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RESUMO

SILVA, L.M. Efeito da via colinérgica sobre alteracdes celulares e metabdlicas no
tecido adiposo. 2020. 130f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

A compreensdo dos mecanismos que sustentam a homeostase metabdlica e
imunologica nos diferentes compartimentos do tecido adiposo é essencial uma vez
gue estes tecidos contribuem ativamente para a origem de distlrbios metabdlicos. O
controle da inflamacao pela via colinérgica € um dos mecanismos neuroimunes mais
estudados atualmente. Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia da acetilcolina na
homeostase imunolégica e metabdlica do tecido adiposo. Nosso objetivo foi entender
a comunicagao entre os sistemas nervoso e imune no contexto de alteragdes celulares
e metabdlicas no tecido adiposo. Para isso, usamos camundongos transgénicos
VACht knockdown (KD), tratados farmacologicamente, ou vagotomizados (VgX) para
caracterizar as células do sistema imunoldgico em diferentes compartimentos de
tecido adiposo na deficiéncia de acetilcolina (ACh). Foi encontrado um enriquecimento
significativo no infiltrado de células T efetoras e producédo de citocinas, em particular
aguelas relativas ao perfil de resposta Th2 nos animais com sinalizacdo de ACh
reduzida. Isso foi observado principalmente no tecido adiposo mesentérico
(mesWAT), mas néo no tecido adiposo subcutaneo, linfonodo mesentérico ou bago
destes animais. Em seguida, para entender o impacto metabdlico no tecido adiposo
impulsionado pela via colinérgica, tratamos camundongos com uma dieta hiperlipidica
(HFD) para a inducdo de obesidade e resisténcia a insulina. Camundongos com
bloqueio da via colinérgica tratados com HFD apresentaram melhor performance
metabdlica em comparacdo aos controles, como ganho de peso reduzido, melhor
resposta a insulina e menor acumulo de gordura. Além disso, as populacdes celulares
presentes no tecido adiposo mesentérico destes animais obesos com inibicdo da via
colinérgica produziram mais citocinas do perfil Th2 em relacdo ao grupo controle na
mesma dieta. Por fim, analisamos o papel da inervagdo colinérgica e producdo de
acetilcolina por células de diferentes tecidos. Verificamos que a densidade de fibras
colinérgicas e células produtoras de acetilcolina é diferente entre os depdésitos de
tecido adiposo, sendo maior nos tecidos viscerais. De forma especial, as células
linfoides inatas (ILCs) do mesWAT apresentaram grande densidade da enzima
produtora de acetilcolina. Dessa forma, nossos dados sugerem que O sistema
colinérgico é capaz de controlar o tbnus imunoldgico dos compartimentos do tecido
adiposo, principalmente o0 mesentérico, e pode estar envolvida no desenvolvimento
de disturbios metabdlicos.

Palavras chave: tecido adiposo; acetilcolina; sistema imune; via colinérgica.



ABSTRACT

SILVA, L.M. Effect of the cholinergic pathway in cellular and metabolic changes in the
adipose tissue. 2020. 130f. Master thesis. Institute of Biomedical Sciences, University
of S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Understand the mechanisms that support metabolic and immunological homeostasis
in the different adipose tissue compartments is essential since these tissues actively
contribute to the origin of metabolic disorders. Cholinergic inflammation control is one
of the most studied neuroimmune mechanisms today. However, little is known about
the influence of acetylcholine on the immune and metabolic homeostasis of adipose
tissue. Our goal is to understand the communication between the nervous and immune
systems in the context of cellular and metabolic changes in adipose tissue. For this,
we used VACht knockdown (KD) transgenic mice, pharmacologically treated or
vagotomized (VgX) to characterize immune cells in the adipose tissue compartments
in acetylcholine deficiency (ACh). Significant enrichment was found in the infiltrate of
cells and cytokines related to the Th2 response profile in animals with reduced ACh
signaling. This was observed mainly in the mesenteric adipose tissue (mesWAT), but
not in the subcutaneous adipose tissue, mesenteric lymph node or spleen of these
animals. Then, in order to understand the metabolic impact on adipose tissue driven
by the cholinergic pathway, we treated mice with a high-fat diet (HFD) to induce
obesity. HFD-treated mice with cholinergic pathway showed better metabolic
performance compared to controls, such as reduced weight gain, better insulin
response and less fat accumulation. In addition, the cell populations present in the
mesenteric adipose tissue of these obese animals produce more cytokines of the Th2
profile compared to the control group on the same diet. Finally, we analyze the role of
cholinergic innervation and production of acetylcholine by cells from different tissues.
We have seen that the density of cholinergic fibers and cells that produce acetylcholine
is different between adipose tissue deposits, being higher in visceral tissues. In
particular, mesWAT innate lymphoid cells (ILCs) have a high density of the
acetylcholine-producing enzyme. Thus, our data suggest that the cholinergic system
can control the immune tone of adipose tissue compartments, mainly visceral, and may
be involved in the development of metabolic disorders.

Keywords: adipose tissue; acetylcholine; immune system; cholinergic patway.
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1. Introducéao

1.1 — O tecido adiposo e suas funcdes

A funcéo principal do tecido adiposo no organismo de vertebrados é a reserva
lipidica e armazenamento de energia. Porém, ao longo dos anos, este tecido tem sido
amplamente estudado quanto a seus aspectos fisioldgicos, bioquimicos e
imunologicos em relacdo as fungdes de regulacdo metabdlica que é capaz de exercer.
O tecido adiposo possui ampla gama de fun¢des, como armazenamento de energia,
sustentacao de 6rgaos, carreamento de vasos e nervos aos 6rgaos destino, geracéo
de calor e controle de temperatura corporal, armazenamento de células imunes de
memoria, controle da producdo de hormoénios relacionados a fome e homeostase
energética, dentre outras (TRAYHURN; BEATTIE, 2001). O tecido adiposo é formado
majoritariamente por células conhecidas como adipécitos, que sdo a principal classe
celular responsavel pelo armazenamento de acidos graxos no organismo e pela
geracao de energia. Além dos adipdcitos, encontramos ali células da fracdo estromal,
como precursores de adipdcitos e células fibroblasticas, matriz conjuntiva, células
tronco mesenquimais, células mesoteliais, células da vasculatura, tecido nervoso e
células do sistema imune. Juntos, esses componentes funcionam como uma unidade
integrada para manutencao da homeostase (KERSHAW; FLIER, 2004).

Os adipdcitos sdo o tipo celular predominante no tecido adiposo (GARCIA-
RUBIO et al., 2018). As principais fun¢des do tecido adiposo sdo determinadas pelo
subtipo de adipdcito que o constitui. Até recentemente, foram descritos pelo menos 4
tipos principais de adipdcitos, com diferentes caracteristicas peculiares que garantem
a funcéo do tecido adiposo: adipdcitos brancos, beges, marrons e rosas (CORREA;
HEYN; MAGALHAES, 2019; GIORDANO et al., 2014; LEKKAS; PASCHOS, 2019).
Os adipécitos brancos (do inglés, white adipocytes) séo os principais responsaveis no
armazenamento de lipidios provenientes da alimentacdo e estoque de energia
corporal. Eles compdem o principal tipo de tecido adiposo nos mamiferos, o tecido
adiposo branco (WAT, do inglés white adipose tissue), que € caracterizado como um
grande centro regulador e de armazenamento de energia na forma de triacilgliceréis.

Dois outros tipos de adipocitos com fungdes interessantes sdo os adipdcitos beges e
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marrons. Estes, noutra via, ndo tem como fungéo principal o armazenamento lipidico.
De fato, sdo eles o0s principais responsaveis pela geracao de calor e manutencao da
temperatura corporal do organismo de mamiferos (IKEDA; MARETICH; KAJIMURA,
2018; MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2012; SEALE et al., 2008). Para isso, as
mitocondrias do tecido adiposo marrom — BAT (do inglés, brown adipose tissue) —
contém uma propor¢do maior de uma proteina transmembrana conhecida como
proteina desacopladora do tipo 1 (UCP1). Dessa forma, a producédo de ATP no tecido
adiposo marrom culmina em formacéao de calor, através da fosforilacdo oxidativa em
um sistema desacoplado. Recentemente, foram também caracterizados os adipocitos
rosa (do inglés, pink adipocytes) (CINTI, 2018). Durante a gravidez e lactacao,
adipécitos brancos do tecido subcutdneo podem se converter em glandulas
produtoras de leite, que por sua vez sao formadas por elementos ricos em lipidios.
Estas células peculiares sédo definidas como adipdécitos rosa. Elas séo caracterizadas
por apresentarem lipidios citoplasméticos abundantes, por serem células adiposas

parenquimatosas e atribuirem um aspecto rosado ao tecido.

Outro conjunto celular que pode ser encontrado no tecido adiposo corresponde
a fracdo estromal. Essa fracao é constituida por células fibroblasticas, pré-adipdcitos,
células tronco precursoras derivadas de adipdcitos (ADSCs), precursores endoteliais,
células endoteliais, pericitos, células mesoteliais, entre outras (BORA; MAJUMDAR,
2017). A fracdo estromal vascular corresponde aquela que constitui vasos sanguineos
ou linfaticos no tecido, sendo caracterizada pela alta expressdo de integrinas de
adesdo e de CD31 (MAHLAKOIV et al., 2019). A fracdo n&o vascular, ou as células
fibroblasticas do parénquima, sdo importantes, ndo somente na estruturacdo e
recuperacao tecidual, mas também para recrutar células do sistema imunoldgico para
o tecido adiposo, através da producédo de fatores como CCL19, CCL21, CXCL13 e IL-
33 (BOURIN et al., 2013; MAHLAKOIV et al., 2019; PEREZ-SHIBAYAMA et al., 2018).
Algumas destas células podem ser precursoras de adipécitos, ou pré-adipoécitos
(LEKKAS; PASCHOS, 2019; WON PARK; HALPERIN; TONTONOZ, 2008). Estas
células garantem a renovacao tecidual, e estdo presentes em grandes quantidades
nas etapas iniciais da vida, onde a estrutura tecidual & formada. Outras células de
origem fibroblastica que estdo presentes, especialmente nos tecidos adiposos
viscerais (em contato com cavidades) sdo as células mesoteliais. Estas células

recobrem o tecido adiposo em contato com a cavidade peritoneal ou toracica.
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Recentemente, essa fracdo vem sendo estudada quanto a producéo de citocinas proé-
inflamatorias e controle da migracéo celular para cavidades, além de controlar o ténus
imune no tecido adiposo pela alta producéo de IL-33 (JACKSON-JONES et al., 2020;
MAHLAKOIV et al., 2019).

O tecido adiposo também é capaz de produzir e secretar diversos horménios e
moléculas de sinalizacdo, muitas vezes sendo referido também como um orgéo
endécrino (KERSHAW; FLIER, 2004; TRAYHURN; BEATTIE, 2001; TRAYHURN;
BING; WOOD, 2006). O tecido adiposo produz fatores como leptina, adiponectina e
resistina, importantes sinalizadores que promovem a regulacdo do proprio tecido
adiposo e podem atuar inclusive no sistema nervoso central (SNC), regulando o
apetite e ingestdo alimentar. Ele também contribui no metabolismo de esteroides
sexuais e glicocorticoides, por ser fonte de reserva lipidica. Ainda, é capaz de secretar
diversas citocinas, conhecidas como adipocinas, que atuam de maneira autocrina,
paracrina ou endécrina (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Além desses sinais, o tecido adiposo possui receptores que permitem
responder aos sistemas hormonais tradicionais ou sinais neurais (PARIMISETTY et
al., 2016). Assim, além das suas funcfes enddcrinas, o tecido adiposo pode responder
ao controle pelas vias hormonais classicas ou sinaliza¢do via neurotransmissores. As
vias neurais que controlam o tecido adiposo sao feitas principalmente pelo sistema
nervoso auténomo (SNA). No tecido adiposo marrom, por exemplo, ha grande
densidade de sinalizacdo do SNA simpatico, o que controla a geracao e liberacao de
calor por este tecido (GUILHERME et al., 2019; LEE et al., 2012; MORRISON;
MADDEN; TUPONE, 2012). Através desta integracdo, varios processos biolégicos
sdo controlados, como metabolismo energético, funcdo neuroenddécrina e funcao
imunologica (FRANCO et al., 2007; KERSHAW; FLIER, 2004).

Tanto o0 excesso quanto a deficiéncia de tecido adiposo apresentam
consequéncias metabdlicas prejudiciais. O acumulo de tecido adiposo, caracterizado
pela obesidade, estd associado a resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia,
hipertenséo e estados pré-trombdéticos e pro-inflamatoérios (KERSHAW; FLIER, 2004).
Da mesma forma, lipodistrofia também pode acarretar consequéncias para o
organismo. Individuos com deficiéncia de tecido adiposo, tendem a combater com

maior dificuldade patégenos oportunistas. Sendo assim, disturbios relacionados ao
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tecido adiposo e suas consequéncias representam atualmente encargos médicos e
socioecondmicos. A inflamagdo cronica do tecido adiposo pode levar ao
remodelamento inadequado da matriz extracelular e recrutamento de mais leucécitos
inflamatorios para o tecido, o que pode ter influéncias drasticas tanto na adipogénese
quanto na lipdlise, acarretando problemas como obesidade, lipodistrofia, ou até
mesmo problemas metabdlicos sistémicos (CREWE; AN; SCHERER, 2017).

1.2 — Sistema imune associado ao tecido adiposo

O tecido adiposo tem importante papel como reservatorio de células do sistema
imune e conecta estas células a outros 6rgaos e tecidos. As adipocinas e citocinas
produzidas pelo tecido adiposo sdo capazes de promover o recrutamento de uma
gama de células do sistema imunoldgico para o tecido. Estas popula¢gbes podem ser
de diferentes subtipos e variam conforme a condicdo metabdlica e microambiente. Em
condicbes de homeostase, os tecidos adiposos abrigam uma grande parcela de
células mononucleares, principalmente macrofagos do perfil M2, células T reguladoras
e células do perfil 2 de resposta imune, incluindo linfécitos Th2, células linfoides inatas
(ILCs) do tipo 2 e eosindfilos (MAHLAKOIV et al., 2019; VILLARROYA et al., 2018).

Os macrofagos do tecido adiposo tém funcdes impares no controle e
homeostase tecidual, sendo a maioria de perfil M2. Estes macrofagos sao
alternativamente ativados por citocinas como IL-4, IL-10 ou TGF-B, e caracteristicos
pela expressado de moléculas como CD206, CD301a, CD163, arginase, e Retnla/Fizz1
(ORECCHIONI et al., 2019; SILVA et al., 2019). Os macréfagos variam em relacao ao
tipo de tecido adiposo e condicdo metabdlica do tecido, como demonstrado por SILVA
et al. Macrofagos presentes em tecidos de animais obesos tendem a ter seu perfil de
resposta modificado, uma vez que a inflamacéao crénica do tecido adiposo faz com
gue estas células passem a produzir mais citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-q,
e promove a polarizacéo destas células para um perfil M1, caracterizado pelo aumento
na expressao de moléculas como CD80/86, MHC-II, INOS e IL-1R (ORECCHIONI et
al., 2019). Mondcitos indiferenciados que chegam a um tecido adiposo inflamado
também passam a apresentar um perfil inflamatorio, com alta expressao de Ly6C e

de MHC-II, se diferenciando mais tarde em macréfagos teciduais do perfil M1. Além



27

Introducao

dos macrofagos, outro tipo celular mononuclear de grande importancia nos tecidos
adiposos sao as células dendriticas (MACDOUGALL et al., 2018). No mesentério, por
exemplo, estas células séo capazes de migrar pelo tecido adiposo, via vasos linfaticos,
apo0s serem ativadas no intestino e irem até o linfonodo mesentérico, para
apresentacao antigénica. Da mesma forma, em outros tecidos de barreira como o
pulmédo, o tecido adiposo mediastinal representa importante papel conectivo das

células do tecido com seus respectivos orgaos linfoides secundarios.

Seguindo os macrofagos, temos no tecido adiposo presenca abundante de
linfécitos B e T. Na maioria dos tecidos adiposos viscerais, as células linfoides
apresentam uma organizacao peculiar em estruturas que recebem o nome de tecido
linfoide associado a gordura — FALCs (do inglés, fat-associated lymphoid clusters)
(CRUZ-MIGONI; CAAMANO, 2016; KAMINSKI; RANDALL, 2010). Recentemente, foi
demonstrada a presenca de ceélulas de memodria contra antigenos intestinais,
residentes no tecido adiposo mesentérico (HAN et al., 2017). No tecido adiposo em
homeostase, vigora um perfil de células T reguladoras (FoxP3*), importantes na
producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B, e também ha
abundancia de células de perfil Th2 (GATA-3*), que desempenham importante papel
na polarizacdo dos macréfagos M2 presentes neste tecido atraves da producéo de IL-
4 e 1L-13 (MAHLAKOIV et al., 2019). Estas células, através da producéo de citocinas
do tipo 2, como IL-5, sdo as responsaveis por manter também o tdnus de eosinofilos
no tecido. Além disso, as células B residentes no tecido adiposo sdo responsaveis
pela producdo em alta taxa de anticorpos naturais, sendo caracterizadas como células
B do tipo 1. Estas células produzem anticorpos IgM de baixa afinidade que sé&o
secretados nas cavidades e ajudam a promover a opsoniza¢cdo de microrganismos e
antigenos que possam atravessar as barreiras teciduais. Estas células podem ser
identificadas pela presenca de marcadores como CD11b e CD5 (WORTIS, 2017).
Adicionalmente, algumas destas células conseguem produzir com eficiéncia citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10, que ajudam na promocao de um perfil anti-inflamatorio
nestes locais (WU et al., 2019).

Outras células da imunidade inata tém papel importante ha manutencédo da
homeostase do tecido adiposo. Este tecido abriga diversas populacdes relacionadas
ao padréo de resposta Th2, como eosindfilos e células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2).

Os eosindfilos estdo presentes no tecido em quantidades razoaveis na condigdo
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homeostética. Estas células sdo recrutadas ao tecido adiposo através de citocinas
produzidas pelas células Th2 e ILC2, como IL-5 e IL-13. Porém, num contexto
inflamatorio, sdo substituidas por um infiltrado neutrofilico e monocitico. As ILCs, por
sua vez, apresentam perfis de resposta muito similares a resposta de células T CD4*,
porém nao dependem de sinalizacdo antigénica via TCR para sua ativagdo. Também
apresentam maior plasticidade em relacéo as células T (EBERL et al., 2015). Elas sdo
importantes produtoras de citocinas no tecido adiposo, e assim como as células T
auxiliam no recrutamento celular e homing de células hematopoiéticas para o tecido
adiposo. Sao caracterizadas em subtipos de acordo com as citocinas que produzem
e os fatores de transcricdo que expressam. As ILC1 s&o identificadas pela expressao
do fator de transcricdo Thet, e estdo relacionadas a imunidade do tipo 1 nestes
tecidos. Sao importantes produtoras de TNF-a e IFN-y. Ja as ILC2 expressam o fator
de transcricdo GATA-3, e produzem citocinas do padréo 2 de resposta imune, como
IL-13, IL-4 e IL-5, e correspondem ao subtipo mais prevalente no tecido adiposo. As
ILC3 séo caracterizadas pela expressao de RORyt, e sdo responsaveis pela producao
de citocinas como IL-17 e IL-22, estando presente em grande quantidade no intestino,

por exemplo, mas néao no tecido adiposo (EBERL et al., 2015).

