).
Em relagdo ao numero absoluto, também néo foi detectado um aumento entre esses
grupos (Figura 10 F). Esses dados evidenciam que a IL-17, de maneira direta ou
indireta, reduz o aumento de neutréfilos e macrofagos anti-inflamatérios nos LMNs
durante o DM2.

66



A B c
8 30 20
3 WT+DN
+ Il WT+DH +m L
O "1E L17R*DN & 2 20 g
© — - Q
> [ iL-17R*+DH a ]
=4 3] X
o | 0 10
= 2 ‘o
5 = 104 p
] 2 [a] o5
S d g
0 0 = -
D 9 semanas apos dieta E 9 semanas apos dieta E 9 semanas apos dieta
~O 150+ 60
S ° e &
5 - * —
D) X Tl
) £ 1004 - 40
© Q x
x g 8
i 7] ol
210 2 50 220
5 : :
o
0 L o © 9 -
9 semanas apos dieta 9 semanas apos dieta 9 semanas apos dieta
G H I
Ly6G WT+DN WT+DH cD103 WT+DN WT+DH WT+DN WT+DH
A T . 1 s - CX3CR1 JP v o]
) ) A\ Ve (¢ =
" W, 0 £ e 9
15 15 Y E b
317 6,16. 21,3 23,0 10,8 14,0
f) i Q \ ) i =
| : ” ( \I \_) \)
IL-17R DN IL17R3DH - IL-17R DN IL-17R4DH IL-17RT+DN IL-17RT+DH
cD11b cD11b cD11b

Figura 10: Porcentagem e nimero absoluto de células nos linfonodos mesentéricos
(LMN) de camundongos WT ou IL-17R" apds 9 semanas de dieta controle (DN) ou
dieta hiperlipidica (DH). Porcentagem e nimero absoluto de neutréfilos (CD11b* Ly6G™ )
(A e D), células dendriticas (CD11b’CD103") (B e E) e macréfagos (CD11b" CX3CR1") (C e
F) nos LMNs por FACS. Os dot plots (G, H e I) sdo representativos de um experimento. Os
*p<0,05 foi
estatisticamente significativo quando comparado aos animais WT ap6s DH ou %p<0,05

valores sdo expressos como a médiatdesvio padrao. considerado
quando comparados com IL-17R" com DN; N=3 animais por grupo. As comparacdes entre
grupos foram feitas utilizando a analise de variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando
diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo teste néo
paramétrico, pds- teste de Tukey.
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4.11 Efeito da IL-17 na permeabilidade intestinal e translocac¢ao bacteriana.

A associacao entre a obesidade e aumento da permeabilidade intestinal foi
recentemente sugerida (Frazier, DiBaise et al. 2011). E proposto que pacientes
obesos e diabéticos apresentam uma mudanca na composicdo da microbiota
intestinal devido ao aumento na proliferacdo de bactérias patogénicas em detrimento
daquelas benéficas, denominado de disbiose intestinal (Cani and Delzenne 2009;
Tagliabue and Elli 2013). Estas alteragdes na microbiota podem influenciar a
integridade do epitélio intestinal, ocasionar a colonizacdo e inflamacdo da mucosa
gue, por sua vez, pode afetar as propriedades de permeabilidade intestinal. As
principais consequéncias da disfungédo da barreira epitelial é a entrada de toxinas e
bactérias a partir do limen intestinal, como por exemplo o LPS das paredes das
bactérias gram-negativas. Altos niveis de LPS podem levar a inflamagéo local
severa, assim como essa endotoxina pode atingir a circulagdo e induzir uma
inflamacéo sistémica denominada de endotoxemia metabdlica (Cani, Bibiloni et al.
2008). Neste sentido, foi descrito que uma dieta rica em gordura pode induzir
elevados niveis de LPS circulantes, promovendo inflamacdo, obesidade e
resisténcia a insulina (Cani, Amar et al. 2007; Saito, Hayashida et al. 2007).

Para analise da permeabilidade intestinal, utilizamos o ensaio de FITC-
Dextran, que é uma molécula ndo metabolizada que pode ser detectada no sangue
dos animais apds 4 horas da administracdo por gavagem, sendo a concentracao
deste composto proporcional ao grau de permeabilidade. Apesar de animais WT e
IL-17R” submetidos & DN ou DH apresentarem aumento da permeabilidade
intestinal, ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos de animais
estudados (Figura 11 A). De acordo, camundongos deficientes para o receptor da
IL-17, tanto com DN como DH, apresentaram maior contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFCs) quando comparados com os WT submetidos a DN
ou DH, respectivamente (Figuras 11 B e C). Baseado nessas observacfes, nossa
hipétese é que ndo é a permeabilidade ou a quantidade de bactérias que piora o
DM2 em animais IL-17R™ apés DH, mas a translocacéo de bactérias do intestino

para 0 sangue com um potencial provavelmente mais patogénico. Porém, a
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deteccdo dos niveis de LPS circulantes mostrou uma tendéncia ao aumento no soro
dos animais WT com DH, mas nao foram observadas diferengas significativas entre
os diferentes grupos de animais estudados (Figura 11 D).
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Figura 11: Andlise da permeabilidade intestinal, translocacdo bacteriana e niveis de
LPS no sangue de camundongos WT ou IL-17R” apés 9 semanas de dieta controle
(DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Ensaio de FITC-Dextran (A) , quantificacdo das unidades
formadoras de colénias (UFC) (B) e niveis de LPS (D) foram realizados no soro ou sangue.
Representativo do crescimento da cultura de bactérias no sangue dos animais (C). Os
valores sao expressos como a médiatdesvio padrdo. *p<0.05 foi considerado
estatisticamente significativo quando comparado com animais WT ap6s DN ou “p<0.05
guando comparados com WT com DH; N=6 animais por grupo. As comparacdes entre
grupos foram feitas utilizando a analise de variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando
diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo teste néo

paramétrico, pds- teste de Tukey.
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4.12 Efeito da IL-17 na expressédo de proteinas de adeséo e juncdo celular.

As células Thl7 e a citocina IL-17 tem um papel crucial na manutencao da
integridade intestinal, uma vez que a citocina IL-17 induz a expressao das proteinas
de juncdo e adesdo celular como ocludina, claudina e ZO-1 presentes nas células
epiteliais. Também foi documentado que IL-17 promove a expressdo de genes
relacionados com as mucinas em células caliciformes. As mucinas sao proteinas que
formam parte da camada de muco presente no epitélio intestinal, o qual favorece o
isolamento das bactérias presentes no lumen intestinal e impede a entrada de
agentes patogénicos (Chen, Thai et al. 2003). Além disso, a IL-17 regula
positivamente a expressdo de beta-defensinas no colén, peptideos que possuem
propriedades antimicrobianas e ajudam a manter um equilibrio entre as populacdes
de bactérias presentes no intestino (Ishigame, Kakuta et al. 2009).

Com o intuito de investigar mais detalhadamente os parametros relacionados
as alteracGes de permeabilidade e translocacdo bacteriana, avaliamos por qPCR a
expressao génica das proteinas de juncdo e adesao celular, tais com ocludina e
claudina-2, assim como as mucinas 1 e 2. Os niveis elevados de claudina-2
determinam o aumento de permeabilidade intestinal, enquanto os de ocludina séao
inversamente proporcionais. De fato, houve aumento da expressdo de claudina e
reducdo de ocludina no ileo de animais WT submetidos a DH em relacdo aqueles
com DN. Entretanto, verificamos diminuicdo significativa da expressao de claudina e
aumento da ocludina no fleo dos camundongos IL-17R" submetidos & DH quando
comparados com os WT com a mesma dieta, indicando uma menor permeabilidade
intestinal nesses animais (Figuras 12 A e B). Apesar dos resultados sugerirem que
a deficiéncia do receptor de IL-17 reduziu a permeabilidade intestinal, acreditamos
gue a expressao protéica dessas moléculas esteja comprometida no ileo desses
animais. Também observamos significativo aumento da expresséo génica de Muc-1,
mas ndo de Muc-2, no fleo dos camundongos IL-17R” submetidos & DH quando

comparados com os animais WT com a mesma dieta (Figuras 12 C e D).
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Figura 12: Expressédo génica das proteinas claudina-2, ocludina, mucina-1 e mucina-2
no fleo de camundongos WT ou IL-17R” ap6s 9 semanas de dieta controle (DN) ou
dieta hiperlipidica (DH). Expressao génica relativa de claudina-2 (A), ocludina (B), Muc-1
(C) e Muc-2 (D) no ileo por RT-PCR. Os valores sao expressos como a médiatdesvio
padrdo. *p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado com
animais WT apds DN ou #p<0.05 quando comparado com animais WT apds DH; p<0.05
quando comparados com IL- 17R " com DN; N=5 animais por grupo. As comparagdes entre
grupos foram feitas utilizando a analise de variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando
diferencas foram encontradas os dados foram comparados aos pares pelo teste n&o

paramétrico, pos- teste de Tukey.
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4.13 Efeito da IL-17 na composi¢cao da microbiota intestinal.