Algumas células séo vistas em maior nUmero nestes tecidos somente em
contextos de inflamacé&o. Os neutrdfilos, por exemplo, podem aumentar em nimero e
proporcdo em disturbios metabdlicos e na obesidade, ou mesmo em infec¢bes que
acometam tecidos adiposos e 6rgdos associados, como intestino (FONSECA et al.,
2015; KAMINSKI; RANDALL, 2010). O recrutamento destas células ocorre devido ao

aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-8 e HMGBL1.

1.3 — Mecanismos de controle e homeostase do tecido adiposo

Por se tratar de um tecido com alta plasticidade e estar submetido a variacoes
constantes no armazenamento de lipidios e gasto energético, varias vias devem atuar
sobre o tecido adiposo afim de controlar a homeostase celular e metabdlica do tecido.
Caso alguma destas vias de controle esteja desregulada, se da origem aos disturbios
metabdlicos. Obesidade, diabetes, disturbios cardiovasculares e metabdlicos séo
geralmente caracterizados como doencas complexas, porque possuem etiologias

multifatoriais que incluem uma combinacdo de fatores genéticos e ambientais
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(AHMAD; AHLUWALIA, 2019; GRUNDY, 2004). Considerando os problemas vistos
em paises emergentes, a globalizacdo e difusdo da dieta ocidental, os problemas
relativos a um desbalanco homeostatico do tecido adiposo tém se mostrado mais

evidentes nas populacdes de paises desenvolvidos ou em desenvolvimento.

Varias vias contribuem para o controle homeostatico neste tecido. O SNC, por
exemplo, € um dos principais alvos da sinalizacéo de adipocinas produzidas no tecido
adiposo, como a leptina, e responde a estes estimulos com a producdo de outros
hormonios, regulagédo da temperatura corporal, ou liberacdo de neurotransmissores
(BEALL; HANNA; ELLACOTT, 2017; FORNY-GERMANO,; DE FELICE; DO
NASCIMENTO VIEIRA, 2019). Porém, € o sistema nervoso periférico que
desempenha as mais importantes funcdes aferentes, especialmente o SNA. Muitos
trabalhos descrevem o papel do sistema nervoso simpético no controle do tecido
adiposo. A sinalizagdo noradrenérgica é importante no controle da termogénese e
geracdo de energia na forma de calor no tecido, além de regular a formacéo dos
depdsitos de lipidio; porém, pouco é sabido sobre inervacdo parassimpatica nestes
tecidos e como esta via ajuda a controlar a homeostase imunoldgica tecidual.
(BARTNESS et al., 2014). Recentemente, foco tem sido dado também ao fato de as
células do sistema imune presentes nestes tecidos serem capazes de responder a
estes neurotransmissores através da presenca de receptores de membrana, e até

mesmo produzir estas moléculas para sinalizacdo paracrina (FRANCO et al., 2007).

A producéo de hormdnios como insulina e glucagon pelo pancreas sdo também
grandes reguladores desta resposta energética do tecido adiposo. O glucagon é
responsavel direto pelo catabolismo de acidos graxos nos adipdcitos para geracao de
energia, e a produgédo de insulina promove o anabolismo do tecido e aumento dos
depdsitos energéticos. O proprio tecido adiposo também € capaz de se autorregular,
pela producdo de horménios e adipocinas que sinalizam de maneira autdcrina,
paracrina ou endocrina. Adiponectina, apelina e quemerina sdo exemplo de moléculas
produzidas em nivel local, que tem acao no proprio tecido (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006). Mudancas na morfologia celular e acimulo ou quebra de lipidios desregulados
nos adipdcitos, causados por variagdes na dieta e fatores genéticos, podem levar ao

desbalanco na producdo de horménios e moléculas sinalizadoras por estas células.
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Além do controle hormonal e neural, o controle do tdnus tecidual do tecido
adiposo realizado pelas células do sistema imune é de extrema importancia. Fatores
produzidos pelos macrofagos e pelas células fibroblasticas que residem no tecido
desde a idade mais tenra, sdo capazes de recrutar outros tipos celulares e promover
a correta estruturacao imunolégica do tecido, auxiliando na formagédo das FALCs e
regulando o ténus imunologico basal do tecido (MRAZ; HALUZIK, 2014). Isso se da
pela producéo de citocinas de recrutamento celular pelas células fibroblasticas, como
a IL-33 (MAHLAKOIV et al., 2019), ou citocinas como IL-4, IL-13 e IL-10, que auxiliam
na polarizacdo dos padrdes de resposta das células que chegam a esse tecido. A
interferéncia na homeostase do tecido adiposo na obesidade, por exemplo, se da
principalmente pelo fato de que o desbalanco metabdlico, que leva ao aumento da
producao de adipocinas e mediadores nos adipdcitos, pode influenciar a producéo de
citocinas e quimiocinas pelas células residentes. A producdo dos mediadores
inflamatoérios recruta mais células para o tecido, que produzem mais mediadores

inflamatorios, e assim inicia-se um ciclo vicioso (LU et al., 2019).

A inflamacdo crbnica e gradual deste tecido causada pela obesidade se
manifesta numa condicdo que conhecemos como low grade inflammation, ou
inflamac&o crénica de baixo grau. Essa condicdo € predisponente a um dos principais
fatores de disturbios metabdlicos associados a obesidade, a chamada “meta-
inflamacao”, que significa inflamacéo crénica observada em nivel local e sistémico.
Essa inflamacao nao é restrita apenas ao tecido adiposo, mas abrange outros 6rgaos
e tecidos (PAOLICELLI; ANGIARI, 2019). Assim sendo, o sistema imunol6gico
contribui ativamente para a patogénese de doencas crbnicas, em particular a
sindrome metabdlica (BENEZECH et al., 2015; KAMINSKI; RANDALL, 2010).

A sindrome metabdlica se caracteriza como um conjunto de comorbidades
decorrentes do estilo de vida ocidental ou condi¢cdes genéticas. A manifestacdo de
pelo menos 3 destas comorbidades se caracteriza como sindrome metabdlica:
resisténcia a insulina; aumento da gordura visceral/abdominal; dislipidemia; aumento
do colesterol LDL e hipertenséo arterial (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2016;
KASSI et al., 2011). Essa sindrome aumenta o risco de desenvolvimento de doencas
cardiacas, derrame e diabetes do tipo 2. A sindrome metabdlica possui relacao
estreita com a condicdo metabdlica do tecido adiposo, e a inflamacao cronica neste

tecido predispde ao seu aparecimento. Ja é sabido, por exemplo, que o aumento da
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producédo de TNF-a nos tecidos adiposos esta intimamente ligada a obesidade, e leva
a resisténcia a insulina, uma das condi¢cdes que caracteriza a sindrome metabdlica
(HOTAMISLIGIL et al., 1995). Outras adipocinas e citocinas produzidas no tecido
adiposo, como leptina, IL-6 e proteina C reativa também ja foram relacionadas a
resisténcia a insulina e hiperglicemia (EMAMALIPOUR; ESFAHLAN, 2019; WISSE,
2004). Dessa forma, entender os mecanismos de regulacéo da resposta imunologica

neste tecido é importante para entendermos a patogénese de distlrbios metabalicos.

1.4 — O sistema nervoso autbnomo e o controle da resposta imune

Os tecidos adiposos podem receber inervacdo direta do sistema nervoso
periférico, especialmente do autonémico. O SNA é o principal regulador das funcbes
biolégicas involuntérias, e é capaz de promover as respostas conhecidas como “luta
ou fuga” (do inglés, fight-or-flight) ou “descanso e digestdo” (do inglés, digest-or-rest).
Esse componente periférico do sistema nervoso € constituido por duas principais vias
de sinalizacao: sistema nervoso autbnomo simpético e parassimpatico (FURNESS,
2006). Ambos se caracterizam por um sistema de sinalizagdo que envolve um
neurdnio pré-ganglionar e um pés-ganglionar, e a regido onde ambos se encontram é
denominada ganglio. A sinapse ganglionar, tanto no sistema nervoso simpatico quanto
parassimpatico, € mediada pela acetilcolina (ACh). A diferenca entre os dois sistemas
é a liberacdo do neurotransmissor que ocorre no neurénio pds-ganglionar, que pode
ser feita via ACh, o que caracteriza o sistema nervoso parassimpatico, ou via
noradrenalina (NA) / adrenalina (Adr), que caracteriza o sistema nervoso autbnomo
simpatico. Isso promove os dois diferentes fendtipos do sistema nervoso autdbnomo,
muitas vezes antagonicas entre si, mas complementares. A sinalizacdo destes
sistemas é importante para a manutencao das atividades fisiol6gicas basais, como
controle das atividades peristélticas, broncodilatacdo ou broncoconstricdo, controle
respiratorio, controle da atividade urinaria e de esfincteres, contracao e relaxamento
da musculatura lisa, entre outras (WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016).

A presenca de fibras do sistema nervoso auténomo varia de acordo com o tipo
de tecido adiposo. Nos tecidos adiposos marrons e tecidos adiposos brancos
parietais, ha alta densidade de fibras simpéticas, responsaveis por controlar a
homeostase energética e producdo de calor (BARTNESS et al., 2014; MORRISON;
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MADDEN; TUPONE, 2012; ZHU et al., 2019). J& no tecido adiposo visceral, existe a
presenca de varias fibras parassimpéticas, em especial mediadas pelo nervo vago.
Isso ocorre especialmente por estes tecidos servirem de caminho para inervacao das
visceras abdominais e toracicas, como o intestino (COFFEY; WALSH, 2020). No
entanto, até hoje, permanece pouco esclarecido o papel que estas fibras
parassimpaticas desempenham diretamente no tecido adiposo e FALCs, e durante
muito tempo acreditou-se que elas ndo poderiam exercer controle direto sobre eles
(GIORDANO et al., 2006; KREIER et al., 2002; KREIER; BUIJS, 2007).

As células da resposta imunologica residentes no tecido adiposo expressam
diversos receptores para 0s neurotransmissores do sistema nervoso auténomo,
incluindo receptores para ACh e NA/ Adr (COX et al., 2020; MARTELLI; MCKINLEY;
MCALLEN, 2014; QIU; YUPING; JIANHE, 1996; ZDANOWSKI et al., 2015). A
sinalizacdo via ACh ou NA/Adr ocorre via receptores ionotrépicos (canais) ou
metabotropicos (relacionados a proteina G). A ACh consegue exercer sua funcéo
agindo em dois tipos de receptores: nicotinicos, ou muscarinicos. Os receptores
nicotinicos sdo canais ibnicos, que sdo nomeados de acordo com as subunidades que
o constituem, a ou B. Ja os muscarinicos sao receptores acoplados a proteina G, e
podem ser de 5 tipos diferentes: M1, M2, M3, M4 ou M5. A NA/ Adr possui duas
familias de receptores acoplados a proteina G: alfa e beta adrenérgicos, sendo estes
subdivididos em a1 e a2; B1, B2 e B3 (VENTURA et al., 2010).

Além da interferéncia tecidual direta pela inervacédo, hoje se sabe que outros
tipos celulares além dos neurbnios sdo capazes de produzir neurotransmissores.
Recentemente, trabalhos descreveram a importancia de células do sistema imune na
producdo destas moléculas. Essa liberacdo paracrina de neurotransmissores serviria
nao apenas para promover a comunicacao entre células do sistema imune e sistema
nervoso, mas poderia também servir como via de regulacéo entre as proprias células
do sistema imune (KERAGE et al., 2019). Entre os neurotransmissores produzidos
pelas células do sistema imunolégico, estdo ACh, dopamina, glutamato e serotonina
(FRANCO et al., 2007). Ja em 1995, se sabia que as células da resposta imunoldgica
eram capazes de sintetizar ACh pela presenca da enzima colina acetiltransferase
(ChAT) (FUJII et al., 1995). Hoje, se sabe que essa producéo se da principalmente
pelas células T CD4+, principalmente as células em estado de ativacéo (FUJII et al.,
2017a; KAWASHIMA; FUJII, 2003). Da mesma forma, ja foi demonstrado que estas
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células sé@o capazes de produzir a enzima Tirosina Hidroxilase (TH) (COSENTINO et
al., 2007). Essa enzima é relacionada a producdo de catecolaminas, incluindo

noradrenalina/adrenalina e dopamina.

E importante frisar que as células da resposta imunolégica produzem também
outros neurotransmissores ndo relacionados a resposta autonémica; elas também séo
capazes de sintetizar e liberar outras classes de neurotransmissores. Um
neurotransmissor relacionado a ativacao de células T € a serotonina (5-HT). Alguns
trabalhos sugerem que a 5-HT pode atuar como um fator autocrino durante a ativagéo
de células T naive para melhorar sua funcdo (GORDON; BARNES, 2003; LEON-
PONTE; AHERN; O’CONNELL, 2007). Ha também descricdo da producédo de
glutamato pelas células apresentadoras de antigeno (APCs), de forma a melhorar o
sinal de ativacao das células T (PACHECO et al., 2006). O glutamato sinaliza através
de receptores de glutamato metabotrépicos (MGIuUR1 e mGIUR5) expressos por
células T, e pode interferir na sua proliferacdo. Dessa forma, a liberacdo de
neurotransmissores ocorre ndo apenas pela inervacdo direta, mas estes também
podem ser provenientes das células da resposta imune presentes neste

microambiente.

1.5 — Sinalizacao colinérgica e atividade anti-inflamatoria

Dentre 0s neurotransmissores relacionados ao sistema nervoso central e
autbnomo, certamente a ACh é a molécula mais abundante no organismo,
responsavel pelas principais vias de sinalizacéo. De forma interessante, foi o primeiro
neurotransmissor a ser identificado. A sua descoberta ocorreu em 1914, pelo cientista
Henry Hallett Dale (DALE, 1914). Posteriormente, seus achados foram corroborados
por Otto Loewi na década posterior (LOEWI, 1921; ZIMMER, 2006). A ACh é um éster
de acido acético e colina, e possui fungcbes importantes como neurotransmissor central
e periférico, vasodilatadoras, bronco-constritoras, agonista muscarinico e nicotinico,
hormonais, entre outras. Esta presente tanto nos seres humanos quanto em outros
membros do reino animal. A sua sinalizacdo, como dita anteriormente, se da
principalmente por duas classes principais de receptores: nicotinicos (ou ativados pela
nicotina; nAChR) e os muscarinicos (ou ativados pela muscarina; mAChR). Enquanto

0S receptores nicotinicos sdo canais iGnicos, 0s muscarinicos sao receptores
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metabotropicos, ou acoplados a proteina G. A frequéncia destes receptores varia

conforme a populacao celular, seja de origem neuronal ou ndo-neuronal.

A fracdo ndo-neuronal que expressa receptores para ACh corresponde também
as células da resposta imune. A quantidade e qualidade dos receptores para
acetilcolina nas células da resposta imunoldgica varia de acordo com o tipo celular e
seu estado basal, podendo se alterar em um estado de repouso ou ativacdo (DUSTIN;
COLMAN, 2002). Ja foi mostrado que macrofagos e linfécitos de camundongos
expressam niveis muito mais elevados de nAChR do que as células dendriticas; além
disso, algumas subunidades também s&o expressas somente em algumas
populacdes especificas, como a a4 em macréfagos ou a a9 em linfocitos (QIAN et al.,
2011). Em células T naive, as cadeias Bl e B2 sdo as subunidades de receptores
nicotinicos mais expressas. Porém, ap0s ativacao in vitro, o padrdo de expressao
muda, e a4, a7 e a4 tornam-se altamente expressos nas células T CD4, e a2, a4 e b4
aumentam nas células T CD8. Além disso, a polarizacdo para um padrdo de resposta
celular interfere na variabilidade de expressdo dos receptores por estas células.
Células T CD4 + polarizadas para a linhagem Th2 mostram maior inducédo de a4 do
que células Thl ou Th1l7 (QIAN et al., 2011). As células do sistema imune também
expressam receptores muscarinicos de ACh (mAChR). Em relacdo as células T, as
células ndo ativadas tendem a expressar maiores concentracdes de M3 e M4 em
relacdo as células ativadas. ApGs ativacao in vitro, esse padrdo de expressao muda
para uma grande expressao do receptor M1, tanto nas células T CD4 quanto nas CD8.
De forma similar, os mMAChR variam entre os diferentes padrdes de resposta, com M1
e M5 altamente expressos por células Th2 e grande expressédo de M4 em células Thl
(QIAN et al., 2011). A expressdo destes receptores também ja foi confirmada em

linfécitos B, macrofagos e células dendriticas.

Além da presenca de receptores colinérgicos nas células do sistema imune,
hoje é sabido que elas também séo capazes de produzir ACh. Através da utilizacao
de animais reporter, pesquisadores conseguiram identificar a presenca de ACh nas
células do sistema imunolégico na década passada (TALLINI et al., 2006). Hoje
sabemos que, especialmente os linfocitos T e B, séo células capazes de produzir ACh
e controlar o microambiente no qual estdo inseridas por sinalizagcao paracrina (COX
et al., 2020). Além disso, € sabido que células ativadas e com maior expressao de
CD44 tendem a expressar maiores niveis de ACh (COX et al., 2019; REARDON et al.,
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2013). A liberacdo de ACh pelas células imunes parece ser regulada de forma
diferente que ocorre nos neurdnios. In vitro, células T CD4 de camundongos podem
liberar ACh quando seus receptores adrenérgicos B2 sao ativados (ROSAS-BALLINA
et al., 2011). In vivo, essa via fornece um elo pelo qual o sistema nervoso pode
influenciar diretamente as células T; isto €, neurénios estimulados produzem NE que
se liga a receptores B-adrenérgicos nas células T CD4 no baco e estimula sua
liberacdo de ACh. A ativacéo in vitro do TCR dessas células também aumenta a
quantidade de ACh detectada nos sobrenadantes de cultura. Curiosamente, ao
contrario das células T, as células B que expressam ChAT ndo produzem ACh

detectavel em resposta ao tratamento com NA in vitro (REARDON et al., 2013).

No inicio dos anos 2000, Kevin Tracey e colaboradores descreveram a atuacao
da sinalizacéo colinérgica no controle da inflamacéao sistémica. A este mecanismo, foi
dado o nome de via anti-inflamatoria colinérgica (BOROVIKOVA et al., 2000). O grupo
percebeu que a ACh, principal neurotransmissor liberado pelo nervo vago, atenuou
significativamente a liberacao in vitro de citocinas como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-18 em
macrofagos, mas nao alterou os niveis de IL-10 nestas mesmas células apés estimulo
por lipopolissacarideos (LPS). Além disso, ao estimular diretamente o nervo vago na
periferia a morte apds administracéo sistémica de endotoxina era inibida em ratos,
atenuando a producédo de TNF-a sistémica e prevenindo o choque séptico. De forma
antagonica, o bloqueio da sinaliza¢édo colinérgica nos animais, através de cirurgia de
vagotomia cervical bilateral, promovia aumento da producao de TNF-a sistémico pelos
animais. Além disso, ja havia sido descrito em 1996 por YIHUA et al, que a utilizacédo
de hemicolinio-3 no ventriculo lateral de ratos, um inibidor da sintese de ACh,
promovia aumento da producdo de anticorpos no baco. Isso também era visto

utilizando-se atropina, um antagonista muscarinico (YIHUA; PENG; WANG, 1996).