Nosso proximo objetivo foi avaliar a diversidade das bactérias presentes nas
fezes (colon) através da andlise metagenémica do gene bacteriano 16S. Nesse
sentido, j& € bem descrito e caracterizado que em seres humanos e camundongos, 0
desenvolvimento de obesidade correlaciona-se com mudancas dos filos dominantes
de bactérias no intestino, como Bacteroidetes e Firmicutes (Ley, Turnbaugh et al.
2006; Turnbaugh, Ridaura et al. 2009; Sommer and Backhed 2013). O DM2 parece
estar também associado a alteracbes na composicdo da microbiota do intestino,
independente do peso corporal (Li and Hotamisligil 2010). A microbiota intestinal
estd envolvida em numerosos processos, como por exemplo, na defesa contra
patdgenos invasores, imunidade das mucosas, desenvolvimento das
microvilosidades intestinais e digestdo de polissacarideos nao digeriveis. No
entanto, o consumo de DH pode levar a um desequilibrio destas populagcbes de
bactérias, ativando células do sistema imune e resultando no aumento de citocinas
pré-inflamatérias em tecidos sensiveis a insulina como musculo, figado e tecido
adiposo. Estas citocinas, por sua vez estdo envolvidas com a resisténcia a insulina,
ja que elas sdo capazes de promover a fosforilacdo do substrato do receptor da
insulina (IRS) em residuos de aminoacidos que inibem a sua sinalizagéo.

A proliferacdo excessiva de bactérias gram-negativas na microbiota intestinal
pode elevar os niveis do LPS circulantes. Este pode ser reconhecido pelos
receptores CD14/TLR4 presentes na membrana dos macréfagos que infiltram o
tecido adiposo, promovendo também um quadro de inflamacdo e resisténcia a
insulina, que pode acarretar o desenvolvimento do DM2 (Li and Hotamisligil 2010). A
analise metagendmica revelou a prevaléncia dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria
em relacdo aos filos Firmicutes e Actinobacteria, nas fezes dos camundongos
deficientes do receptor de IL-17 submetidos a DH quando comparados com os WT
com a mesma dieta (Figura 13 A). Ao mesmo tempo, foi comprovada a reducdo das
bactérias do filo Verrucomicrobia nas fezes desses animais (Figura 13 A).

De maneira interessante, a analise dos géneros de bactérias identificados

nos quatro grupos de animais estudados demonstram o aumento dos géneros
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Bacteroides e Sporosarcina e a diminuicdo do género Bifidobacterium nas fezes dos
camundongos IL-17R” submetidos & DH quando comparados com os WT com a
mesma dieta (Figura 13 B). De maneira geral, esses dados indicam que a IL-17
minimiza a disbiose e inflamacgéo intestinal apés DH, prevenindo assim a resisténcia

ainsulina e a evolugdo do DM2 em modelo experimental.
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Figura 13: Abundéancia relativa das bactérias presentes nas fezes de camundongos
WT ou IL-17R" apés 9 semanas de dieta controle (DN) ou dieta hiperlipidica (DH).
Representacéo dos filos (A) e géneros (B) de bactérias presentes nas fezes dos animais WT
ou IL-17R” por seqiienciamento da regido 16S bacteriana. Os valores representam a
porcentagem dos diferentes filos ou géneros de bactérias presentes nas fezes dos animais

apo6s consumo de DN ou DH.
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4.14 Efeito da DH na expressao do receptor de IL-17 em células epiteliais e da

LP intestinal.

Por fim, nosso ultimo objetivo foi comprovar se o consumo de uma dieta rica
em gorduras desencadeia mudangas no perfil de expresséo génica do receptor de
IL-17 nas células epiteliais (CE) e da LP intestinal. Para isso, foram isoladas CE e da
LP de camundongos WT submetidos a DN ou DH. Em paralelo, essas células foram
estimuladas com concentracdes crescentes de IL-17 recombinante (IL-17r) e apés
24 horas do estimulo, foi coletado o sobrenadante da cultura para dosagem das
guimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 por ELISA. Embora n&o observamos diferengas
estatisticamente significativas na expressao do receptor de IL-17, tanto nas CE
como a LP, houve um aumento relativo da expressdo desse receptor nas CE
(Figuras 14 A e B). De acordo com os resultados in vivo, também detectamos uma
tendéncia ao aumento da expresséo protéica das quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 no
sobrenadante da cultura de CE isoladas de camundongos que consumiram DH apos
estimulacdo com IL-17 na concentracao de 100ng/mL (Figuras 14 C e D). O mesmo
fendmeno nédo foi observado nas células da LP (Figuras 14 E e F). Esses dados
indicam que a sinalizacao IL-17/IL-17R acarreta a expressao das quimiocinas CXCL-
1 e CXCL-2 nas células epiteliais intestinais, as quais estdo associadas ao

recrutamento de neutrdéfilos para a mucosa intestinal.
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Figura 14: Expresséo génica do receptor de IL-17 e protéica das quimiocinas CXCL-1
e CXCL-2 no sobrenadante da cultura de células epiteliais (CE) e da lamina prépria
intestinal (LP). As células foram isoladas de camundongos WT submetidos a dieta controle
(DN) ou dieta hiperlipidica (DH). Expresséo relativa de IL-17R nas CE e LP (A e B). Apés o
estimulo por 24 horas com meio de cultura, IL-17 recombinante nas concentracdes de 10
ng/mL ou 100 ng/mL, foram coletados os sobrenadantes das CE (C e D) ou da LP intestinal
(E e F). A guantificagdo das quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 foi realizada pelo método
imunoenzimatico (ELISA). Os valores sdo expressos como a médiatdesvio padrao; N=5
animais por grupo. As comparacgdes entre grupos foram feitas utilizando a andlise de
variancia (“oneway” ANOVA) ) e quando diferengas foram encontradas os dados foram

comparados aos pares pelo teste ndo paramétrico, pés- teste de Tukey.
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5. Discussao
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5. Discussao