Em sua descrigdo, a via anti-inflamatoria exerce sua atividade sobre as células
do sistema imunoldgico através dos receptores a7 nicotinicos - nAChRa7 (TRACEY,
2002, 2005). Segundo a teoria, a ligacdo da ACh a receptores a7 nicotinicos & capaz
de bloquear vias de sinalizacdo como a via do NF-kB. O bloqueio dessas vias impede
a liberacdo de TNF-a, HMGB1, IL-18 e outras citocinas proé-inflamatérias. Como a
atividade dessa via é controlada por sinais neurais, ela fornece um caminho para o

cérebro regular a resposta de citocinas de maneira localizada, controlada e especifica
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para um orgdo. Além de inibir a sinalizacdo via NF-kB, a ligacdo da acetilcolina a
receptores nicotinicos estimula o caminho anti-inflamatoério JAK3-SOCS3.

As atividades anti-inflamatoérias da via foram descritas em tecidos como baco e
figado. Porém, a atividade da sinalizacdo da ACh no tecido adiposo e regulacdo da
resposta imune é ainda desconhecida. Como o funcionamento da via €
intrinsecamente ligado ao nervo vago, que por sua vez esta relacionado intimamente
a inervacao parassimpatica visceral, abdominal e toracica, € alta a probabilidade de
gue esta via exerca importante atividade nos tecidos adiposos viscerais. Da mesma
maneira, a ACh livre na corrente sanguinea pode agir sobre tecidos periféricos,
ajudando a promover a homeostase tecidual e controle das células imunes do tecido.
Neste sentido, estudos que avaliem o papel da ACh sobre a homeostase do tecido
adiposo ainda séo escassos. Considerando o impacto da sinalizagdo colinérgica no
controle das respostas imunoldgicas, hipotetizamos que o ténus de ACh liberado em
nivel tecidual possa ter impacto na manutencdo da homeostase metabdlica e

imunoldgica no tecido adiposo visceral.
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2. Objetivos
2.1 - Objetivo geral

Avaliar o efeito que o tonus colinérgico exerce sobre a homeostase imunolégica

e metabdlica no tecido adiposo branco.

2.2 — Objetivos especificos

Objetivo especifico 1 — Analisar o efeito da reducéo do tdnus colinérgico em animais
VACht KDHOM sobre as células do sistema imune presentes em diferentes
compartimentos de tecido adiposo branco.

Objetivo especifico 2 — Determinar o efeito da inibicdo farmacoldgica de receptores

NAChR para o sistema imunoldgico residente no tecido adiposo.

Objetivo especifico 3 — Determinar os efeitos da ablacédo parassimpéatica pelo nervo
vago, através de vagotomia unilateral, no perfil de células residentes no tecido adiposo

e seu perfil metabdlico.

Objetivo especifico 4 — Analisar o perfil metabdlico de animais com reducéo do tdnus

colinérgico, submetidos a dieta hiperlipidica.

Objetivo especifico 5 — Analisar o efeito da reducéo do tdnus colinérgico em animais

VACht KDHOM e vagotomizados sobre o desenvolvimento de sindrome metabdlica.

Obijetivo especifico 6 — Caracterizar a inervacao colinérgica entre diferentes depdsitos

de tecido adiposo e a producdo de ACh pelas diferentes populacdes celulares.
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3. Materiais e Métodos

3.1 — Camundongos

Foram utilizados camundongos C57BL/6, fémeas, com idade de 6 semanas ao
inicio dos experimentos, obtidos do biotério de criagdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FM-USP), e mantidos no biotério de experimentacéo do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sédo Paulo (ICB-USP). Para os experimentos envolvendo os camundongos VACht
KDHOM fémeas, com idade de 6-8 semanas ao inicio dos experimentos, foram obtidas
em colaboracéo com a Profa. Dra. Carla Maximo Prado (Universidade Federal de Sao
Paulo - UNIFESP). Os animais VACht KD"°M possuem reducgdo na expresséo da
vesicula transportadora de acetilcolina para a fenda neuronal (VACht, do inglés,
vesicular acetylcholine transporter). Desta maneira, estes animais disponibilizam
apenas cerca de 35% da ACh que é produzida pelos neurbnios, reduzindo a
sinalizacdo colinérgica em todos os locais do organismo (PRADO et al., 2006).
Animais Chat Cre-TdTomato com 4 semanas foram fornecidos pelo Prof. José Donato
Junior (Departamento de Fisiologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP). Estes
animais possuem um gene reporter para proteina fluorescente vermelha (RFP, do
inglés, red fluorescent protein) na regido codificante da enzima ChAT, apresentando
fluorescéncia na faixa de comprimento de onda visivel =550nm. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica da Universidade de S&o Paulo,
protocolo n® 49/2016. A eutanasia dos animais foi realizada por inoculacdo de
sobredose de anestésico (300 mg/kg cetamina + 30 mg/kg xilasina) por via
intraperitoneal (I.P). Os animais, tanto em dieta controle quanto obesos, foram

eutanasiados entre 20 e 24 semanas apos o inicio dos experimentos.

3.2 — Tratamento com agonista e antagonista colinérgico

Para os experimentos envolvendo a inibicdo farmacolégica da via colinérgica,
foi utilizada mecamilamina (do inglés, 2- (Methylamino) isocamphane hydrochloride -
C11H21IN - HCI) (Sigma-Aldrich - Merck KGaA, San Louis, Missouri, EUA). A
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mecamilamina € um antagonista ndo seletivo e ndo competitivo dos receptores de
acetilcolina nicotinicos. O cloreto de mecamilamina foi solubilizado em salina e
acondicionado a -20°C em solucao, que era preparada em periodo proximo ao uso.
Para isto, os animais foram tratados I.P., em dias alternados, durante quatro semanas,
na concentracao de 1 mg/kg. O grupo controle foi tratado somente com salina. Nos
experimentos envolvendo animais obesos, a nicotina, agonista NAChR, também foi
utilizada. Para isso, a nicotina (do inglés, nicotine hydrogen tartrate salt - CLOH14N2
- 2C4H606) (Sigma Aldrich) foi solubilizado em salina e acondicionado a -20° em
solugéo. A concentracdo, via de administracédo e periodo de tratamento obedeceu ao
citado anteriormente com a mecamilamina (1 mg/kg — I.P. — dias alternados). O grupo

controle foi tratado com salina.

3.3 — Cirurgia de vagotomia unilateral

Os camundongos C57BL/6 foram submetidos a cirurgia de vagotomia unilateral
direita na sua quarta semana de vida, ao inicio dos experimentos. Os animais
receberam por via intramuscular o pré-anestésico acepromazina (3 mg/kg), e apos
relaxamento muscular receberam o anestésico por via intraperitoneal (100 mg/kg
cetamina e 10 mg/kg xilasina). Para o procedimento cirlrgico, os animais foram
imobilizados dorsoventralmente numa cama cirurgica, que impedia 0s movimentos na
regido superior e cabeca. Logo apés, a regido direita logo abaixo do pescoco foi
seccionada, e as camadas musculares separadas com a ajuda de uma pinga cirargica,
até permitir a visualizacao do nervo vago, ao lado da artéria carétida comum e da veia
jugular, que foi seccionado nos animais vagotomizados e mantido integro nos animais
do grupo controle Sham. Os animais vagotomizados apresentaram no dia posterior a
cirurgia o sinal de lesdo do nervo vago, que se caracteriza por flacidez da péalpebra do
mesmo lado onde houve a seccdo. Os animais foram mantidos em observacéo por 3
dias apos a cirurgia e alimentados com racdo umedecida dentro da gaiola (trocada

diariamente).
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3.4 - Dieta hiperlipidica e indug&o de obesidade

Em parte dos experimentos, foi utilizada dieta hiperlipidica (HFD, do inglés, high
fat diet) a base de gordura animal (60,3 % lipidios, 21,4% carboidratos e 18,3%
proteinas) (Rhoster®; Sao Paulo, Brasil). A constituicdo da dieta hiperlipidica pode ser
vista no Anexo 1. Animais VACht KD ou tratados com mecamilamina foram
submetidos a 20 e 15 semanas de dieta hiperlipidica, respectivamente. Os mesmos
foram divididos em dieta controle ou HFD, e foram mantidos nestas condi¢cdes por 20
semanas, sem alteracdo das dietas. Durante este tempo, os animais foram pesados
semanalmente e submetidos a testes metabdlicos. Ao final deste periodo, os animais
foram eutanasiados e foram coletados os tecidos adiposos, figado, pancreas e soro.
Os tecidos foram destinados a analises histoldgicas e o plasma acondicionado a -80°C

para dosagem de metabalitos.

3.5 — Pesagem semanal e testes de tolerancia a glicose/insulina

Os animais foram pesados semanalmente, obedecendo sempre a um mesmo
dia e horério na semana. Os testes metabdlicos para andlise de resisténcia a insulina

by

e de tolerancia a glicose foram realizados 15 ou 20 semanas apds 0 inicio da
administracdo da dieta, de acordo com o experimento. A resposta a insulina foi
examinada através do teste de tolerancia a insulina (ITT — do inglés, insulin tolerance
test). Para tal, os animais foram submetidos a jejum overnight, e o alimento foi reposto
na manha seguinte, por um periodo de 2 horas, normalizando assim o horario de
ingestdo alimentar dos animais. Apds o periodo de alimento disponivel, os animais
foram postos novamente em jejum por 6 horas. ApGs esse periodo, foi injetado
intraperitonealmente 0,75 U/Kg de insulina. Para avaliar a resposta a glicose, os
animais foram mantidos em jejum por 12 horas e receberam por gavagem 2 g/Kg de
glicose (GTT- do inglés, glucose tolerance test). Em ambos os testes foi analisada a
capacidade metabolica dos animais por meio da dosagem das concentracdes séricas
de glicose, analisada nos tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 30, 90 e 120 min, ou 0, 5, 10, 15,

30, 90, 120 min apoés a inoculagdo da insulina ou glicose, respectivamente.
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3.6 — Andlise da distribuicdo de gordura corpérea

Para avaliar a distribuicdo corpdrea da gordura nos animais obesos, os animais
foram anestesiados com cetamina e xilasina e expostos ao sistema In-Vivo Imaging
System FX PRO na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP. Foram realizadas
duas imagens por animal, utilizando raio X com alta energia (filtro de 0.8mm) e raio X
total (sem filtro — 0.0). A sobreposicao entre as duas imagens adquiridas gerou uma
nova imagem que demonstra os locais de acumulo de gordura corpdrea nos animais.
As medicOes foram realizadas com o auxilio do Dr. Walter Miguel Turato (Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, USP). A relagédo entre a massa magra e massa gorda dos
animais também foi aferida por ressonancia magnética, através do aparelho Magnet
NMR Minispec mq (Bruker™; Billerica, Massachusetts, EUA). A quantidade em
gramas e na proporcao de massa magra e massa gorda foi calculada a partir do peso
dos animais em dieta CHOW ou HFD. Estes experimentos foram realizados em
colaboragédo com o Prof. Dr. José Donato Junior, no Departamento de Fisiologia — ICB
| /JUSP.

3.7 — Andlise do perfil metabdlico dos animais

Animais em dieta controle ou HFD foram submetidos a avaliacdo do
metabolismo por andlises de calorimetria, através do aparelho CLAMS HC (do inglés,
Comprehensive Lab Animal Monitoring System for HOME CAGES) (Columbus
Instruments; Columbus, Ohio, EUA). Os animais ficaram acondicionados por uma
semana, em caixas individuais. Durante este tempo, 0 equipamento aferiu o VO2 em
cada caixa, parametro que indica o metabolismo de carboidrato destes animais. Além
disso, dados como movimentacao, atividade ambulatéria e ingestdo de agua foram
obtidos. As analises dos animais VACht KD foram realizadas em colaboracdo com o
Prof. Dr. José Donato Junior, no Departamento de Fisiologia — ICB I, e as analises dos
animais submetidos a cirurgia de vagotomia unilateral foram realizadas com o Prof.

Niels Olsen Saraiva Camara, no Departamento de Imunologia — ICB IV.
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3.8 — Tratamento com 2-NBDG e Bodipy

Para avaliar o metabolismo basal das células residentes no tecido adiposo,
animais WT ou VACht KDHOM foram submetidos a teste de a captacdo de glicose ou
de lipidios in vivo. Para a avaliacdo da captacao de glicose, 0os animais receberam
30min antes da eutanasia uma injecao intraperitoneal de 100ug de 2-NBDG (do inglés,
2-deoxy-2-[ (7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl) amino] -D-glucose) (Invitrogen™;
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA). Essa molécula corresponde a
glicose conjugada com uma molécula fluorescente, que pode ser rastreada apoés
captacdo pela célula. O experimento envolvendo a captacao de lipidios foi feito apds
injecado intraperitoneal de 50ug de Bodipy (do inglés, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indacene) (Invitrogen™). As drogas foram diluidas em tampdo PBS para
administrac@o (200ul de volume final). Apds 60 min, os animais foram eutanasiados,

e a fracdo estromal do mesWAT e scWAT foi analisada por citometria de fluxo.

3.9 — Processamento dos tecidos e extracao celular

Para avaliacdo das populacdes celulares, o tecido adiposo mesentérico (do
inglés, mesenteric white adipose tissue, mesWAT), tecido adiposo subcutéaneo (do
inglés, subcutaneous white adipose tissue, SCWAT), linfonodo mesentérico (do inglés,
mesenteric lymph node, mLN), baco e ileo foram processados para analise do
infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. Para processamento de células do baco,
o 6Orgdo foi macerado, a suspensao celular foi filtrada em cell Strainer (BD-
Biosciences; Becton, Dickinson and Company; East Rutherford, New Jersey, EUA), e
as hemacias foram lisadas com o auxilio de tampao ACK (Invitrogen™). As células
foram lavadas em meio RPMI-completo (Sigma Aldrich - Merck KGaA, San Louis,
Missouri, EUA), contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) (LGC biotecnologia; Cotia,
Sao Paulo, Brasil), penicilina/estreptomicina (Hyclone, GE Healthcare, Chicago,
lllinois, EUA), L-Glutamina (Hyclone) e B-Mercaptoetanol (Gibco™; Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA).

Para o mesWAT e scWAT, utilizou-se protocolo conforme descrito em
FONSECA et al., 2015. Resumidamente, o tecido adiposo foi coletado (ap0s perfuséo
corpOrea com tampao fosfato-salino — PBS (do inglés phosphate-buffered saline) -
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gelado) e digerido com 0,50 mg/mL de Colagenase IV (Sigma-Aldrich - Merck KGaA,
San Louis, Missouri, EUA) e 0,25 mg/mL DNase | (Sigma-Aldrich) em meio DMEM
(Corning Inc.; Nova York, EUA) contendo 1% de albumina sérica bovina (do inglés,
Bovine Serum Albumin - BSA low fat) tamponado com HEPES. Apés digestéo e
inibicdo das enzimas por adigdo de 0,5mM de EDTA, as células foram ressuspensas
em meio RPMI- completo. Quanto aos linfonodos mesentéricos, fizemos a digestao
destes tecidos para analise da fracdo estromal. Os linfonodos foram coletados e
digeridos com 0,50 mg/mL Colagenase IV (Sigma-Aldrich) e 0,25 mg/mL DNase |
(Sigma-Aldrich) em meio RPMI incompleto. Apés digestao por 20min a 37°C e inibicao
das enzimas por adicdo de meio RPMI com 3% de SFB e 0,5mM de EDTA, as células

foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI- completo a 3% (SFB).

As células da lamina prépria intestinal do ileo foram obtidas de acordo com
protocolo previamente padronizado (FONSECA et al., 2015). Para tal, o intestino foi
coletado e lavado em tampéo PBS; as células intraepiteliais foram removidas por meio
de agitacdo manual vigorosa em meio RPMI (Sigma-Aldrich) com EDTA 0,5mM (LGC
Biotecnologia); depois foi transferido para meio de pré-digestdo com 5mM EDTA e
0,145 mg/mL de DTT (Sigma-Aldrich), e finalmente o tecido foi digerido com 0,75
mg/mL de Colagenase IV (Sigma-Aldrich) e 0,5 mg/mL DNase | (Sigma-Aldrich). As
células obtidas foram ressuspensas em meio RPMI contendo 10% de Soro Fetal

Bovino-SFB (LGC Biotecnologia) e penicilina/estreptomicina (Hyclone).

3.10 — Analise das populac¢des celulares por citometria de fluxo

Apbs a extracdo das populacdes celulares, foram feitas marcacfes para
analises de células do sistema imune inato (neutrofilos, eosinofilos, células
dendriticas, macréfagos e mondcitos, células NK, células linfoides inatas) e anélise do
infiltrado linfocitario (linfécitos T CD4 e T CD8, linfdcitos B, linfocitos TCRyd), além da
avaliacdo do perfil de producdo de citocinas por essas células. Para marcacao
extracelular, as células extraidas foram transferidas para uma placa de fundo “U” de
96 pocos e o volume completado para 200 uL com tampé&o HBSS (do inglés, Hank's
Balanced Salt Solution) (Hyclone). Em adi¢cao a este volume, foi adicionado 10u de
suspensao contendo 3000 beads fluorescentes para contagem celular (Beckman

Coulter®; Brea, Califérnia, EUA). Em seguida, a placa foi centrifugada por 3 min a
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1600 rpm; antes da marcacdo com o mix de anticorpos, fez-se a marcacdo com o
marcador de viabilidade Live and Dead (LD) (Invitrogen™ Molecular Probes) em
tampéo HBSS. A placa foi incubada por 20 min protegida da luz, e apos este tempo
as células foram lavadas em tampéo FACS (PBS + 2% SFB). Apoés a lavagem, foi
adicionado 30 pL de mix de anticorpos em tampé&o FACS por poco, e a placa incubada
por 30 min a 4°C/protegido da luz. Apés término da incubacéo, a placa foi lavada por
2x com tampédo FACS, e nos casos em que ndo havia marcacgao intracelular, partiu-
se para a etapa de fixacdo com paraformaldeido a 2%, por 20 min a temperatura

ambiente.

A segunda fracdo das células (aproximadamente 2 x 108) foi destinado a
marcacdo dos fatores de transcricdo. Para a marcacao intracelular dos fatores de
transcricdo, as células marcadas para as moléculas de superficie foram ressuspensas
em tampao de fixacdo (eBioscience™ — Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia,
EUA) — 200 pL/poco e incubadas 30 min a 4°C/protegido da luz. Apés incubacéo, a
placa foi lavada com tampdo FACS. Depois, lavou-se 2x com tampdo de
permeabilizacdo celular (Perm Wash) (eBioscience™), 200 uL/poco; O mix dos
anticorpos intracelulares foi ressuspenso nesta mesma solucéo. Apos adicdo do mix,
incubou-se a placa por 45 min a 4°C/protegido da luz. Depois da incubacéo, a placa
foi lavada 2x com Perm Wash (BD Biosciences) — 200 pL/poco, e ressuspensa em
200 pL de tampéao FACS.