De acordo com nossos resultados, foi observada uma regulacdo positiva das
citocinas relacionadas com um padrdo de células Thl7 intestinais durante o
consumo de uma dieta rica em gorduras. Ja foi descrito na literatura que estas
células reforcam a TJ intestinais através do aumento das associacfes entre as
proteinas claudina 1 e 2 na membrana das células epiteliais (Kinugasa, Sakaguchi et
al. 2000). Além disso, elas promovem a producao de peptideos antimicrobianos,
induzem os genes relacionados com as mucinas e influenciam na expresséo de
guimiocinas como CXCL-1 e CXCL-2, importantes para o recrutamento dos
neutréfilos, que controlam a homeostase das populagbes de bactérias do intestino
(Chen, Thai et al. 2003; Aujla, Dubin et al. 2007). Como modelos experimentais e
pacientes diabéticos apresentam alteracdes da barreira intestinal e nas populacdes
de microrganismos presentes no trato gastrointestinal, nosso proximo passo foi
avaliar a implicagdo da IL-17 na resposta inflamatoria intestinal e metabdlica
observada no DM2 em camundongos submetidos a uma DH.

Como préximo objetivo fomos avaliar as principais populacdes de células
produtoras da IL-17 nos linfonodos mesentéricos e na LP intestinal de camundongos
submetidos a DH. Nossos dados mostraram o aumento da populacdo de células
Th17, mas n&o de células Tyd produtoras de IL-17, na LP intestinal ap6s o consumo
de DH. De fato, um trabalho recentemente publicado demonstrou que camundongos
submetidos a uma dieta rica em gorduras houve um aumento das populacdes de
células Th17 e Tyd no linfonodo inguinal e nos tecidos adiposo inguinal e epididimal
guando comparados com 0s animais com dieta controle (Zuniga, Shen et al. 2010).
Além disso, é plausivel que a ocorréncia do desbalanco das populacfes de bactérias
presentes no intestino em resposta a uma dieta rica em lipideos promova a
diferenciacao/expansdo das células Th1l7 na LP a fim de controlar a replicacdo e
colonizacdo de bactérias comensais e assim, contribuir na manutencdo da
integridade da barreira intestinal.

Posteriormente, nos avaliamos a influéncia do eixo IL-17/IL-17R em
parametros relacionados a obesidade tais como ganho do peso corporal, variagao

do peso, ingestdo alimentar e ingestédo calorica. Interessantemente, foi observado
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que camundongos IL-17R” submetidos a uma dieta hiperlipidica foram protegidos do
ganho de peso corporal. Uma possivel explicagdo para o menor ganho de peso
nesses animais seria uma menor digestdo e absorcéo intestinal de lipideos da dieta
devido ao comprometimento intestinal. Por outro lado, esses mesmos animais
apresentavam niveis de glicemia do jejum e ap6s GTT, elevados no sangue quando
comparados com os animais WT com a mesma dieta. Em paralelo, foi verificado
niveis elevados de insulina séricos ou hiperinsulinemia nesses animais, sugerindo
um estado de pré-diabetes.

Apesar de maior producao de insulina, os animais IL-17R” submetidos a uma
dieta hiperlipidica apresentaram hiperglicemia, sugerindo um defeito na cascata de
sinalizacdo da insulina. De fato, foi constatada reduzida fosforilagdo de quinases
importantes nessa via de sinalizacdo como PI3K e AKT. Na obesidade, a inflamacéo
metabolica € desencadeada pela ativacédo de células residentes do tecido adiposo
como adipdcitos e as células imunoldgicas, que secretam citocinas em resposta aos
produtos liberados pelo metabolismo como acidos graxos ou mesmo componentes
microbianos provenientes da microbiota intestinal. O efeito prejudicial do TNF-a
decorre da sua acéo na fosforilagdo em residuos de serina do IRS-1, que reduz o
acoplamento deste substrato ao receptor da insulina e inibe sua funcdo. Outro
componente associado a inflamacdo metabdlica € o LPS, que atinge tecidos
metabolicos e pode interagir com receptores presentes na superficie das células
como TLR4/CD14, levando a ativacdo de fatores de transcricdo nucleares, que
podem interferir de maneira direta ou indireta na resisténcia a insulina (Gual, Le
Marchand-Brustel et al. 2005; Cani, Delzenne et al. 2008; He, Shan et al. 2015).