Para avaliar o perfil de producéo de citocinas, aproximadamente 2 x 10° células
extraidas foram pipetadas em uma placa de 96 pocos e incubadas com uma solugéo
de estimulo contendo 2,5 uL/ mL de Phorbol myristate acetate - PMA (Invitrogen™),
2,5 uL/mL de lonomicina (Invitrogen™), na presenca de 1 yL/ mL de Brefeldina A (Stop
Golgi) (BD Biosciences) preparado em meio RPMI completo, por 4 horas antes do
procedimento de marcacado celular. Apoés a incubacao, as células foram lavadas e
incubadas com o mix de anticorpos de superficie, 30 min a 4°C/protegidas da luz.
Depois da marcacao extracelular, as células foram lavadas 2x com tampédo FACS,
ressuspensas em 50 pL de tampéo Citofix/Citoperm (BD Biosciences) e incubadas por
20 min a 4°C, protegidas da luz. As células foram lavadas duas vezes com o tampéao
Perm Wash (BD™ Biosciences). Neste mesmo tamp&o, foi preparado o mix de
anticorpos intracelulares. 30 pL/poco do mix de anticorpos foram adicionados as

amostras, que foram incubadas por 2 h a 4°C, protegido da luz. As células foram



45

Materiais e Métodos

lavadas por mais duas vezes com tamp&do Perm Wash (BD Biosciences), uma vez
com tampéo de FACS, e finalmente, ressuspensas em 100 pL/po¢o de tampao de
FACS.

ApG6s marcagéo, as amostras foram adquiridas em citdmetro BD LSRFortessa
— X20, localizado no Centro de Facilidades e Apoio a Pesquisa — CEFAP, ICB / USP.
Os anticorpos monoclonais utilizados séo descritos no Anexo 1. Todas as analises de
citometria foram feitas com o auxilio do software FlowJo®. Para as estratégias de
gate, dentro dos Singlets, foram plotadas somente as células vivas (Live and Dead"®?;
CD45%). As estratégias de gate utilizadas para identificacdo das populacdes celulares
podem ser vistas nas imagens presentes nas Figuras 1, 2 e 3. Para identificacdo de
células mieloides e linfécitos B, as estratégias de gate podem ser observadas na
Figura 1. As andlises foram feitas a partir da populacéo de células vivas, CD45* (A).
Foram identificadas as seguintes populacdes: linfocitos B (TCR-B"9 CD19%);
eosinofilos (CD11b* SiglecF* MHCII"9 Ly6C"9); neutrofilos (CD11b* Ly6G*);
macrofagos (CD11b* CD64* MHCII* F4/80* Ly6C"9); mondcitos (CD11b* CD64"ed
MHC-II"®9 F4/80"9 Ly6C*); células dendriticas (CD11c* MHC-II* CD19"9 TCR-p"e9
SiglecF"¢9 Ly6G"®9 Ly6C"e9 CD64"¢9; CD103* ou CD111b").

A andlise das células de origem linfoide (com excec¢éo dos linfocitos B) pode
ser vista na Figura 2. As gates foram feitas a partir da populacao de células vivas,
CD45* e Thyl1.2* (CD90.1). Foram caracterizadas ILCs (Thyl.2* TCR-B- TCRYd "¢9),
células TCR-B positivas (TCR-p* TCRYd "9 CD4*/CD8*) e TCRy®d positivas (TCRyd*
TCR-B "®9). Dentro destas populacdes, foi analisada a expresséo dos seguintes fatores
de transcrigéo celular: Tbet, GATA-3, RORyt e FoxP3. As ILCs foram separadas em:
ILC1 (Tbet* GATA-3"9 RORyt"9), ILC2 (Thbet"9 GATA-3* Roryt"9), ILC3 (Tbet "9
GATA-3"%9 RORyt") e células NK (Thet+ NK1.1* GATA-3"®9 Roryt"®9). As células TCR-
B CD4+ foram caracterizadas como: Th1 (CD8"¢9 Thet* GATA-3"®9 Roryt"®9 FoxP3"¢9);
Th2 (CD8"9 Thet "¢9 GATA-3* Roryt"®9 FoxP3"9); Th17 (CD8"¢9 Thet "¢9 GATA-3"¢9
RORyt" FoxP3m™9) e Treg (CD8"9 Thet "9 GATA-3'a RORyt® FoxP3+). A
determinacdo da producao de citocinas também foi feita dentro da populagdo CD45*
e Thyl.2* (CD90.1), como observado na Figura 3. Dentro das populacdes de ILCs,
TCR-B* e TCRyd", foi analisada a producao das seguintes citocinas: IFN-y, IL-17, IL-
22, 1L-13 e IL-5. Além disso, a ativacao celular foi observada pela expressédo de CD44

nestas células. A proliferacéo celular foi analisada pela marcacao de Ki67.
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Figura 1- Estratégias de gate para identificacdo de células linfoides e mieloides.

As andlises foram feitas a partir da populacdo de células vivas, CD45* (A). Foram identificadas as
seguintes populacdes: linfécitos B (TCR-Be¢ CD19%); linfocitos T ((TCR-B* CD19"9); eosindfilos
(CD11b* SiglecF* MHC-1I"e9 Ly6Cred); neutréfilos (CD11b* Ly6G*); macrofagos (CD11b* CD64* MHC-
II* F4/80* Ly6Cre9); mondcitos (CD1lb+ CD64"9 MHC-II"®9 F4/80m¢¢ Ly6C*); células dendriticas
(CD11c* MHC-II* CD19"¢ TCR-B"¢ SiglecFm9 Ly6Gred Ly6Cred CD64"9; CD103* ou CD11b*). As
andlises foram feitas com o auxilio do software FlowJo™.
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Figura 2 — Estratégias de gate para identificacdo das populacdes celulares de origem linfoide.

As analises foram feitas a partir da populagdo de células vivas, CD45* e Thyl.2* (CD90.1) (A e B).
Foram caracterizadas ILCs (Thyl.2* TCR-"¢9 TCRyd "9), células TCR-B positivas (TCR-B* TCRyd
CD4*/CD8*) e TCRyd positivas (TCRyd* TCR-B"9). Dentro destas populacdes, foi analisada a
expressdo dos seguintes fatores de transcri¢éo celular: Thet, GATA-3, RORyt e FoxP3. As analises
foram feitas com o auxilio do software FlowJo™.
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Figura 3 — Estratégias de gate para identificacdo do perfil de producéo de citocinas.

As analises foram feitas a partir da populacéo de células vivas, CD45* e Thyl.2* (CD90.1) (A e B).
Foram caracterizadas ILCs (Thyl.2* TCR-"¢9 TCRyd "9), células TCR-B positivas (TCR-B* TCRyd
CD4*/CD8*) e TCRYy® positivas (TCRyd* TCR-f3"¢9). Dentro destas populacdes, foi analisada a producéo
das seguintes citocinas: IFN-y, IL-17, IL-22, IL-13 e IL-5. As andlises foram feitas com o auxilio do
software FlowJo™.
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3.11 — tSNE — t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding

Para todas as populacdes celulares, fizemos a caracterizacdo por analise
algoritmica de tSNE, que computa todos os parametros derivados da analise e 0s
aproxima por ordem de interacdo ou por similaridades de marcadores. As estratégias
utilizadas para andlise podem ser observadas na Figura 4. Nas células de origem
mieloide, a analise foi realizada dentro das células vivas, CD45 positivas. Para as
analises de fatores de transcricdo e citocinas intracelulares, esta analise algoritmica
foi feita a partir de um DownSample de células provenientes da populacao de células
vivas de origem linfoide (Live and Dead"9; CD45+; Thyl1.2+). As popula¢des foram
concatenadas para estabelecer as similaridades entre os marcadores e o algoritmo foi
aplicado, preconizando-se um total de 2000 interacBes por evento. ApOs as
interacbes, 0s grupos experimentais foram separados e as populacdes celulares
delimitadas. As estratégias de gate utilizadas para a andlise dos dados com o
algoritmo foram as mesmas utilizadas para determinar as populacdes na andlise

estatistica.
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Figura 4 —t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding — tSNE.

A analise algoritmica de tSNE computa todos os parametros de marcacao e os aproxima por ordem
de interacdo ou por similaridades celulares. Nas células de origem mieloide, a andlise foi realizada
dentro das células vivas, CD45*. Para as andlises de fatores de transcricdo e citocinas intracelulares,
esta analise algoritmica foi feita a partir de um DownSample de células provenientes da populagéo de
células vivas de origem linfoide (Live and Dead"e9; CD45*; Thyl.2%). As popula¢des foram concatenadas
e o algoritmo foi aplicado, preconizando-se um total de 2000 interacdes por evento e 30 de
perplexidade. Apds as interacdes, os grupos experimentais foram separados e as populacdes celulares
delimitadas. As analises foram feitas com o auxilio do software FlowJo™.
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3.12 — Histologia

A coloracao de hematoxilina e eosina (HE) foi utilizada para avaliar a estrutura
histol6gica dos tecidos coletados, que foram previamente fixados em Formaldeido
10% (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil). As pecas foram enviadas a empresa
Histocell-™* (Sdo Paulo, Brasil) para processamento em parafina, seguido de

coloracédo por HE, sendo preconizado uma espessura de 5 um para cada corte.

3.13 — Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism
7.0. Inicialmente, foi aplicado um teste de andlise de variancia (ANOVA) seguida de
teste Tukey para comparar os dados entre os diferentes grupos experimentais. Para
dados paramétricos, foi utilizado o teste T Student para grupos nao pareados. Para
dados nao paramétricos, foi realizado o teste T Student, seguido do teste de Mann
Whitney. Para analises de mais de dois grupos, foi utilizada a analise One-Way Anova.
A analise de varios grupos, em tempos variados, foi realizada pelo teste Two-Way
Anova. Foram considerados significativos os valores com p<0,05, sendo: * = p<0,05;
** = p<0,01; *** = p<0,001.
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4. Resultados

4.1 — Perfil das células imunes presentes no tecido adiposo de camundongos VACht
KDHOM

Inicialmente, buscamos caracterizar o impacto da via colinérgica na
homeostase das células imunolégicas presentes no tecido adiposo. Para isso,
utilizamos animais VACht KD, que possuem deficiéncia no transportador vesicular de
ACh, possuindo apenas 35% de secrec¢do ativa da vesicula nas sinapses neurais,
conforme modelo descrito na secao Materiais e Métodos (PRADO et al., 2006).
Analisamos o perfil dos leucdcitos presentes no mesWAT, scWAT e baco destes
animais, em comparacdo aos animais WT (Figura 5). O baco foi utilizado em
comparativo aos tecidos adiposos, por ter atividade descrita em literatura nas vias de
acao da via anti-inflamatoria colinérgica (TRACEY, 2005).

Pudemos observar alteracbes significativas nas populacdes celulares no
mesWAT, mas ndo no scWAT ou baco dos animais VACht KD quando comparados
aos animais controle WT (Figura 5 A, C, E). Como pode ser visto na Figura 5 A, no
mesWAT de camundongos VACht KD, houve um aumento significativo da frequéncia
de eosindfilos, de macréfagos e neutréfilos, em comparacdo aos animais WT (Figura
5 G, J e M). Além disso, houve diminuicdo significativa na proporcdo e numero
absoluto de linfocitos B nos animais VACht KD em relagcdo ao grupo controle. Essas
alteracdes nao foram observadas em tecidos como scWAT e baco (Figura5H, I, K, L,
N, O). Embora tenhamos encontrado um aumento geral no infiltrado inflamatério no
mesWAT dos animais VACht KD em relagdo ao grupo controle, chamou a nossa
atencao o fato de ter havido uma reducao expressiva no niamero total de células no
mesWAT destes animais (Figura 5 B). Os animais VACht KD eram visualmente mais
magros do que os animais WT e, por isso, hormalizamos este numero total pelo peso
dos tecidos. A correcdo das ceélulas pela gramatura de tecido ndo mostrou nenhuma
alteracdo significativa nos grupos estudados. A relacdo entre peso do tecido e numero
total de células pode ser vista no Material Suplementar 1.
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Figura 5 — Caracterizacdo das populacdes celulares presentes no mesWAT, scWAT e baco de
camundongos WT e VACht KD.

(A, C, E) tSNE dos leucdcitos totais presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT),
subcuténeo (scWAT) e baco de animais WT e VACht KD. (B, D, F) Contagem total de células nos
tecidos analisados. (G - O) Numeros relativos e absolutos de eosindfilos, neutréfilos e macrofagos nos
diferentes tecidos analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 1. Resultados
representativos de um experimento reproduzido 2 vezes. Os gréaficos de barra representam a média. *
= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Avaliamos também o perfil das células T e ILCs presentes nos tecidos de
animais VACht KD (Figuras 6 e 7). Foram analisadas as ILCs, células TCR- (CD4* e
CD8") e células TCR-yd. De maneira semelhante ao que foi observado nas células
mieloides e nos linfécitos B, percebemos que houve alteracdo significativa nas
populacdes somente no mesWAT dos animais VACht KD, mas ndo no bago ou sSWAT
(Figura 6 A, B, C). Além disso, como houve uma reducédo expressiva do numero total
de células no mesWAT dos animais VACht KD, as alteracbes encontradas foram
apenas com relagdo a frequéncia do tipo celular, mas ndo no numero absoluto.

Com relacéo as células linfoides inatas, verificamos um aumento significativo
na populacao de ILCs no mesentério dos animais VACht KD, quando comparados ao
grupo WT (Figura 6). Essa alteracao foi caracterizada por aumento significativo da
frequéncia na populacdo de ILCs do tipo 2 no mesentério de animais VACht KD em
relacdo ao grupo controle. De maneira oposta, houve diminuicdo na porcentagem e
namero absoluto de células ILC3 no mesentério nos animais VACht em relacéo aos
controles WT (Figura 6 D-I).

Em relacé@o ao infiltrado de linfécitos T CD4*, houve um aumento significativo
na frequéncia das células Thl (TCR-B*CD4*Tbet*), Th2 (TCR-B*CD4*GATA-3") e
Th1l7 (TCR-B*CD4*Roryt") no mesentério do grupo VACht KD em relacdo ao WT
(Figura 7 A-l). O mesmo aumento foi observado em relacéo aos linfocitos T TCR-yd™,
somente no mesWAT de animais VACht KD (Figura 7 P). Em contrapartida, houve
diminuicdo na frequéncia e no numero absoluto das células Treg (TCR-
B*CD4*Foxp3*) e nas células T CD8* (TCR-B*CD8*) no mesentério dos animais
VACht KD em relacdo ao grupo controle WT (Figuras 7 J e 7 M). Portanto, estes
resultados sugerem que a reducdo do tbnus colinérgico nos animais VACht esta
associada a um aumento no percentual de eosindfilos, linfécitos T auxiliares efetores

e ILC2 em detrimento de células Treg e linfécitos T citotdxicos.
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Figura 6 — Expresséo de fatores de transcricao pelas células de origem linfoide nos tecidos de
animais WT e VACht KD.

(A, B, C) tSNE das células Thyl.2 (CD90.1) presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT),
subcutaneo (scWAT) e baco de animais WT e VACht KD. O algoritmo do tSNE foi efetuado em relacéo
a expressao de fatores de transcricdo pelas células. Foram analisadas as ILCs, células TCR- (CD4+
e CD8+) e células TCR-yd. Dentro destas populagdes, foi analisada a expressao dos seguintes fatores
de transcricdo celular: Thet, GATA-3, RORyt e FoxP3. (D — L) Perfil das ILCs nos tecidos. Os diferentes
tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 2. Os graficos de

barra representam a média. Resultados representativos de um experimento reproduzido duas vezes. *
= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.



55

Resultados

Bago

scWAT

mesWAT

E <
“(,01- 1oL odeg z e _scb&mm (.01~ Fe10.L) 03Eg - s
oum :: Eotoumm_ (s o (01~ _sDbo eg
po”mﬂ_m_owoo Pm +EBIED 700 1 Ariod ,pa0 L Led%04 ,paD L +8a01L o)
L L L w L 0 o o[ % |
) .W o 2 :.u m, & n.v =) © o i =]
;50%5 oumm Qmwuwmgw%wmw “Lagopre) Soeg ° :ao%a\q oumm_ (+gpa0 %odeg | (+Svadw)odes
u APAL.¥aol w T * oy ,panl — LEdX04,¥ODL 5 8001 o oL
<+ o~ o :
Ho_‘ ,Eo._. h<>>ow Anor _wE._. _.<>>ow mor _Sob._.<>>om mov _ﬁo.c 1¥YMOS ?9 _Eo._.:<>>ow pu L- Ewbb&?uw
£ RECTIR (e lo M1 +EB1BO ,#aD L Meoy Lpao L LEdX04 00 L 4800 L Q4401

R = -

2 TERge@za e N
(, qoo 18D %) LyMmos Eo 18P %) LYMOS rvoo Z_D § 1¥MOS A a0 L oo c\gv L¥MOS (+G4AD %) LYMOS rmvom %) LYMOS
4901 ,.#A0 1L LEBIED $QD L Melod p00 L LEdXo4 . $#AD L L8001 Q0L
m w T x = @]
m_ o w @
¢9 el Lmseu .“9 mmmkozz%e {c0L- Eo: E%me g_m n__mﬁ:mu\,%me "o’ _WHMMM,H%DE or- ,m@m_%%me
JeaL ,vao L vaol Moy 400 L . ;

F& rmrLWﬂerm

Qn_o 19P%) LyAmsaw Eu ané LyAsaw Qoo ZE\Q szmE Eo L8P %) Lymsau ?mvn_onx, LUMSSW  (+5v00 %) LvAisow

<

A9dL ,#aD L L£818D . $a0 L Jieloy L pa0 1 LJEdxod . +Ad L s 8001 oluoL

0O (& - a

VACht KD

0

Figura 7 — Caracterizac&o fenotipica dos linfocitos T CD4+, T CD8+ e células T TCR-yd em

animais WT e VACht KD.

(A — R) Numeros relativos e absolutos de T CD8+, células TCR-yd e células T CD4+ em animais WT e
VACht KDHOM,_ A identificacdo das células foi feita a partir da marcacao de fatores de transcri¢cdo. Os

diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 2. Os
graficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento reproduzido

duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Analisamos também o perfil de producdo de citocinas, determinada por
marcacao intracelular nas células de origem linfoide. Com relacdo a producédo de
citocinas pelas ILCs, houve aumento nas populacdes produtoras de IL-5 e IL-13 no
mesWAT de animais VACht KD quando comparados aos WT, corroborando com o
aumento ja demonstrado nas ILC do tipo 2 (Figura 8 A, D, G). Houve também aumento
na frequéncia de células ILC produtoras de IL-17 no mesentério dos animais VACht
KD em relacdo aos controles, apesar da reducdo prévia da presenca das ILC3 no
grupo VACht (Figura 8 J). Nas células T TCR-B+, percebemos aumento significativo
na porcentagem de células produtoras de todas as citocinas analisadas na populagéo
T CD4* do mesentério de animais VACht KD, IL-5, IL-13, IFN-y, IL-22 e IL-17 (Figura
9 A, D, G, J, M) em relacdo ao grupo controle. De forma semelhante as analises
anteriores, observamos alteracdes significativas somente no mesWAT de animais
VACht KD em relagdo aos WT, mas ndo no scWAT ou bacgo. Estes dados, juntamente
com o aumento expressivo da frequéncia de eosindéfilos no mesWAT, sugerem que a
via colinérgica possa exercer um efeito supressor sobre a resposta imunoldgica no
mesentério e, em particular, de maneira mais acentuada sobre o tdnus de perfil Th2
neste tecido, estando este aumentado em todos os tipos celulares (células inatas
mieloides, linfoides e adaptativas) com a ablagéo parcial desta via.