Na fase que precede o inicio do DM2, as células B pancreaticas sofrem um
processo de proliferacdo/maturacdo na tentativa de normalizar os niveis elevados de
glicose no sangue, caracterizado como hiperplasia. Além disso, existem relatos na
literatura evidenciando que camundongos e pacientes diabéticos sdo capazes de
produzir progressivamente maiores quantidades de insulina como decorréncia do
aumento do tamanho das ilhotas pancreaticas (Tourrel, Bailbe et al. 2002). De
maneira notavel, a andlise histologica de cortes do tecido pancreatico confirmou um
processo de hiperplasia das ilhotas pancreaticas nos camundongos IL-17R™

submetidos a uma dieta hiperlipidica. Em paralelo, também foi observado maior
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expressao de células B produtoras de insulina nas ilhotas pancreaticas, que
corrobora com o estado de hiperinsulinemia nesses animais.

A resisténcia a insulina € uma condicdo multifatorial e anormalidades no
metabolismo lipidico ocorrem no estado de resisténcia a esse horménio podendo ser
tanto causa como consequéncia (Henriksen, Diamond-Stanic et al. 2011). O conceito
de lipotoxicidade sustenta que o aumento de acidos graxos livres na circulacao e o
acumulo de lipidios no musculo e figado podem levar a resisténcia insulinica
(Samuel and Shulman 2012). Embora os animais IL-17R” apresentarem
hiperglicemia e maior resisténcia a insulina, os niveis de colesterol e triglicerideos
séricos mantiveram-se inalterados e ndo detectamos acumulo de gordura nos
hepatécitos. Todavia, os resultados mostraram um infiltrado inflamatério intenso na
LP intestinal associado a destruicdo das microvilosidades intestinais no ileo desses
animais apo6s uma dieta rica em gorduras. Esses resultados nos permitem propor
gue a deficiéncia de IL-17R causou uma inflamacao associada a lesao intestinal, que
provavelmente impediu a absorcdo e subsequente deposicdo de lipideos no tecido
adiposo e figado (Chen, Thai et al. 2003; Ishigame, Kakuta et al. 2009; Iwakura,
Ishigame et al. 2011).

Com o intuito de esclarecer o exato papel da IL-17 na imunidade intestinal
durante o DM2, quantificamos a expressdo do receptor CXCR-2 e das quimiocinas
envolvidas no recrutamento de neutrofilos, como CXCL-1 e CXCL-2. Como
esperado, houve uma diminuicdo da expressao do receptor CXCR2 no intestino de
os animais WT e IL-17R” apés dieta hiperlipidica. A IL-17 tem sido reportada como
uma citocina importante na granulopoiese, através da expressdo de G-CSF e
migracdo dos neutrofilos para o intestino através da inducdo de quimiocinas como
CXCL-1, CXCL-2 e CXCL-5 nas células epiteliais intestinais, macréfagos e
fibroblastos (Ye, Rodriguez et al. 2001; Fournier and Parkos 2012). De fato,
observamos em animais IL-17R” reduzida expressdo de CXCL-1 no intestino,
sugerindo menor recrutamento de neutrofilos na LP desses animais. Em suporte,
também foi verificado que em pacientes diabéticos umas das principais causas de
infeccBes bacterianas é a falha na migracdo e atividade microbicida dos neutréfilos
(Sannomiya, Pereira et al. 1990; Hatanaka, Monteagudo et al. 2006), fato que

poderia ter sido potencializado na falta da citocina IL-17.
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Posteriormente com o objetivo de entender a influencia da IL-17 na
homeostase intestinal durante o DM2, avaliamos o perfil de células inflamatérias nos
LMNSs, com énfase nos neutréfilos, macréfagos e DCs. De maneira interessante, foi
observado o actimulo dos neutréfilos neste local de camundongos IL-17R”
submetidos a uma dieta hiperlipidica, quando comparados aos animais do mesmo
grupo com uma dieta controle. Os neutréfilos sdo as primeiras células do sistema
imune que aumentam nos LMN e sao recrutados para o tecido adiposo e LP
intestinal mediante um processo inflamatério ap6s DH. A presenca destes neutréfilos
no tecido adiposo ocorre apéds 3 dias de DH, o que indica que esse recrutamento
acontece de maneira rapida e transiente (Elgazar-Carmon, Rudich et al. 2008). Em
outro estudo mais recente, foi demonstrado o papel benéfico dos neutréfilos na
manutencédo do equilibrio das populagdes de bactérias presentes no intestino por
induzir a produgdo da proteina lipocalina induzida por gelatinase do neutrofilo
(NGAL) nas células epiteliais, nas criptas e nas células de Paneth. Esta proteina
parece ter um papel bacteriostatico potente, ja que foi capaz de regular o
crescimento da bactéria E.coli no modelo de peritonite (Mori, Suzuki et al. 2016).

Ao avaliarmos a popula¢do de DCs CD11b'CD103" nos LMNSs, foi detectada
uma tendéncia ao aumento no namero absoluto desta sub-populacdo nos animais
WT ou IL-17R” submetidos & DH quando comparados com 0S mMmesmos
camundongos submetidos a DN. Este dado sugere que a dieta rica em gorduras
parece ter um efeito na migracdo de células CD11b'CD103" para os LMN. Essa
proposicdo € plausivel, uma vez que a dieta hiperlipidica € capaz de alterar o perfil
de microrganismos residentes no intestino, e como consequéncia aumentar as
populacdes celulares relacionadas com o controle da homeostase intestinal.
Também foi demonstrado que estas células em condicfes de inflamacdo expressam
receptores TLR5, que apds estimulo com flagelina proveniente da microbiota
intestinal medeia a diferenciacdo de células Thl7 intestinais. Em adicdo, estas
células sdo capazes de produzir IL-23, que atua sobre as células linféides inatas
(ILC) promovendo a producédo de IL-22 e em células epiteliais induzindo a sintese de
peptideos antimicrobianos como REGIIly (Farache, Zigmond et al. 2013).

Os macrofagos anti-inflamatérios CD11b"CX3CR* também tem sido descritos

no controle da homeostase intestinal, ja que foi visto que essas células séo
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responsaveis pela indugcdo/funcédo das células Tregs intestinais, devido a secre¢éo
de IL-10 que promove a expressdo de Foxp3 e a atividade supressora dessas
células (Schulz, Jaensson et al. 2009; Farache, Zigmond et al. 2013). Outro dado
interessante é que o ATP gerado por alguns filos de bactérias comensais induz a
expansdo de uma populacdo de células intestinais CX3CR1" capazes de induzir a
diferenciacdo de células Thl7, porém ainda ndo esta claro se estas células sdo os
macrofagos residentes (Molloy, Bouladoux et al. 2012). Recentemente, um estudo
demonstrou que camundongos deficientes de CX3CR1 apresentaram reduzido
namero de macrofagos na LP, maior translocacdo de bactérias para os LMNs e
maior gravidade da colite quando comparados com 0s animais controles (Medina-
Contreras, Geem et al. 2011). De acordo, nossos dados demonstraram que
camundongos IL-17R” também tiveram maior nimero desses macréfagos nos
LMNs, o qual poderia estar correlacionado com a tentativa do sistema imune de
compensar a auséncia da sinalizacdo do eixo IL-17/IL-17R, aumentando o namero
destas células importantes no controle da homeostase intestinal.

Tendo em vista que pacientem obesos e diabéticos apresentam um
comprometimento da barreira intestinal e aumento da permeabilidade (Cani, Bibiloni
et al. 2008; Cani and Delzenne 2009), nos fomos avaliar se a deficiéncia de IL-17
interfere na manutencdo da integridade intestinal, e se esse fendbmeno estaria
associado ao aumento da translocacéao bacteriana e endotoxemia metabdlica.Como
esperado, detectamos que a DH causa aumento da permeabilidade intestinal e
endotoxemia, porém a deficiéncia do IL-17R n&o agravou essas alteracOes
intestinais ap6s DH ou DN. Em contrapartida, foi observada alta carga bacteriana
nos sangue desses animais quando comparados com os WT com as mesmas
dietas. Nossos dados convergem com os dados obtidos na literatura de que
camundongos obesos apresentam alteracées na permeabilidade intestinal apos 16
semanas do consumo de dieta hiperlipidica em associagcdo com menor expressao de
proteinas relacionadas com manutencdo das TJ, evidenciando que a ruptura na
barreira intestinal parece ser um evento mais tardio (Suzuki and Hara 2010). Ainda,
outro estudo nao verificou diferencas na permeabilidade intestinal entre individuos
obesos e magros, embora tenha sido observado alteracbes nas populacdes de