Além do perfil transcricional e de producéo de citocinas pelas células linfoides,
analisamos também a ativacdo celular pela expressdo de CD44, e a proliferacdo
celular, pela expresséao do marcador Ki67 (Figura 10). A expressao destes marcadores
foi observada no painel de marcacéo para fatores de transcricdo. Quando analisamos
a expressao de CD44, percebemos que todas as populacdes linfoides efetoras no
mesWAT dos animais VACht KD apresentaram maior expressao desta molécula em
relacdo as células efetoras de animais WT (Figura 10 A). Isso ndo foi observado no
SCWAT ou baco. Tal fenbmeno também foi observado para o marcador de
proliferacdo, Ki67 (Figura 10 B). Esses resultados demonstram que as células do
tecido adiposo visceral de animais com restricdo da via colinérgica parecem estar mais
ativadas e com maior taxa de proliferacdo, em relacdo aos animais controle, apesar

de se apresentarem em menor nimero.
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Figura 8 — Perfil de producao de citocinas pelas células linfoides em animais WT e VACht KD.

(A, B, C) tSNE das células Thyl.2 (CD90.1) presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT),
subcuténeo (scWAT) e baco de animais WT e VACht KD. A producgédo de citocinas foi avaliada nas
ILCs, células TCR-B (CD4+ e CD8+) e células TCR-yd. Dentro destas popula¢cdes, quantificou-se a
producdo de IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17, IL-22. (D-L) Producédo de citocinas pelas ILCs do mesWAT,
SCWAT e baco dos animais WT e VACht K.D. Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a
estratégia de gates descrita na Figura 3. Os graficos de barra representam a média. Resultados
representativos de um experimento reproduzido duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 9 — Caracterizacao de citocinas produzidas pelas células T CD4* em animais WT e VACht

KD.

(A — O) Numeros relativos e absolutos de produgdo de citocinas pelas células T em animais WT e

VACht KD. As células CD4+ foram analisadas quanto a produg&o de IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17e IL-22.

Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 3. Os

gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento reproduzido

duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 10 — Expresséo de CD44 e Ki67 nas células linfoides do mesWAT, scWAT e baco de
animais WT e VACht KD.

(A, C, E) A expressdo de CD44 foi utilizada como um marcador de ativagédo celular, (B, D, F) e a
expressdo de Ki67 é indicativo de proliferagdo celular. As andlises de expressdo por Heatmap foram
realizadas no painel de marcacéo para fatores de transcricdo. Os gréaficos de barra representam a
média. Resultados representativos de um experimento reproduzido duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01;
*** = p<0,001.

4.2 — Perfil das células imunes presentes no tecido adiposo de camundongos apos

tratamento com mecamilamina

Considerando que o modelo de ablacdo da sinalizacdo colinérgica pelo uso de
animais knockdown é muito amplo, atuando em varias regides do organismo do animal
e, ainda, pode possuir outras interferéncias como microbiota e background genético
dos animais, utilizamos um modelo farmacoldgico para bloqueio da via colinérgica em
animais WT, que ocorreu de forma mais especifica em receptores nicotinicos
(nAChR). Para estes experimentos, foi utilizada a droga mecamilamina. A
mecamilamina € um antagonista ndo seletivo e ndo competitivo dos nAChR. Os

animais foram tratados pela via I.P., durante quatro semanas, em dias alternados.
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ApOs tratamento, os animais foram eutanasiados e os tecidos analisados de forma
similar ao feito com os animais VACht KD; porém, neste experimento, buscamos
analisar também a participacao do linfonodo mesentérico (mLN), para verificar se a
resposta observada nos animais VACht KD era tecido especifica, ou passava também
pelos 6rgéos linfoides secundérios alocados neste tecido.

Avaliamos o perfil dos leucécitos no mesWAT, mLN e bago dos animais. Apés
tratamento farmacologico com a mecamilamina, houve aumento significativo da
frequéncia de eosindfilos, macrofagos e neutréfilos no mesWAT de animais tratados
com a droga em comparag¢ao aos animais que receberam apenas a salina (Figura 11
A, G, J, M). Houve também diminuicdo na propor¢édo e numero absoluto de linfocitos
B e no numero total de células no mesWAT dos animais ap0s tratamento com o
inibidor colinérgico, em comparacdo aos animais tratados com o veiculo (Figura 11 A
e B). Essas alteragbes néo foram encontradas no mLN e baco dos animais com
inibicdo farmacoldgica da via. A caracterizacdo de células mieloides no mesWAT de
animais apos tratamento com a mecamilamina mostrou perfil bastante similar ao
observado nos animais VACht KD. (Figura 11 G — O). Além disso, na inibicdo
farmacoldgica da via colinérgica, também observamos uma diminuicdo no nimero
total de leucdcitos presentes no mesentério destes animais (Figura 11 B).

Em relagéo as células de origem linfoide, houve um aumento consideravel no
namero de ILCs no mesWAT de animais tratados com a mecamilamina em relacao
aos controles nao tratados, evidenciado pelas ILCs do tipo 2 (Figura 12 A, D, G). Isso
nao foi observado nas ILCs presentes no mLN e no bago destes animais (Figura 12
B, C, E, F, H, I). Quanto as células T CD4*, houve aumento significativo nas células
Thl (TCR-B* CD4*Tbet*) e, principalmente nas Th2 (TCR-B* CD4* GATA-3%) no
mesWAT de animais tratados com a droga, em comparagdo aos animais que
receberam somente a salina (Figura 13 D e G). De maneira oposta, houve diminui¢ao
nas células T CD8* no mesWAT dos animais tratados com o inibidor colinérgico
(Figura 13 J). Em relacdo as células TCR-yd positivas, verificamos aumento
significativo na populacdo que expressa GATA-3" no mesWAT dos animais tratados
com a droga em relagdo aos controles. (Figura 13 G). Estas alteracdes nao foram

encontradas no mLN ou no baco.
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Figura 11 - Caracterizacdo das populacdes celulares presentes no mesWAT, mLN e baco de
camundongos tratados com salina e mecamilamina.

(A, C, E) tSNE dos leucdcitos totais presentes no tecido adiposo mesentérico (mesWAT), linfonodos
mesentéricos (mLN) e baco de animais WT e VACht K.D. (B, D, F) Contagem total de células nos
tecidos analisados. (G - O) Numeros relativos e absolutos de eosinéfilos, macréfagos, neutréfilos e
mondcitos nos diferentes tecidos. Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia
de gates descrita na Figura 1. Resultados representativos de um experimento reproduzido duas vezes.
Os graficos de barra representam a média. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 12 — Expressdao de fatores de transcri¢cao pelas células de origem linfoide nos tecidos de
camundongos tratados com salina e mecamilamina.

(A, B, C) tSNE das células Thyl.2 (CD90.1) presentes no tecido adiposo mesentérico (mesWAT),
linfonodos mesentéricos (MLN) e baco de animais WT e VACht K.D. O algoritmo do tSNE foi rodado
em relacdo & expressado de fatores de transcricdo pelas células. Foram analisadas as ILCs, células
TCR-B (CD4+ e CD8+) e células TCR-yd. Dentro destas populagdes, foi analisada a expressédo dos
seguintes fatores de transcricdo celular: Thet, GATA-3, RORyt e FoxP3. (D — I) Perfil das ILCs nos
tecidos. Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura
2. Os gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento
reproduzido duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 13 — Caracteriza¢do fenotipica das células T CD4", células T TCR-yd e células T CD8* em

animais tratados com salina ou mecamilamina.

(A —L) Numeros relativos e absolutos de células T CD4, células TCR-yd e células CD8+. A identificagéo
das células foi feita a partir do painel de fator de transcri¢cdo. As ILCs foram identificadas de acordo com
o fator de transcricdo expresso: ILC1 (Thet+ GATA-3"9 Roryt"ed), ILC2 (Tbet"d GATA-3+ Roryt"e9),

ILC3 (Thet"9 GATA-3"9 RORYyt+). Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia

de gates descrita na Figura 2. Os graficos de barra representam a média. Resultados representativos

de um experimento reproduzido duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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O perfil de producéo de citocinas foi determinado nas células de origem linfoide.
Em relacdo as ILCs, houve aumento significativo nas popula¢6es produtoras de IL-5
e IL-13 no mesWAT de animais tratados com a mecamilamina em relacdo aos animais
tratados somente com salina (Figura 14 A, G, J). O perfil de aumento na producéo
destas citocinas, IL-5 e IL-13, foi também observado nas células T CD4* no mesWAT
dos mesmos animais. Além disso, houve aumento na populagédo produtora de IFN-y
no mesWAT dos animais deste mesmo grupo (Figura 15 A, D, G). Novamente, ndo
notamos alteracdes significativas no mLN ou no baco entre os diferentes grupos
experimentais. Concluimos, assim, que o perfil das células linfoides no mesentério de
animais tratados com a mecamilamina, tanto na expressao de fatores de transcrigao
guanto producédo de citocinas, se assemelha ao observado nas células extraidas de
animais VACht KD.

Analisamos também a expressao de CD44 e Ki67 nas células linfoides (Figura
16). Em relacdo a expressdao de CD44, as populacdes efetoras do mesWAT de
animais tratados com a mecamilamina foram as que mais expressaram a molécula
CD44, em comparacao as populagcbes efetoras de animais tratados com a salina
(Figura 16 A). Isso indica uma maior ativacéo destas células no mesWAT dos animais
com inibicdo da via. Além disso, houve diferenca na expressdo de Ki67 entre os
grupos tratados com salina ou mecamilamina (Figura 16 B). Animais tratados com
mecamilamina apresentaram maior expressdo do marcador de proliferacdo. Estas
alteracdes ndo foram encontradas no mLN ou baco. Os dados nos mostram que as
células residentes no mesWAT dos animais tratados com o inibidor colinérgico estao
mais ativadas e se proliferando mais em relacdo aos animais controle. Como o tecido
adiposo branco é um tecido com ténus imunoldgico padrdo Th2, as células que se
encontram mais acentuadamente aumentadas sdo aquelas associadas com este

padréo de resposta. Isso corrobora com o que foi verificado nos animais transgénicos.

Para averiguar se outro 6rgéao visceral poderia ser afetado pelo tratamento com
a mecamilamina, avaliamos as populacdes celulares presentes intestino delgado
destes animais (Material Suplementar 2). Avaliamos as células mieloides e perfil
transcricional e de producéo de citocinas pelas células linfoides presentes no ileo. No
entanto, nenhuma diferenca evidente péde ser observada em nenhuma populagéo
celular entre os dois grupos. Isso indica que as mudancas observadas podem ser

restritas ao depdsito de tecido adiposo visceral.
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Figura 14 — Perfil de producéo de citocinas pelas células linfoides em animais tratados com
salina ou mecamilamina.

(A, B, C) tSNE das células Thyl.2 (CD90.1) presentes no tecido adiposo mesentérico (mesWAT),
linfonodos mesentéricos (MLN) e bagco de animais WT e VACht K.D. A producdo de citocinas foi
avaliada nas ILCs, células TCR-B (CD4+ e CD8+) e células TCR-yd. Dentro destas populagdes,
guantificou-se a producéo de IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17, IL-22. (D-L) Producéo de citocinas pelas ILCs do
mesWAT, scWAT e baco dos animais WT e VACht K.D. Os diferentes tecidos foram analisados de
acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 3. Os gréaficos de barra representam a média.
Resultados representativos de um experimento reproduzido duas vezes. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** =

p<0,001.
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Figura 15 - Caracterizagdo de citocinas produzidas pelas células T CD4* em animais tratados

com salina ou mecamilamina.

(A - 1) Numeros relativos e absolutos de producéo de citocinas pelas células T. As células CD4* foram
analisadas quanto a producdo de IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17e IL-22. Os diferentes tecidos foram

analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 3. Os graficos de barra representam

dia. Resultados representativos de um experimento reproduzido duas vezes. * = p<0,05; **

p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 16 — Expresséo de CD44 e Ki67 nas células do mesWAT, mLN e bago de animais tratados
com a mecamilamina.

(A, C, E) A expressao de CD44 foi utilizada como um marcador de ativacdo celular, (B, D, F) e a
expresséo de Ki67 € indicativo de proliferagdo celular. As andlises de expressao por Heatmap foram
realizadas no painel de marcacdo para fatores de transcricdo. Resultados representativos de um
experimento reproduzido duas vezes.

4.3 — Perfil das células imunes presentes no tecido adiposo de camundongos

submetidos a vagotomia unilateral

No proximo passo, analisamos se a ablacdo do principal nervo sinalizador via
acetilcolina, o vago, poderia interferir na celularidade do tecido adiposo, com o intuito
de avaliar também a contribui¢cdo de outras fontes de ACh (como leucdcitos) para o
fendtipo estudado. Para isso, caracterizamos o infiltrado inflamatorio no tecido adiposo
de animais submetidos a vagotomia unilateral direita. Avaliamos as populacdes
celulares no mesWAT e scWAT destes animais (Figura 17). Observamos que houve
uma tendéncia a diminuicdo da populacdo de leucdcitos CD45+ nos animais
vagotomizados, tanto no tecido adiposo mesentérico, quanto no subcutaneo (Figura
17 B, D). Além disso, no mesWAT destes animais, houve tendéncia ao aumento na
proporcdo de eosindfilos e macrofagos teciduais, mas ndo observamos diferenca
expressiva na propor¢cdo ou numero de neutrofilos em relacdo aos animais Sham

(Figura 17 A, E, F, G). Nas populaces linfoides, houve diminuicdo de células B no



Resultados

68

mesentério dos animais VgX (Figura 17 A). Quanto ao tecido adiposo subcutaneo,

observamos aumento significativo na porcentagem de eosinofilos (Figura 17 B, H) e

tendéncia a aumento na populacédo de macrofagos, menos evidente que nos mesWAT

dos mesmos animais (Figura 17 B, J).
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Figura 17 — Caracterizacdo das populacBes celulares presentes no mesWAT e scWAT de
camundongos ap6s vagotomia unilateral.

(A, C) tSNE dos leucdcitos totais presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT) e subcutaneo
(ScCWAT) de animais VgX e Sham. (B, D) Contagem total de células nos tecidos analisados. (E-J)
NUmeros relativos e absolutos de eosindfilos, neutréfilos e macrofagos nos diferentes tecidos
analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 1. Resultados representativos de
um experimento. Os graficos de barra representam a média. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Apbs analise das populagdes mieloides, avaliamos o perfil das populacfes de
origem linfoide presentes nos tecidos adiposos (Figuras 18 e 18). Foram analisadas
as ILCs, células TCR-B (CD4* e CD8*) e células TCR-yd. Percebemos que houve
alteracdo significativa na proporcdo das populagdes celulares tanto no mesWAT
quanto scWAT dos animais VgX. As alteracdes encontradas foram vistas também no
namero absoluto de células destes tecidos. Com relacdo as ILCs nos tecidos, vimos
uma tendéncia ao aumento na populacédo de ILCs do tipo 2 e 3 no mesWAT dos
animais VgX, quando comparados ao grupo Sham (Figura 18 C, D). O mesmo pode
ser observado para as ILCs do tipo 2 no scWAT dos animais VgX (Figura 18 E). Nao
houve alteracédo expressiva nas ILCs do tipo 1. Quanto aos linfécitos T CD4*, houve
um aumento significativo na frequéncia das células Th2 (TCR-B*CD4*GATA-3*) no
mesentério do grupo VgX em relagdo ao grupo Sham (Figura 19 A, G). Em
contrapartida, houve tendéncia a diminuicdo na frequéncia e no nimero absoluto das
células Treg (TCR-B*CD4*Foxp3*) destes mesmos animais (Figura 19 A, M). No
SCWAT, vimos aumento nas populacdes de células Th2 (TCR-B*CD4*GATA-3*) e
células Thl7 (TCR-B*CD4*Roryt*). Nao houve alteracdo nas populacdes de células
CD8+ em ambos os tecidos. Portanto, estes resultados sugerem que a reducdo do
tbnus colinérgico nestes animais esta associada a um aumento de linfocitos T
auxiliares efetores, principalmente os de perfil Th2 de resposta (GATA-3+).

Analisamos também o perfil de producdo de citocinas nas células de origem
linfoide. Houve aumento na producéo de IL-13 pelas ILCs no mesWAT de animais
vagotomizados quando comparados aos Sham, além de tendéncia a aumento de
producdo das citocinas IL-5 e IL-4, o que corrobora com o0 aumento demonstrado
anteriormente nas ILC do tipo 2 (Figura 20 A, C, D, E). No scWAT, vimos aumento
nas ILCs produtoras de IL-5 e IL-4, além de tendéncia ao aumento na populagéo
produtora da citocina IL-13 no grupo VgX, em relacdo ao controle Sham (Figura 20 B,
F, G, H). Nas células TCR-B positivas, percebemos aumento significativo na
porcentagem de células produtoras de IL-13 na populacdo T CD4* do mesentério de
animais VgX em relagdo ao grupo controle, e aumento no numero de células T CD4*
produtoras da citocina IL-5 (Figura 21 C, E). De forma semelhante, houve aumento
destas mesmas populacdes no scWAT destes animais, além do aumento significativo
da producdo da citocina IL-4 pelas células T dos animais vagotomizados, em

comparacao ao controle (Figura 21 D, F, H). De forma geral, percebemos que os trés
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modelos utilizados para blogueio da via colinérgica foram capazes de modular a

resposta do tipo 2 no mesWAT, e aumentar a producdo das citocinas deste padrao.
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Figura 18 — Expressdao de fatores de transcri¢cao pelas células de origem linfoide nos tecidos de

animais vagotomizados.

(A, B) tSNE das células Thyl1.2 (CD90.1) presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT) e
subcutaneo (scWAT) de animais VgX e Sham. O algoritmo do tSNE foi rodado em relagéo a expressao
de fatores de transcricdo pelas células. Foram analisadas as ILCs, células TCR-B (CD4+ e CD8+) e
células TCR-yd. Dentro destas populagdes, foi analisada a expressdo dos seguintes fatores de
transcricéo celular: Thet, GATA-3, RORyt e FoxP3. (D — N) Perfil das células CD4+ nos tecidos. Os
diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 2. Os
graficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento. * = p<0,05; **

= p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 19

vagotomizados.

lulas CD8+. A identificagcdo das

é

(A — O) Numeros relativos e absolutos de ILCs, células TCR-yd e c

células foi feita a partir do painel de fator de transcricdo. As ILCs foram identificadas de acordo com o
fator de transcri¢cdo expresso: ILC1 (Tbet+ GATA-3"¢9 Roryte9), ILC2 (Tbet"? GATA-3+ Roryt"9), ILC3

(Tbet "e9 GATA-3"9 RORYyt+). Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de

gates descrita na Figura 2. Os gréaficos de barra representam a média. Resultados representativos de

um experimento. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 20 - Perfil de producéo de citocinas pelas células linfoides em animais vagotomizados.

(A, B) tSNE das células Thyl1.2 (CD90.1) presentes nos tecidos adiposos mesentérico (mesWAT) e
subcutaneo (scWAT) de animais VgX e Sham. A producéo de citocinas foi avaliada nas ILCs, células
TCR-B (CD4+ e CD8+) e células TCR-yd. Dentro destas popula¢des, quantificou-se a producgéo de IFN-
Y, IL-5, IL-13, IL-17, IL-22. (C-H) Producéo de citocinas pelas ILCs do mesWAT e scWAT dos animais
Sham e VgX. Os diferentes tecidos foram analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na
Figura 3. Os gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento.

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 21 — Caracterizacdo de citocinas produzidas pelas células T CD4* em animais

vagotomizados.