bactérias no intestino (Brignardello, Morales et al. 2010).
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Outro dado intrigante é que ndo houve diferencas dos niveis de LPS
circulantes entre os animais estudados. O LPS é uma molécula que atravessa as
células epiteliais através de transporte transcelular através das células epiteliais
presentes na monocamada intestinal. Este tipo de transporte permite a captacao de
nutrientes, albumina, hormonios, bactérias e seus produtos como o LPS do limen
intestinal até o espaco intersticial através da formacédo de vesiculas. Foi observado
gue em pacientes diabéticos existe 0 aumento deste tipo de transporte através das
células M do intestino (Komarova and Malik 2010; Harris, Kassis et al. 2012; Caricilli
and Saad 2013). Durante o consumo de uma dieta rica em lipideos, também ocorre
a formacéo dos quilomicrons, os quais possuem alta afinidade pela fracdo insolavel
(lipideo A) da estrutura do LPS, permitindo o transporte transcelular desta molécula
desde o intestino até a circulagdo e outros tecidos como figado, musculo e tecido
adiposo (Ghoshal, Witta et al. 2009; Harris, Kassis et al. 2012; Moreira, Texeira et al.
2012). O transporte do LPS por quilomicrons pode representar um mecanismo
fisiolégico que favorece a remocdo hepatica do LPS. Entretanto, uma condi¢cdo
patolégica induzida pelo alto consumo de DH leva a um excessivo acumulo de
guilomicrons, aumentando a possibilidade de extravasamento extra-hepatico do LPS
(Moreira, Texeira et al. 2012). Assim, acreditamos que nado houve diferencas na
deteccédo de LPS entre os grupos porque a maioria do LPS translocado, seja através
do transporte transcelular ou paracelular, esteja retido em outro compartimento.

Posteriormente, fomos investigar mais detalhadamente a permeabilidade
intestinal e translocacéo bacteriana. Para tal, nés avaliamos a expressao génica das
proteinas claudina-2 e ocludina, assim como moléculas que formam parte da
camada de muco presente no epitélio intestinal como as mucinas 1 e 2. E importante
mencionar que a proteina claudina- 2 é uma molécula formadora de poros na
membrana dos enterdcitos, cuja expressdo aumentada esta diretamente relacionada
com o comprometimento da barreira intestinal. Por outro lado, a expressao
aumentada de ocludina é indicativa de maior integridade intestinal (Bischoff, Barbara
et al. 2014). Foi observada uma menor expressao de claudina-2 e maior de ocludina
no fleo dos camundongos IL-17R” submetidos a uma dieta hiperlipidica, sugerindo
uma possivel reducdo da permeabilidade intestinal nesses animais. Apesar dos

resultados divergirem da nossa hipétese de que a maior gravidade do DM2 nos
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animais IL-17R” estaria associado ao aumento da permeabilidade, estdo de acordo
com os niveis menores de LPS detectado no soro desses animais. Ainda, foi
observado aumento na expressao génica de mucina-1 no ileo dos camundongos IL-
17R” submetidos & dieta DH quando comparados com os animais WT com a
mesma dieta. Sendo assim, é possivel que 9 semanas de dieta seja um periodo
insuficiente para observar alteracdes conclusivas na expressao de moléculas
relacionadas com a manutengao da integridade intestinal.

Nosso préximo passo foi avaliar as populacdes de bactérias presentes nas
fezes dos grupos de animais estudados por analise metagen6mica do gene
bacteriano 16S. Nossos resultados revelaram a prevaléncia dos filos Bacteroidetes e
Proteobacteria em relacdo aos filos Firmicutes e Actinobacteria nas fezes dos
camundongos IL-17R™ submetidos & DH quando comprados com WT com a mesma
dieta. Além disso, foi observada a diminuicao do filo Verrucomicrobia nas fezes dos
camundongos IL-17R” com DH. De maneira interessante, a analise dos géneros de
bactérias identificados nos quatro grupos de animais estudados, demonstram o
aumento dos géneros Bacteroides e Sporosarcina e a reducdo do género
Bifidobacterium nas fezes dos camundongos IL-17R” submetidos & DH quando
comparados com os WT com a mesma dieta. Neste sentido, alguns trabalhos
apontam que existe uma correlacdo entre aumento da razdo do filo
Firmicutes/Bacteroidetes, e maiores indices de massa corporal em individuos e
camundongos obesos (Cani and Delzenne 2009; Wu, Ma et al. 2010). No entanto,
outros trabalhos corroboram com nossos resultados, mostrando uma diminuicdo da
razdo Firmicutes/Bacteroidetes em individuos obesos quando comparados com 0s
controles magros (Schwiertz, Taras et al. 2010). Ainda, surgiram outros estudos que
nao conseguiram estabelecer uma correlacéo direta entre a abundancia destes filos
de bactérias com o desenvolvimento de obesidade e DM2 (Duncan, Lobley et al.
2008). Um trabalho recente obteve resultados muito semelhantes, uma vez que
observaram prevaléncia significativa dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria nas
fezes dos individuos diabéticos quando comparados com os controles. Além disso,
foi reportada a associacdo entre a elevada razdo Bacteroidetes/Firmicutes e o
aumento dos niveis de glicose sanguinea nos pacientes diabéticos (Larsen,

Vogensen et al. 2010). No entanto, ndo encontraram alteracbes nos filos
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Actinobacteria e Verrucomicrobia entre os grupos analisados. E importante destacar
que bactérias gram-negativas representadas pelos filos Bacteroidetes e
Proteobacteria possuem um potencial mais patogénico e inflamatério, o que por sua
vez poderia justificar o agravamento da resisténcia a insulina e DM2 nos animais
deficientes do receptor de IL-17 ap6s DH.

Por outro lado, a bactéria Bifidobacterium tem sido reportada como
fundamental na reducdo dos niveis de endotoxinas em roedores e melhora das
fungbes da barreira intestinal influenciando assim, no controle da homeostase da
glicose e a sensibilidade a insulina. Também foi correlacionado o aumento destas
bactérias com a reducao do infiltrado de macréfagos com um perfil pré-inflamatério
no tecido adiposo visceral de camundongos (Cani, Neyrinck et al. 2007; Frazier,
DiBaise et al. 2011). Em outro estudo, foi mostrado um aumento do género
Bacteriodes na microbiota intestinal de pacientes obesos e foi associado com maior
digestdo de carboidratos, maior producdo de acetato e subsequentemente aumento
da absorcdo de energia quando comparados com os individuos magros (Abdallah
Ismail, Ragab et al. 2011). Por outro lado, o género Sporosarcina pertence ao filo
Firmicutes e esta relacionado com o metabolismo da carnitina em humanos (Zhu,
Jameson et al. 2014). Em adicdo, essas bactérias também parecem estar envolvidas
com a producéo de uréia, porém ndo ha relatos na literatura sobre o seu papel no
DM2. Em conjunto, esses dados demonstram o papel importante do eixo IL-17/IL-
17R no controle das populacbes de bactérias presentes no intestino,e sua possivel
influéncia no desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM2.

Por fim, nosso ultimo objetivo foi comprovar se o consumo de uma dieta rica
em gorduras desencadeia mudancas no perfil de expressédo génica do receptor de
IL-17 nas células epiteliais (CE) e da lamina propria (LP) intestinal. Em paralelo,
avaliamos o direto papel da IL-17 na expressdo de quimiocinas, relacionadas com o
recrutamento de neutrofilos, tanto em CE como de LP isoladas de animais
submetidos a DH ou DN. Embora ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas na expressao do receptor de IL-17 tanto nas CE como a LP, houve
uma tendéncia ao aumento da expressdo desse receptor nas CE de animais
diabéticos. Também detectamos aumentada expressdo das quimiocinas CXCL-1 e

CXCL-2 no sobrenadante da cultura de CE, isoladas de camundongos que
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consumiram DH, apds estimulagdo com IL-17 na concentracdo de 100ng/mL, sendo
gue este aumento ndo foi observado nas células da LP. Em geral, esses dados
mostram que a dieta hiperlipidica promove a expressao do receptor da IL-17 nas
células epiteliais intestinais, tornando essas células mais propensas a acdo da IL-17
produzida na mucosa intestinal. Com decorréncia, sob o efeito da IL-17 essas
células sdo capazes em produzir maiores concentracdes de CXCL-1 e CXCL-2, as
quais induzem o recrutamento de neutréfilos e conferem uma imunidade protetora
contra bactérias patogénicas, prevenindo assim o DM2.

Em linhas gerais, esse trabalho demonstrou que a deficiéncia do eixo IL-17/IL-
17R causou menor influxo de neutréfilos associado a um processo de disbiose
intestinal com prevaléncia de bactérias gram-negativas apds o consumo de DH, que
resultou em disfuncdes metabolicas e inflamatorias e agravamento do DM2. Neste
sentido, a IL-17 parece induzir a migracdo de neutrofilos na mucosa intestinal
através da expressdao de quimiocinas por células epiteliais, que controlam a
replicacéo/translocacédo bacteriana e atrasam o inicio do DM2. Dessa forma, os
dados apontam o tratamento com IL-17 como intervencdo imunomoduladora na

prevencao/reversao de doencas metabdlicas e inflamatdrias, assim como o DM2.
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6. Conclusoes
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6. Conclusdes

Os dados gerados durante o trabalho permitem concluir que:

. A regulacao positiva das citocinas do padrao de resposta Th17 (IL-6, IL-17A e
IL-22) no intestino de animais diabéticos;

. A principal populacdo de células produtoras de IL-17 na lamina prépria

intestinal sdo as células Th17 durante o DM2;

. A via de IL-17/IL-17R contribui para o ganho do peso corporal e inducao de
obesidade;
. A via de IL-17/IL-17R atrasa o desenvolvimento das disfungcdes metabdlicas e

da resisténcia a insulina, as quais estao associadas ao inicio do DM2;

. A via IL-17/IL-17R induz o recrutamento dos neutréfilos no intestino mediado

por quimiocinas produzidas por células epiteliais;

A via IL-17/IL-17R modula a expressdo de moléculas associadas a

integridade da barreira intestinal, tais como as proteinas TJ e as mucinas;

. A via IL-17/IL-17R controla o processo dishiose intestinal e preveni a

translocacédo de bactérias para o sangue.
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