(A —J) Numeros relativos e absolutos de producéo de citocinas pelas células T. As células CD4+ foram
analisadas quanto a producdo de IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17e IL-22. Os diferentes tecidos foram
analisados de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura 3. Os graficos de barra representam

a média. Resultados representativos de um experimento. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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4.4 — Perfil metabdlico de animais VACht KDHOM submetidos a dieta hiperlipidica

Levando em conta as mudancas celulares que se desenvolvem com o bloqueio
da via colinérgica, evidenciadas tanto nos animais VACht KD quanto nos animais
tratados com a mecamilamina ou vagotomizados, e considerando que apés bloqueio
da via colinérgica 0 mesWAT destes animais apresentou aumento nas populacdes
efetoras, avaliamos também se a reducédo de sinalizacdo pela via colinérgica poderia
causar alteracdes metabdlicas nestes animais visto que leucocitos residentes de
tecido adiposo branco sdo essenciais para o controle metabdlico deste tecido. Para
ISso, utilizamos animais VACht KD em um modelo de desenvolvimento de obesidade
e sindrome metabdlica. Submetemos os animais a 20 semanas de HFD, utilizando
animais WT como controle. O peso destes animais foi aferido semanalmente e, apos
as 20 semanas, 0s animais foram avaliados em relacdo a: tolerancia a insulina,
tolerancia a glicose, metabolismo oxidativo (VO2), ingesta alimentar, e quantidade de

massa gorda e massa magra.

Os animais VACht KD mostraram ganho de peso significativamente reduzido
em ambas as dietas, controle ou HFD, em relagéo aos animais WT (Figura 22 A). Isso
também foi observado na analise de porcentagem de ganho de peso. Animais VACht
KD, proporcionalmente, engordaram menos em relacdo aos animais controle (Figura
22 B). Apo6s 20 semanas de dieta, fizemos os testes de ITT e GTT a fim de avaliar a
resposta a glicose e insulina. Todos os animais tratados com a HFD apresentaram
resisténcia a insulina e a glicose quando comparados aos seus respectivos grupos
controle. Porém, quando comparamos os grupos VACht e WT, percebemos que a
resposta dos animais VACht a insulina e o clearance de glicose parecem ser melhores
do que nos controles, o que é evidenciado no grafico de porcentagem de queda
glicémica no ITT e no clearance de glicose apos o tempo 60 min no GTT (Figura 22
C, D, F, G). Nao observamos diferencas na glicemia de jejum dos animais nos tempos
6 e 12h (Figura 22 E, H). Estes resultados sugerem que a reducdo do tbnus da via
colinérgica pode impactar positivamente no metabolismo destes animais.

Na sequéncia, analisamos a massa dos depdsitos de gordura destes animais

por ressonancia magneética. Percebemos que, em gramas, os animais VACht
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apresentaram significativamente menos massa gorda em relacdo aos animais WT.
Porém, proporcionalmente, eles acumularam quantidade semelhante aos WT apos
administracdo da HFD. O mesmo ocorreu para o humero absoluto e porcentagem de
massa magra (Figura 23 A, B, C). Também quantificamos a massa gorda dos animais
por radiografia. Visualmente, os animais VACht HFD apresentaram menor &rea de
gordura corporal que os animais WT alimentados com a mesma dieta (Figura 23 F).
Para avaliar o metabolismo basal destes animais, os submetemos a analise por
calorimetria. Percebemos que os animais WT e VACht alimentados com dieta controle
apresentaram niveis similares de VO2. Porém, entre os grupos HFD, verificamos que
os animais WT alimentados com a HFD tiveram queda evidenciada no VOz2, 0 que n&o
ocorreu nos animais VACht tratados com a HFD (Figura 23 D). Para confirmar que
todos os efeitos observados ndo eram causados por diferencas na ingestao alimentar
destes animais, pesamos diariamente a ragcéo dos grupos controle e HFD. Nao houve
diferenca entre os grupos (Figura 23 E). Apds eutanasia, pesamos os depdsitos de
tecido adiposo. Em suma, animais VACht na dieta HFD acumularam menos massa de
gordura nos tecidos scCWAT, mesWAT, pgWAT e BAT em compara¢do com o grupo
controle (Figura 23 G, H, I, J). Esses dados demonstram que, além de ganharem
menos peso, os animais VACht acumulam menos depositos de gordura no organismo,
em relacdo aos animais WT.

O scWAT, pgWAT, BAT e o figado destes animais foram analisados por
histologia. Usou-se coloracéo por HE para visualizacéo dos adipdcitos nos tecidos ou
depdsitos de gordura no figado. Verificamos que a dieta hiperlipidica foi capaz de
causar alteracdes em todos os tecidos dos animais em comparacao ao controle, como
aumento em tamanho dos adipécitos, “branqueamento” do tecido adiposo marrom e
esteatose hepatica. Porém, todos estes efeitos foram menos evidenciados nos
animais VACht KD tratados com a HFD. Houve menor deposicéo de lipidios, tanto no
SCWAT quanto no pgWAT destes animais em comparagcdo ao grupo WT HFD,
evidenciado pelo tamanho médio dos adipdcitos (Figura 24 A — H; Q, R, S, T). Os
animais VACht KD alimentados com a HFD também apresentaram menos
“branqueamento” do BAT, em comparacao ao controle alimentado com a mesma dieta
(Figura 24 C). Também observamos menos focos de esteatose nos figados dos
animais VACht KD alimentados com a HFD, quando comparados ao controle HFD
(Figura 24 D).
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Figura 22 - Peso corporeo e perfil metabdlico de animais VACht KD tratados com dieta

hiperlipidica.

Camundongos C57BL/6 WT e VACht KD foram tratados com dieta controle (Chow) ou hiperlipidica
(HFD). (A) Peso semanal em gramas e (B) porcentagem de ganho de peso dos animais ao decorrer de
20 semanas de tratamento com as dietas. (C, D) Teste de tolerancia a insulina — ITT e gréafico da
porcentagem; (E) Glicemia apds 6h em jejum; (F, G) Teste de tolerancia a glicose — GTT e gréfico da
area sob a curva — AUC do GTT; (H) Glicemia apés 12h em jejum. Todos os testes foram realizados
apés 20 semanas de inicio da dieta. Resultados representativos de um experimento. Graficos
representados com o erro padrdo da média. Os gréaficos de barra representam a média. *P<0,05; **P<

0,01; *** P<0,001.
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Figura 23 — Anélise da gordura corporal e metabolismo basal dos animais VACht KD tratados
com dieta hiperlipidica.

Camundongos C57BL/6 WT e VACht KD foram tratados com dieta controle (CHOW) ou hiperlipidica
(HFD). (A) Peso corporal em gramas e (B, C) porcentagem e nimero absoluto de massa gorda e massa
magra, em gramas; (D) VO2 dos animais, obtido por analise de calorimetria; (E) ingestao alimentar; (F)
imagem de radiografia obtida por FX-PRO dos animais mostrando a diferenca de massa gorda, em
vermelho; (G-J) peso dos tecidos adiposos poés-eutanasia. Resultados representativos de um
experimento. Gréficos representados com o erro padrdo da média. Os graficos de barra representam a
média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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Figura 24 — Histologia do scWAT, pgWAT, BAT e figado de animais WT e VACht KD tratados com

dieta hiperlipidica.

Camundongos C57BL/6 WT e VACht KD foram tratados com dieta controle (Chow) ou hiperlipidica
(HFD) por 20 semanas. (A - D) scCWAT, (E — H) pgWAT, (I —L) BAT e (M — P) figado de animais WT ou
VACht K.D; (Q — R) Tamanho médio dos adipdcitos presentes no scWAT ou (S — T) no pgWAT dos
animais WT ou VACht KD sob dieta controle ou hiperlipidica. Os animais foram eutanasiados apés 20
semanas de tratamento com as dietas CHOW ou HFD. Resultados representativos de um experimento.
Os graficos representam o erro padrdo da média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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4.5 — Perfil metabdlico de animais tratados com mecamilamina submetidos a dieta

hiperlipidica

Para confirmar os dados observados nos animais transgénicos, observamos se
0os mesmos efeitos metabolicos eram vistos na inibicdo farmacolégica da via
colinérgica, utilizando a mecamilamina. Para isso, condicionamos os animais a 15
semanas de dieta hiperlipidica (HFD). Durante as 4 ultimas semanas de dieta, 0s
animais foram tratados com o antagonista, e 0s grupos controle tratados somente com
salina. O peso destes animais foi aferido durante as 15 semanas, e avaliamos apos
este periodo a tolerancia a insulina, tolerancia a glicose e o peso dos tecidos adiposos
apos eutanasia.

Quanto ao peso dos animais, observamos que os animais alimentados com a
HFD ganharam mais peso em comparagcdo aos animais na dieta controle,
independentemente o tratamento farmacoldgico. Nos animais que tiveram a inibicéo
farmacoldgica da via, ndo houve diferenca no ganho de peso em relacdo aos grupos
nao tratados (Figura 25 A e B). A resposta a glicose e insulina dos animais foi avaliada
apos 14 semanas de dieta. Pudemos observar uma reducédo brusca no peso dos
animais tratados com a HFD na semana em que estas andlises foram feitas, como
pode ser observado nas regides indicadas pelas setas (Figura 25 A e B). Houve
diferencas significativas somente entre os grupos alimentados com a HFD e os
alimentados com dieta controle, indicando que 0s animais obesos ficam mais
resistentes a glicose e a insulina. Nao verificamos diferencas significativas no ITT ou
GTT entre os animais tratados ou ndo com a mecamilamina. O mesmo ocorreu nestes
grupos quando observamos as glicemias de jejum (Figura 25 C, D, E, F, G, H).

O scWAT, BAT e pgWAT foram pesados no momento da eutanasia.
Constatamos que os animais alimentados com a dieta HFD possuiam mais massa de
tecidos adiposos se comparados aos alimentados com a dieta controle. Porém, os
animais tratados com a mecamilamina nao apresentaram diferenca significativa no
peso destes tecidos em relagcdo aos animais tratados somente com a salina (Figura
26 A, B, C).
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Figura 25 - Peso corpdreo e perfil metabélico de animais com bloqueio farmacolégico da via
colinérgica tratados com dieta hiperlipidica.

(A) Peso semanal em gramas e (B) porcentagem de ganho de peso dos animais ao decorrer de 15
semanas de tratamento com as dietas. (C, D) Teste de tolerancia a insulina — ITT e grafico da
porcentagem; (E) Glicemia apds 6h em jejum; (F, G) Teste de tolerancia a glicose — GTT e gréfico da
area sob a curva — AUC do GTT; (H) Glicemia apds 12h em jejum. O tratamento com o inibidor
colinérgico iniciou-se na oitava semana. Todos os testes foram realizados apds 14 semanas de inicio
da dieta (as setas indicam a semana em que os testes foram realizados). Resultados representativos
de um experimento. Gréficos representados com o erro padrdao da média. Os graficos de barra
representam a média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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Fizemos estas mesmas analises em animais tratados com a nicotina, um
agonista colinérgico. Vimos que os animais alimentados com a HFD ganharam mais
peso em comparagao aos animais na dieta controle; porém, ndo houve diferenca no
ganho de peso em relagcédo aos grupos tratados/ndo tratados coma nicotina (Material
Suplementar 3 e 4). Quando analisamos a resposta a insulina e a glicose, observamos
que, em relacdo ao grupo salina/HFD, os animais tratados com a nicotina que se
alimentavam de HFD apresentaram maior resisténcia a insulina e clearance de glicose
comprometido, apesar de né&o ter havido diferencas na glicemia de jejum entre 0s
grupos tratados com a droga em relacdo aos grupos controle. Estes resultados
demonstram que, mesmo nao havendo diferenca significativa nos testes metabolicos
de animais tratados com o inibidor colinérgico, o estimulo da via pela nicotina
aumentou a resisténcia a glicose e insulina nestes animais.

O scWAT, pgWAT, BAT e o figado destes animais foram analisados por
histologia, por coloracdo por HE. Nao verificamos diferenca visual ou quantitativa
expressiva entre 0s grupos tratados com salina ou mecamilamina no scWAT, pgWAT
ou no BAT destes animais submetidos a dieta hiperlipidica (Figura27 A-H; Q, R, S,
T). Entretanto, os cortes histolégicos do figado de animais tratados com o inibidor e
submetidos a HFD possuem menos esteatose que 0s animais tratados apenas com
salina, na mesma dieta (Figura 27 D). Estes resultados sugerem que a via colinérgica
pode estar relacionada ao acumulo de lipidios em outros tecidos viscerais, como 0
figado, e a inibicdo da via com a mecamilamina parece ser capaz de reverter estes

efeitos.
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Figura 27 — Histologia do scWAT, pgWAT, BAT e figado de animais com inibi¢cao farmacoldgica
davia colinérgica tratados com dieta hiperlipidica.

(A - D) scCWAT, (E — H) pgWAT, (I — L) BAT e (M — P) figado de animais tratados com salina ou
mecamilamina (MECA) submetidos a dieta CHOW ou HFD; (Q — R) Tamanho médio dos adipdcitos
presentes no SCWAT ou (S —T) no pgWAT dos animais tratados com salina ou MECA sob dieta controle
ou hiperlipidica. Os animais foram eutanasiados apés 15 semanas de tratamento com as dietas CHOW
ou HFD. Resultados representativos de um experimento. Os graficos representam o erro padrdo da
média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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4.6 — Perfil metabodlico de animais vagotomizados submetidos a dieta hiperlipidica

Utilizamos também o modelo de vagotomia unilateral para avaliacdo do fenotipo
metabdlico. Camundongos vagotomizados (VgX) ou controle (Sham) foram tratados
com dieta padréo (Chow) ou HFD (Figura 28). Quando analisamos o peso dos animais
durante o tratamento com as dietas, verificamos um aumento significativo no peso
corporal e na porcentagem de ganho de peso nos dois grupos tratados com HFD
(Sham/HFD e VgX/HFD), em relacdo aos grupos que receberam dieta controle
(Sham/Chow e VgX/Chow). Porém, o grupo VgX, quando submetido a HFD, teve
ganho de peso reduzido em relacdo ao grupo ndo operado (Figura 28 A-B). Estes
resultados indicam que a inibicdo da via colinérgica parece ser capaz de influenciar

no ganho de peso dos animais submetidos a uma dieta hiperlipidica.

Para analisar as mudancas metabdlicas causadas pela obesidade nos animais
Sham e VgX, foram avaliados na 202 semana apos administracéo das dietas, os perfis
de resposta a insulina e tolerancia a glicose através dos testes de ITT e GTT,
respectivamente. Podemos observar que, ambos 0s grupos submetidos a dieta HFD,
tanto Sham quanto VgX, apresentaram fenoétipo de resisténcia a insulina (Figura 28
C). Percebemos que, no teste de tolerancia a insulina, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos controle e vagotomizados. Porém, quando avaliamos a
porcentagem de alteracao dos niveis glicémicos apés injecdo de insulina, percebemos
gue o grupo Sham submetido a dieta hiperlipidica tem maior dificuldade em realizar o
clearance de glicose em comparacdo aos animais VgX submetidos a mesma dieta
(Figura 28 D).

Realizamos também o teste de tolerancia a glicose nos grupos experimentais
(Figura 28 F). Diferentemente do teste de ITT, encontramos um aumento significativo
na intolerancia a glicose no grupo VgX que recebeu HFD em relacéo ao grupo Sham
na mesma dieta, o que também pode ser evidenciado no grafico de AUC (Figura 28
G). Quando analisamos separadamente as glicemias de jejum dos animais, medida a
6h de jejum no teste de ITT e 12h no GTT (Figura 28 E, H), verificamos que apds 6h
de jejum, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 28 E). Porém, apos
12h de jejum, observamos diferenca significativa entre os grupos tratados com a dieta

HFD e os animais na dieta controle (Figura 28 H).
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Para melhor avaliacdo das funcdes metabdlicas basais, na 202 semana apés
cirurgia e inicio das dietas, os animais foram anestesiados e submetidos a analises
da proporcéo de gordura corporal e de calorimetria. Verificamos que houve diferenca
significativa na area de gordura corporal entre os animais com dieta controle e
hiperlipidica (Figura 29 A-C). Ainda constatamos que 0s animais vagotomizados
alimentados com a dieta hiperlipidica exibiram uma reducdo significativa na
porcentagem de gordura corporea em relacdo ao respectivo grupo Sham (Figura 29
B-C). Com estes dados, avaliamos se 0s animais apresentavam este fenétipo por
diferengas no comportamento alimentar. O gréfico de ingestdo alimentar, ou do inglés
food intake, pode ser visto na Figura 29 D-E. Pudemos ver que nao ha diferenca
significativa na ingestao alimentar média diaria dos animais, alimentados com a dieta
controle ou hiperlipidica. Os animais também foram submetidos a analises
calorimétricas para avaliacdo do metabolismo basal. Percebemos que, apesar de
haver diferenca nitida do metabolismo basal de animais alimentados com a dieta
controle ou HFD, no RER, VO2 ou VCO2, ndo ha diferenca significativa entre os
animais Sham ou VgX (Figura 29 F-H). Da mesma forma, houve diferenca na
capacidade de movimentacao e taxa ambulatorial dos animais obesos em relacdo aos
animais magros, mas nao houve diferenga significativa entre os grupos Sham e VgX
(Figura 29 I).
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Figura 28 — Peso corporeo e o perfil metabdlico de animais vagotomizados e tratados com dieta
hiperlipidica.

Camundongos C57BL/6 foram vagotomizados (VgX) e, em seguida tratados com dieta controle (Chow)
ou hiperlipidica (do inglés, High Fat Diet - HFD). Como controle experimental, dois grupos de animais
foram submetidos a cirurgia sem a excisédo do nervo (grupo Sham) e tratados com dietas Chow ou HFD.
(A) Peso semanal em gramas e (B) porcentagem de ganho de peso dos animais ao decorrer de 20
semanas de tratamento com as dietas. (C-D) Teste de tolerancia a insulina — ITT e gréafico da varia¢do
em porcentagem em relacdo ao tempo da administracdo da insulina; (E) Glicemia apds 6h em jejum;
(F-G) Teste de tolerancia a glicose — GTT e grafico da area sob a curva — AUC (do inglés, area under
curve) do GTT; (H) Glicemia apés 12h em jejum. Os testes foram realizados apés 20 semanas de inicio

da dieta. Resultados representativos de um experimento, n=4-5 animais por grupo. *P<0,05; **P< 0,01;
*+* P<0,001.
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Figura 29 — Anédlise da gordura corporal e metabolismo basal dos animais VgX tratados com

dieta hiperlipidica.

Camundongos Sham e VgX foram tratados com dieta controle (CHOW) ou hiperlipidica (HFD). (A) Peso
corporal em gramas no momento da analise e (B, C) porcentagem e nimero absoluto de massa gorda
e massa magra, em gramas; (D, E) Ingestdo alimentar diaria e média diaria; (F) RER (do inglés,
respiratory exchange ratio), (G) VO2, (H) VCO2 e (I) movimentacéo total na caixa dos animais, obtido
por andlise de calorimetria; (J-M) peso dos tecidos adiposos pds-eutanasia. Resultados representativos
de um experimento. Gréficos representados com o erro padrdo da média. Os graficos de barra
representam a média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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ApOs a eutanasia dos animais na 20? semana de experimento, 0s principais
depositos de tecido adiposo foram coletados e pesados: mesWAT, pgWAT, scWAT e
BAT (Figura 29 J-M). Percebemos que, da mesma forma do que foi observado na
analise por densitometria, a diferenca na gordura corporea € significativamente
evidente entre os grupos submetidos a dieta controle e os submetidos a dieta HFD.
Além disso, o peso do tecido adiposo marrom (BAT) variou entre 0s animais
alimentados com a dieta hiperlipidica (Figura 29 M). Observamos que 0s animais VgX
apresentaram menor peso neste tecido em relacdo aos Sham alimentados com a
mesma dieta. Isso pode ser explicado pela redugao do processo de ‘branqueamento’
no tecido adiposo dos animais apdés cirurgia de vagotomia unilateral. Porém, néo foi
observada diferenca entre os grupos Sham e os grupos vagotomizados, assim como

nos dados anteriores.

O scWAT, pgWAT, BAT e o figado destes animais foram submetidos a analise
histoldgica, por coloracdo de HE. Verificamos que a dieta hiperlipidica foi capaz de
causar alteracfes ja descritas anteriormente, como aumento em tamanho dos
adipécitos, “branqueamento” do tecido adiposo marrom e esteatose hepética.
Todavia, estes efeitos foram menos pronunciados em animais submetidos a
vagotomia unilateral tratados com a HFD. Houve menor deposicdo de lipidios, tanto
no sCWAT gquanto no pgWAT dos animais VgX HFD em comparacéo ao grupo SHAM
HFD (Figura 30 A e B). Os animais vagotomizados alimentados com a HFD também
apresentaram menos “branqueamento” do BAT, em comparagdo ao controle
alimentado com a mesma dieta (Figura 30 C). Também observamos menos esteatose
hepatica em animais VgX alimentados com a HFD, quando comparados ao controle
HFD (Figura 30 D). Estes dados, em conjunto, indicam a importancia da via colinérgica
para manutencao celular e metabdlica do tecido adiposo e de outros tecidos, como

figado.



88

Resultados
SHAM CHOW SHAM HFD VgX CHOW VgX HFD
AV\ o Gl 4 Ve 4, (] 4 Eal ,._,
2 }é-zkxg {“'1"? 7 L il s ff’{??' .I\ ok
«Zfﬂ =4 Y

FIGADO

Q R
= - O SHAMCHOW — —~ o - SHAMHFD
2 X
< -0 VgX CHOW = -8~ VgX HFD
[%2] o [}
"9 30 '9 =
87 3 2
ok Qb *kk
;E< ;Eq: KKK
© = 207 T =
o 9 o ©
w &P g P
On On 104
S 10 3
2 2
S —
E =
@ @
@ "STrrEiszicscsscesss O "SETsciicciiiiizszs
$ 225888 ¢ 8888 8 v 2858888828888 8
v ¥ v v v v v A A A I ‘; ("\J v v v v v v v A A A X ‘X (;\l
S Tamanho celular (um?) T Tamanho celular (um?)
3 o O SHAMCHOW ] - SHAMHFD
e <
o O VgX CHOW ® -®- VgX HFD
[e] @]
= =
8, 40 8. 4o
ak ak
5 < o 5 <
®= c=
D j=2]
18 Q 18 o
o 2 S o
=3 =
2 2
5 5
@ Xz
(2} o o o — —— T
(=] [=1 i=3 (=] o [=3 [=1 (=1 (=] [=1 f=3 (=] (=] =3 (=] o (=3 o f=3 j=3 [=3 b= f=3 i=3 i=3 =3 i=3 [=3 [=] [=3
Q =3 (=3 =3 (=3 j=3 [=3 [=3 =3 j=3 (=3 [=3 o j=] =3 =3 i=3 [=3 =3 i=3 =3 [=3 =3 o i=3 i=3 o o
o j=1 (=] =3 =3 [=1 (= [=3 o i=1 (=3 [=3 =3 b= [=] o i=3 =3 [=3 o oS (=] o =3 i=3 =3 [=3 f=3
v N vl v w © ~ © o o o w0 o 0 = o~ ivi N w © ~ © 1>~3 =3 =3 w0 =3 w
v v v v v v v v \\7 X X (,\\l ‘l\\‘ v v v v v v 4" v v V ‘/T T (,\\l (/\\l

Tamanho celular (um?)

Figura 30 — Histologia do scCWAT, pgWAT,

dieta hiperlipidica.

Tamanho celular (um?)

BAT e figado de animais SHAM e VgX tratados com

Camundongos SHAM e VgX foram tratados com dieta controle (Chow) ou hiperlipidica (HFD) por 20
semanas. (A - D) scWAT, (E — H) pgWAT, (I - L) BAT e (M — P) figado de animais WT ou VACht K.D;
(Q — R) Tamanho médio dos adipdcitos presentes no sSCWAT ou (S — T) no pgWAT dos animais SHAM
e VgX sob dieta controle ou hiperlipidica. Os animais foram eutanasiados ap6s 20 semanas de
tratamento com as dietas CHOW ou HFD. Resultados representativos de um experimento. Os graficos
representam o erro padrdo da média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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4.7 — Perfil das células imunes presentes no tecido adiposo de animais obesos apdés
bloqueio da via colinérgica

Considerando os efeitos observados nas diferentes populagdes celulares no
tecido adiposo apos bloqueio da via colinérgica, decidimos avaliar se a inibicdo desta
via impactava também em diferenca de celularidade em animais obesos, apos
administracdo de dieta hiperlipidica. A obesidade estad diretamente relacionada a
mudancas nas populagdes celulares do tecido adiposo, polarizando 0 mesmo para um
perfil pro-inflamatorio, com aumento de macréfagos inflamatorios, aumento da
sinalizagdo via NF-KB e das células efetoras no tecido (GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011). Levando em consideracdo as mudancgas observadas no tecido dos animais sob
dieta controle apds o bloqueio da via, imaginamos que as alteragfes causadas nas
populacdes, principalmente as relacionadas ao perfil Th2, poderiam impactar nas
populacdes celulares dos diferentes depdsitos de tecido adiposo, principalmente os
viscerais, apos administracao de dieta hiperlipidica. Para isso, apds administracédo de
dieta hiperlipidica, avaliamos as células presentes no tecido adiposo mesentérico e

subcutaneo de animais em dois modelos de bloqueio da via colinérgica.

Primeiro, avaliamos o mesWAT e scWAT de animais VACht KD alimentados
por 20 semanas com dieta controle ou hiperlipidica. Quanto ao tecido adiposo
mesentérico, ndo houve aumento significativo no nimero de leucécitos CD45* totais
em animais WT submetidos a dieta hiperlipidica em relacéo ao grupo controle CHOW.
Porém, o numero total de células apresenta tendéncia a redugéo nos animais VACht
KD, em ambas as dietas (Figura 31 A). Observamos que, no mesWAT dos animais
WT HFD, houve aumento de neutrdfilos, células dendriticas inflamatérias (CD11b*) e
monaocitos; porém, o mesmo aumento nao foi visto nos animais VACht KD submetidos
a mesma dieta (Figura 31 E). No scWAT, houve aumento significativo nas células
CD45" totais no grupo WT HFD, mas n&do no grupo VACht na mesma dieta (Figura 31
G). Além disso, houve aumento no numero relativo de células dendriticas CD11b* e
monaocitos nos animais WT submetidos a dieta hiperlipidica, mas ndo nos animais
VAChHt KD sob a mesma dieta (Figura 31 H-L).
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Figura 31 — Caracterizacdo das populacdes celulares presentes no mesWAT e scWAT de

camundongos VACht KD submetidos a dieta hiperlipidica.

(A-F) caracterizacéo das células CDA45 totais e mieloides presentes nos tecidos adiposos mesentérico

(mesWAT) e (G-L) subcutaneo (scWAT) de animais WT e VACht, submetidos & dieta hiperlipidica.

Resultados representativos de um experimento. Os graficos de barra representam a média. * = p<0,05;

** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Nas populacdes linfoides, houve aumento de ILCs no mesWAT de animais
VACht KD submetidos a HFD em relagéo aos controles WT (Figura 32 A). Como ja
avaliado anteriormente, houve reducéo nas populacdes de células T nos mesentérios
de animais VACht KD na dieta controle; porém, essas mudancas nao se refletiram nos
animais do mesmo grupo submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 32 B). Em relacéo a
producédo de citocinas, houve aumento da producédo das citocinas IL-5 e IL-13 pelos
animais VACht KD em ambas as dietas, em relacdo aos animais WT (Figura 32 C, E).
As células T CD4* no mesentério de animais VACht KD na dieta Chow foram capazes
e aumentar a producao de IL-5 e IL-13, mas iSSo nhdao ocorreu nos mesmos quando
submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 32 D, F). No tecido adiposo subcutaneo,
houve aumento no nimero absoluto de ILCs e células TCD4* no grupo WT HFD,
comparado ao controle. Porém, tal aumento nao foi visto nos animais VACht KD
submetidos a mesma dieta (Figura 32 A, B). Houve também aumento da producéo
das citocinas IL-5 e IL-13 por estas células em numero absoluto, nos animais do grupo
WT HFD; porém isto ndo foi observado nos animais VACht KD submetidos a dieta
hiperlipidica (Figura 32 C-F). Ademais, a diferencga vista no numero total de células

reflete as mudancas vistas na populacdo CD45* total (Figura 32 G).
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Figura 32 — Perfil de produc¢ao de citocinas pelas células linfoides do mesWAT de animais VACht
KD submetidos a dieta hiperlipidica.

(A-F) Perfil de producéo de citocinas pelas células T e ILCs no tecido adiposo mesentérico (mesWAT)
de animais WT ou VACht KD sob dieta controle ou hiperlipidica. Dentro destas popula¢des, quantificou-
se a producao de IL-5 e IL-13. O tecido foi analisado de acordo com a estratégia de gates descrita na

Figura 3. Os gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento.
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 33 — Perfil de producéo de citocinas pelas células linfoides do sSCWAT de animais VACht
KD submetidos a dieta hiperlipidica.

(A-F) Perfil de producgéo de citocinas pelas células T e ILCs no tecido adiposo subcutéaneo (SCWAT) de

animais WT ou VACht KD sob dieta controle ou hiperlipidica. Dentro destas populagdes, quantificou-se
a producdo de IL-5 e IL-13. O tecido foi analisado de acordo com a estratégia de gates descrita na
Figura 3. Os gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento.
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Considerando as mudancgas observadas tanto no mesWAT quanto no SCWAT,
em relagdo as populagdes celulares e producéo de citocinas, utilizamos outro modelo
experimental para avaliar as mudancas que ocorriam no tecido adiposo de animais
com blogueio da via colinérgica submetidos a dieta hiperlipidica. Em seguida,
analisamos a celularidade no tecido adiposo de animais vagotomizados submetidos a
dieta hiperlipidica. Observamos que, nos animais Sham submetidos a dieta
hiperlipidica, ha aumento da populacdo CD45* tanto no mesWAT quanto no SCWAT
destes animais em relacdo aos grupos na dieta controle (Figura 33 A, G). Porém, apos
vagotomia unilateral, observamos diminuicdo da populacdo CD45+ somente no

mesWAT dos animais submetidos a dieta hiperlipidica, em relagédo ao grupo Sham na
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mesma dieta (Figura 34 A). Essa diferenca culminou com diminuicdo no numero
absoluto de todas as populagfes celulares no mesentério destes animais, de maneira
importante, neutréfilos, macréfagos, células dendriticas inflamatdrias e mondcitos.
(Figura 34 B — F). Ja no tecido adiposo subcutaneo, nao foi observada diminuicéo no
ndamero absoluto das células CD45*. Observamos também que os animais
vagotomizados submetidos a dieta hiperlipidica ndo apresentaram diferenca
estatistica no numero relativo e absoluto de neutréfilos em comparagcdo aos animais
controle, ao contrario dos animais Sham submetidos a mesma dieta, que

apresentaram aumento na populacédo (Figura 34 1).

Também avaliamos as células linfoides nos tecidos destes animais e a
producdo de citocinas por elas. No tecido adiposo mesentérico, ndo observamos
diferenca relativa nas populacdes de origem linfoide, ILCs ou células T CD4. Porém,
observamos diferenca no numero absoluto de todas as populacbes celulares,
justificada pela diferenca ja descrita na populacdo CD45* (Figura 35 A-F). Em relacao
ao perfil de producdo de citocinas, observamos que, no mesWAT destes animais,
houve diminui¢do das citocinas IL-13 e IL-5 no mesentério de animais obesos. Porém,
a citocina IL-5 diminuiu significativamente somente nos animais Sham submetidos a
dieta hiperlipidica, mas ndo nos animais vagotomizados, em relacdo ao controle
CHOW (Figura 35 C). Houve diminuicdo de producao das citocinas IL-5 e IL-13 pelas
células T CD4* dos animais obesos em relacdo aos controles, Sham ou VgX (Figura
35D, F).

Ja no tecido adiposo subcutaneo, percebemos que houve aumento no nimero
absoluto de células T CD4+ somente em animais Sham submetidos a dieta
hiperlipidica, mas ndo nos vagotomizados submetidos a mesma dieta (Figura 36 B).
Nas ILCs, houve reducéo das citocinas IL-13 e IL-5 nos grupos HFD em relacao ao
controle, mas nao houve diferenca significativa entre os grupos Sham e VgX na dieta
hiperlipidica (Figura 36 C, E). Houve reducado global de células T CD4* produtoras
destas citocinas no tecido de animais obesos, Sham ou VgX (Figura 36 D, F). Estas
alteracbes eram esperadas, considerando os resultados observados na
caracterizacao fenotipica do mesentério e tecido adiposo subcutéaneo apdés bloqueio
da via colinérgica. Elas também podem explicar, em partes, o fen6tipo de mudanca

metabdlica destes animais na falha de sinalizacéo pela acetilcolina neste tecido.
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Figura 34 — Caracterizacdo das populac8es celulares mieloides presentes no mesWAT e SCWAT

de camundongos VgX submetidos a dieta hiperlipidica.
Resultados representativos de um experimento. Os gréficos de barra representam a média. * = p<0,05;

(mesWAT) e (G-L) subcutaneo (scWAT) de animais VgX e Sham, submetidos & dieta hiperlipidica.
** = p<0,01; *** = p<0,001.

(A-F) caracterizacéo das células CDA45 totais e mieloides presentes nos tecidos adiposos mesentérico
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Figura 35 — Perfil de producéo de citocinas pelas células linfoides do mesWAT de animais VgX

submetidos a dieta hiperlipidica.

(A-F) Perfil de producéo de citocinas pelas células T e ILCs no tecido adiposo mesentérico (mesWAT)
de animais Sham ou VgX sob dieta controle ou hiperlipidica. Dentro destas popula¢ées, quantificou-se
a producéo de IL-5 e IL-13. O tecido foi analisado de acordo com a estratégia de gates descrita na
Figura 3. Os gréficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento.

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 36 — Perfil de producao de citocinas pelas células linfoides do scWAT de animais VgX
submetidos a dieta hiperlipidica.

(A-F) Perfil de produgéo de citocinas pelas células T e ILCs no tecido adiposo subcutaneo (SCWAT) de
animais Sham ou VgX sob dieta controle ou hiperlipidica. Dentro destas populag8es, quantificou-se a
producéo de IL-5 e IL-13. O tecido foi analisado de acordo com a estratégia de gates descrita na Figura
3. Os gréaficos de barra representam a média. Resultados representativos de um experimento. * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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4.8 — Perfil metabdlico das células do sistema imune no tecido adiposo de animais
apos inibicdo da via colinérgica

Decidimos também avaliar se a as mudancas no perfil metabdlico do tecido,
causadas pela inibicdo da via colinérgica, poderiam implicar na mudancga de perfil
celular das células do sistema imune residentes. Para isso, realizamos um ensaio de
captacdo de glicose/lipidios in vivo nestes animais. As células foram analisadas por
citometria de fluxo apds injecéo de 2-NBDG ou Bodipy nos animais, por intensidade
média de fluorescéncia (MFI) das moléculas nas diferentes populagbes celulares.
Uma alta captacdo de 2-NBDG poderia significar que as células estavam com perfil
mais glicolitico no momento da analise, e maior captacdo de Bodipy poderia indicar
um perfil oxidativo predominante. Em relacdo a captacdo de 2-NBDG, observamos
que, no mesWAT, houve diferenca significativa somente na populacdo de células
mieloides CD11b positivas (Figura 37 A). Células CD11b* de animais VACht KD
captaram menos glicose que as células de animais WT. Quanto ao scWAT, houve
diferenca de captacdo nas células CD11b*, ILCs, ILC2, T CD4, T CD8, e nos
eosindfilos (Figura 37 B). Todas estas populacbes captaram menos glicose nos

animais VACht KD, em relacdo aos animais WT.

Também avaliamos a captacdo de lipidios pela marcacdo com Bodipy. O
Bodipy é uma molécula hidrofébica capaz de se ligar a particulas lipidicas no interior
das células. Em relacdo ao mesWAT, percebemos que houve reducdo na captacdo
da molécula pelas células CD11b*, ILCs totais e ILC2 de animais VACht KD, em
relacdo as mesmas populacdes em animais WT (Figura 38 A). No scWAT, diferenca
significativa foi observada somente em relacdo a captacao de Bodipy pelos eosinofilos
presentes no tecido de animais VACht KD em relacdo aos animais WT; houve reduc¢éo
na captacdo da molécula (Figura 38 B). Estes resultados, apesar de apontarem
diferencas significativas em relacdo a atividade metabdlica entre as células nestes
tecidos nos animais VACht KD, ndo nos permitem inferir com clareza se as células
primam por um metabolismo mais glicolitico ou oxidativo nas condi¢cbes experimentais

estabelecidas.
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Figura 37 — Captagdo de 2-NBDG pelas células do sistema imune do mesWAT ou scWAT de
animais WT e VACht KD.

(A) Captacao intracelular de glicose pelas células do tecido adiposo mesentérico (mesWAT) ou (B) do
tecido adiposo subcutaneo (scWAT) de animais WT ou VACht KD. Os animais receberam uma injecao
intraperitoneal com 100ug de 2-NBDG, 30min a priori do momento da eutandsia. Resultados
representativos de um experimento. Os graficos foram representados com o erro padrdo da média. Os
gréaficos de barra representam a média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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Figura 38 — Captacao de Bodipy pelas células do sistema imune do mesWAT ou scWAT de
animais WT e VACht KD.

(A) Captacao intracelular de Bodipy pelas células do tecido adiposo mesentérico (mesWAT) ou (B) do
tecido adiposo subcutaneo (scWAT) de animais WT ou VACht KD. Os animais receberam uma injecao
intraperitoneal com 50ug de Bodipy, 60min a priori do momento da eutanasia. Resultados
representativos de um experimento. Os graficos foram representados com o erro padrdo da média. Os
graficos de barra representam a média. *P<0,05; **P< 0,01; *** P<0,001.
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4.9 — Avaliacdo da inervacéo colinérgica e producéo celular de acetilcolina no tecido

adiposo

Apoés avaliar o fenotipo metabdlico e celular do tecido adiposo nos animais,
analisamos se os efeitos encontrados estariam sendo mediados por inervacao
colinérgica direta tecidual, e se isso teria relacdo com o fendtipo mais evidente no
tecido adiposo visceral (mesWAT). Para saber se os efeitos observados poderiam ser
ocasionados por inervagéo direta nos tecidos, utilizamos animais reporter para colina
acetiltransferase (ChAT, do inglés choline acetyltransferase), enzima relacionada a via
de producédo da ACh. Anticorpos anti-ChAT usualmente sdo ineficazes na correta
deteccado da expressao de ChAT por neurdnios periféricos ou células ndo neuronais.
Estes animais, ChAT Cre-TdTomato, apresentam fluorescéncia em todas as células
produtoras de acetilcolina, sejam neurdnios ou células de origem n&o neuronal. Dessa
forma, coletamos diferentes depdsitos de tecido adiposo destes animais e fizemos
também a marcacédo para a molécula CD45, a fim de avaliar as zonas de sobreposicéo

para leucécitos. Os tecidos foram analisados por microscopia confocal.

Avaliamos a presenca de fibras colinérgicas no mesWAT (Figura 39 A), omento
- omWAT (Figura 39 B), tecido adiposo perigonadal — pgWAT (Figura 39 C), sSC(WAT
(Figura 40 A), BAT (Figura 40 B), e intestino grosso (Figura 40 C). O intestino grosso
foi utilizado como um controle positivo, sabendo que o plexo mioentérico é uma regido
periférica amplamente inervada por fibras colinérgicas. O que conseguimos diferenciar
nitidamente € que, nos tecidos adiposos viscerais (mesWAT, omWAT e pgWAT),
encontramos intensa inervagao colinérgica, que pdde ser evidenciada pelas fibras
nervosas presentes no tecido adiposo mesentérico. De maneira curiosa, estas fibras
conseguem alcancar diretamente os pontos de concentracdo das células da resposta
imune no tecido, os FALCs (Figura 39). Outro fato interessante foi a densa expressao
de ChAT pelas células do sistema imunolégico nos trés tecidos. E sabido que as
células do sistema imunoldgico, principalmente os linfocitos, sdo capazes de produzir
ACh (FUJIl et al., 2017b). Este fenotipo pode ser visto nas células residentes do tecido

adiposo.
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Figura 39 — Anélise da inervagdo colinérgica em diferentes tecidos adiposos viscerais.

(A) Tecido adiposo mesentérico (mesWAT); (B) tecido adiposo omental (omWAT); (C) tecido adiposo
perigonadal (pgWAT). As fibras foram visualizadas através da utilizagdo de animais ChAT reporter, que
possuem uma proteina RFP recombinante na regido de expresséo da enzima colina acetiltransferase.
Resultados representativos de um experimento.
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Nos tecidos adiposos parietais como scCWAT e BAT, a densidade de fibras
colinérgicas € muito menor comparada aos demais tecidos observados (Figura 40 A
e B). Pudemos ver que, apesar da presenca de células produtoras de ACh nestes
tecidos, evidenciado pela marcacdo de ChAT sobrepondo as regides CD45+, ndo ha
a passagem de fibras colinérgicas pelos tecidos, de forma oposta ao observado nos
tecidos adiposos viscerais. Essa auséncia foi confirmada pela observacdo da
diferenca com o intestino (Figura 40 C), que possui densidade elevada de fibras
colinérgicas. Os resultados apresentados podem ser relacionados com a passagem
de fibras parassimpaticas nas regifes viscerais, e ndo parietais, 0 que justificaria a
diferenca entre os tecidos estudados.

ApoOs analisar a presenca das fibras, fomos avaliar esta expressao da enzima
ChAT nas células do sistema imune presentes nos diversos tecidos. Em relacao ao
tecido adiposo mesentérico, percebemos que a localizacdo das células produtoras de
ACh sobrepunha a regido das FALCs, que sao as principais regides de aglomeracéao
de células linfoides no tecido. Isso foi corroborado pela marcacdo de CD90.2,
indicador de células linfoides (Figura 41 A). Fizemos também a citometria de fluxo
dos tecidos para avaliacdo das células produtoras de ACh. Em relacdo ao total de
células produtoras de ACh no mesWAT, observamos que cerca de 5% das células
vivas CD45+ do tecido sdo responsaveis pela producéo (Figura 41 B). Avaliando as
populacbes celulares especificas, percebemos que, conforme observado por
imunofluorescéncia, a maior porcentagem de células produtoras de ACh no mesWAT
foram as células linfoides. Estas células correspondem tanto as CD90.2 positivas
(Thyl.2), sendo ILCs e células T, quanto aos linfocitos B (Figura 41 C). Porém, ao
acessar a expressao da molécula dentre as mesmas populacdes por intensidade
média de fluorescéncia, percebemos que a populacédo que expressa maior densidade

de ChAT séo as ILCs, em maior nivel que células T ou B (Figura 41 D).
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Figura 40 — Andlise da inervacgao colinérgica em tecidos adiposos parietais e no intestino.

(A) Tecido adiposo subcutaneo; (B) tecido adiposo omental; (C) tecido adiposo perigonadal. As fibras
foram visualizadas através da utilizacdo de animais ChAT reporter, que possuem uma proteina RFP
recombinante na regido de expressado da enzima colina acetiltransferase. Resultados representativos
de um experimento.
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Figura 41 — Andlise da expressdo de ChAT pelas células do sistema imune presentes no
mesWAT.

(A) Imunofluorescéncia de tecido adiposo mesentérico (mesWAT) de animais ChAT reporter,
mostrando a densidade de fibras no tecido, a comunica¢cdo com as regides de FALCs, e a presenca de
células ChAT*; (B) proporcéo de células ChAT* dentro do total de CD45+ vivas; (C) diferencas na
expressdo de ChAT* em diferentes populagdes celulares do mesWAT e (D) intensidade de expresséo
da enzima ChAT. Para este experimento foram utilizados animais ChAT reporter, que possuem uma
proteina RFP recombinante na regido de expressdo da enzima colina acetiltransferase. Resultados
representativos de um experimento.

Avaliamos também a producdo de ChAT pelas células de outros tecidos
adiposos, baco e intestino grosso (Figura 42). Percebemos que a proporgao do total
de células produtoras de ACh € bastante similar em todos os tecidos (em torno de 5%)
(Figura 42 A). No entanto, a propor¢cao entre as populacdes responsaveis por esta
producao se altera de acordo com o respectivo tecido. O intestino apresentou um perfil
muito similar ao mesentério, com as células linfoides sendo responsaveis pela
producdo da maior parte de ACh ndo neuronal presente no tecido, especialmente as
ILCs (Figura 42 B, C). Ja o pgWAT e o scCWAT apresentaram uma peculiaridade em
comparacdo ao mesWAT, com uma alta taxa de células mieloides CD11b+
expressando ChAT (Figura 42 D — G). O bago, de maneira interessante, apresentou
grande expressao de ChAT pelas células B (Figura 42 H, ). Dessa forma, podemos
inferir que a producéo de ACh pelas células do sistema imune é tecido dependente, e

varia de acordo com cada um deles.
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Figura 42 — Andlise da expressao de ChAT pelas células do sistema imune presentes no
intestino, pgWAT, scWAT e bago de animais reporter.

(A) Proporcéo de células produtoras de ACh dentro do total de CD45+ vivas. Foram caracterizadas as

células do (B, C) intestino grosso (IG); (D, E) tecido adiposo perigonadal; (F, G) tecido adiposo
subcutaneo; e (H, 1) baco. Para estes experimentos, foram utilizados animais ChAT reporter, que
possuem uma proteina RFP recombinante na regido de expressdo da enzima colina acetiltransferase.
Resultados representativos de um experimento.
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5. Discussao

A caracterizacao fenotipica dos leucdécitos presentes no mesWAT de animais
WT e de animais VACht KD mostra algo intrigante em relacdo ao impacto da
sinalizacdo colinérgica na homeostase imunolégica deste tecido. Nossa hipotese
inicial era de que, na falha de um mecanismo regulatério como a via colinérgica,
haveria a polarizacdo dos perfis celulares nestes tecidos para um perfil de inflamacéo
Thl, tanto nas células do sistema imune inato (como a polarizacdo de macréfagos
para o perfil M1 e recrutamento de neutrdfilos), quanto nas células do sistema imune
adaptativo, predominando um perfil Thl de resposta celular. Porém, pudemos
observar aumento em todos os perfis de resposta apos bloqueio da via, com énfase
especial as células do perfil Th2. Além do aumento da expressdo de GATA-3 nas
células T, pudemos observar um aumento consideravel nas ILC2 e eosinofilia

evidenciada (Figuras 5-10).

Sabemos que estas populagfes ja estdo presentes em grandes quantidades
no mesWAT em condi¢cdes homeostaticas (OSBORN; OLEFSKY, 2012). Entretanto,
na deficiéncia da via, apesar da reducdo no numero total de leucécitos, ha um
aumento expressivo nas populacbes efetoras no mesWAT destes animais,
significativamente em relagdo aos animais controle. Da mesma maneira, a inibigdo
farmacolégica da via promoveu aumento nas mesmas populacdes neste tecido,
corroborando com o modelo. Houve aumento de eosindfilos, acompanhado de
aumento nas populacdes de Thl e Th2, além de mudanca expressiva na populacao
de ILCs causado por aumento nas ILCs do tipo 2 (que expressam GATA-3) no
mesWAT (Figuras 11-16). Fendtipo muito similar foi observado nos animais
submetidos a vagotomia unilateral (Figura 17-21). Apesar disso, a intensidade da
alteracdo nas populacdes celulares neste modelo foi menos intensa que nos outros
dois. Acreditamos que isso possa ter acontecido por alcas de feedback positivo que
possam ter se evidenciado apés cirurgia e ablacdo repentina da via colinérgica,

atenuando o fendtipo.

Além das alteracbes observadas entre as populacdes, ainda ndo entendemos
por que ha diminuicdo no numero total de células no tecido adiposo visceral destes

animais apods blogueio da via. Hipotetizamos que estas células possam estar
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morrendo por excesso de ativacao, ou migrando para outros tecidos, como o intestino.
Porém, ndo conseguimos ver aumento destas mesmas populacdes celulares no
intestino delgado, por exemplo. Outro ponto interessante € o fato de que as
alteracdes observadas no mesWAT apds ablacdo da via colinérgica ndo foram vistas
com a mesma intensidade no scWAT, mLN ou baco. Isso nos faz pensar na relacao
da inervacao colinérgica via sistema nervoso parassimpatico com estes tecidos.
Considerando que o mesWAT é um tecido adiposo visceral, e que possui relacdo
estreita com a inervacdo vagal, principal via sinalizadora colinérgica, faz sentido
pensar que os efeitos da ablagdo do SNA parassimpético seriam mais pronunciados
neste tipo de tecido adiposo e outros oOrgdos viscerais. Em comparacdo, nem o
SCWAT, nem o baco, que ndo sédo inervados diretamente por fibras parassimpaticas,
apresentaram diferencas expressivas quando houve ablacdo na sinalizagdo por esta
via (Figuras 39, 40 e 41). Apesar disso, pudemos perceber que houve aumento das
populacées como ILC2, eosindfilos e producao de citocinas do perfil de resposta 2 no
tecido adiposo subcutaneo de animais vagotomizados. Isso pode indicar alguma
mudanca sistémica na producédo de um metabdlito que ocorre apds ablacédo do nervo

vago. Porém, ndo é possivel concluir o motivo da ocorréncia deste fenébmeno.

Ja foi descrito que a acdo da ACh sobre macréfagos em cultura estimulados
por LPS foi capaz de atenuar a producao de citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-18. Os
seus efeitos também foram descritos na diminuicdo de fatores pré-inflamatorios pelo
figado (BOROVIKOVA et al., 2000; QIU; YUPING; JIANHE, 1996; TRACEY, 2005).
Porém, pouco € conhecido sobre seu papel na regulacdo de células do perfil Th2,
especialmente no tecido adiposo. Ja existem alguns trabalhos relacionando a ativacéo
da via colinérgica na inibicdo de doencas pulmonares, como a asma, que sabidamente
sdo caracterizadas por exacerbacao deste tipo de resposta. Utilizando um agonista
especifico do receptor nAChRa7, PINHEIRO et al perceberam que o estimulo com
acetilcolina em receptores nicotinicos predominantes em leucécitos reduziu
drasticamente o score da doenca inflamatoria pulmonar. O estimulo da via colinérgica
reduz o recrutamento de neutrofilos para o tecido e a producao de citocinas, como IL-
1B, TNF-a e IL-6. O tratamento com o agonista especifico também diminuiu a
fosforilacdo de NF-xB, além de reduzir a deposicéo de coldgeno. Além disso, foi capaz
de reduzir a frequéncia de macrofagos do perfil M1, e aumentou a expressao de
moléculas relacionadas ao perfil M2, como CD206 e producéo de IL-10. Em animais
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desafiados com infusdo de LPS nas vias aéreas, 0 agonista colinérgico bloqueou a
inflamag&o e recuperou a fungdo pulmonar dos animais (PINHEIRO et al., 2015,
2017).

Outro ponto importante a ser considerado é o efeito da ACh sobre o
metabolismo energético dos animais. Percebemos que, em ambos os modelos, de
animais transgénicos ou inibicdo farmacoldgica, os animais apresentaram melhor
resposta metabdlica (Figuras 26-34). Nos animais transgénicos ou vagotomizados,
pudemos ver diminuicdo no ganho de peso, menor resisténcia a insulina nos obesos,
maior clearance de glicose, metabolismo aerdbico melhorado, além de menor
acumulo lipidico nos tecidos como figado e menos branqueamento do tecido adiposo
marrom. Nos animais tratados com a mecamilamina, os efeitos foram menos
pronunciados, mas ainda assim indicam que a auséncia da via € capaz de causar
melhorias metabdlicas nestes animais submetidos a dieta hiperlipidica. Isso pode ter
ocorrido devido ao periodo de inicio do tratamento que ocorreu apos 11 semanas do
inicio de administracédo da dieta hiperlipidica. Apesar disso, conforme observado nos
outros dois grupos experimentais, percebemos que a reducéo de sinalizacéo pela via
€ sim capaz de causar altera¢des no perfil metabdlico do animal. No entanto, devemos
também levar em consideracao que estes efeitos podem ser epifenédmenos, causados
por acao do sistema nervoso autbnomo em outras vias do sistema nervoso ou vias
metabdlicas, o que pode ocasionar os fendtipos vistos. Hipotetizamos que esse efeito
pudesse ocorrer, talvez, por atividade alterada do sistema nervoso simpatico nestes
animais com o bloqueio da sinalizacéo colinérgica. No entanto, a dosagem de NA/Adr
no plasma destes grupos foi inconclusiva. Dessa forma, imaginamos que todos estes
efeitos possam ser decorrentes da sinalizagéo via sistema nervoso parassimpatico.

Porém, o mecanismo pelo qual isso ocorre ndo esté elucidado.

Héa trabalhos relacionando a auséncia de receptores muscarinicos do tipo 3
(M3) e beneficios metabdlicos para o animal, como ganho de peso reduzido na HFD,
melhora na resposta a insulina e clearance de glicose no sangue, e maior gasto
energético basal (GAUTAM et al., 2006). Ha outros trabalhos também demonstrando
que um antagonista muscarinico (Mirabegron) auxiliam na liberacdo de um acido
graxo da familia do 6mega-3, que ajuda a promover uptake de glicose e faz a
manutencgao do tecido adiposo marrom (LEIRIA et al., 2019). Por outro lado, outros

trabalhos relacionam o papel da sinalizacdo aumentada de ACh com hiperinsulinemia
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em animais obesos e hiper-reatividade de vias aéreas, por sinalizagdo via ERK,
relacionando estes animais a quadros asmaticos (LEIRIA et al., 2015; LEIRIA;
MARTINS; SAAD, 2015). Ja foi visto, inclusive, que a vagotomia cervical unilateral em
individuos obesos ajuda a combater a obesidade moérbida (KRAL, 1979, 1983). O
mesmo foi visto em ratos (BALBO et al., 2016). Isso corrobora com nossos dados de
inibicéo da liberacdo de ACh ou bloqueio dos receptores nicotinicos, no metabolismo

dos animais VACht KD e vagotomizados.

Outra questdo importante sdo as diferentes formas de interacdo entre a
inervacao colinérgica com os diferentes depdsitos de tecido adiposo. Apesar de
sabermos que a maioria das células presentes neste tecido expressam receptores
colinérgicos e adrenérgicos (LIU; MIZUTA; MATSUKURA, 2004), os trabalhos
presentes na literatura evidenciam, em sua grande parte, o papel da inervagao
simpética para o controle do tecido (GUILHERME et al., 2019). Até entdo, pouco ainda
era sabido sobre como era a interacdo da inervagdo parassimpatica com as células
imunes presentes no tecido adiposo visceral. J& era conhecido que as fibras
parassimpaticas, aferentes do nervo vago, passam pelo mesWAT para alcancgar o
intestino e ali exercer funcdes de regulacdo autondmica da contratilidade e producgao
de muco intestinal (COFFEY; WALSH, 2020). Em nossos resultados, conseguimos
visualizar a comunicacédo entre as fibras parassimpaticas com os focos de células do
sistema imunolégico presentes no tecido adiposo, as FALCs (Figura 41). Essas
regibes apresentam grande densidade de células linfoides, tanto linfocitos T e B,
guanto células linfoides inatas. Isso pode explicar parcialmente o porqué deste
fendtipo ser muito intenso nas ILCs e células T. Consequentemente, a alteracdo do
perfil celular e producdo de citocinas por estas células culminaria com o recrutamento

de outras células para o tecido, como eosindfilos.

No caso destas mudancas observadas no tecido adiposo do animal quando h&a
desbalanco de sinaliza¢édo da via colinérgica serem ocasionadas por inervacao direta
do tecido, podemos imaginar duas situacdes distintas: pela acdo direta da ACh sobre
as células imunes presentes no tecido adiposo, ou acédo da ACh sobre os adipocitos
e fibroblastos do tecido, que também possuem receptores para este neurotransmissor
(LIU; MIZUTA; MATSUKURA, 2004). Na possibilidade da acdo da ACh ocorrer
diretamente sobre as células do sistema imune, as células, na auséncia da

acetilcolina, podem estar se mobilizando para o tecido adiposo devido a uma maior
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ativacdo da via de NF-kB, o que leva a uma maior producdo de citocinas inatas
principalmente pelos macréfagos residentes, e recrutamento celular de linfécitos e
leucocitos em geral. Porém, a acetilcolina pode exercer efeito direto sobre os
adipdcitos ou fibroblastos do estroma. Neste caso, a auséncia da acetilcolina sugere
um desbalanco nas atividades celulares, que pode promover maior producdo de
fatores quimiotaticos e posterior regulacdo do sistema imune. Esse efeito poderia
ocorrer pela producédo de uma citocina ou de algum metabdlito produzido durante as
atividades catabdlicas destas células. No entanto, isso néo ficou esclarecido em

nossas analises.

Trabalhos recentes tém associado a producdo de citocinas pelas células
residentes do tecido adiposo, como os fibroblastos precursores de adipdcitos, para
controle do ténus eosinofilico e da resposta Th2 neste tecido. Na maioria das vezes,
essa resposta é associada a atividade da citocina IL-33 (JACKSON-JONES et al.,
2020; MAHLAKOIV et al., 2019; YANG et al., 2013). Além disso, trabalhos recentes
tém demonstrado que as vias neuroimunes podem interferir diretamente na atuacéo
dessa citocina e atuar no desenvolvimento de disturbios metabodlicos (DING et al.,
2016; MORIYAMA et al., 2018). Um trabalho demonstrou que a mucosa intestinal de
camundongos tratados com IL-33 apresenta resposta alterada ao estimulo colinérgico,
com diferenca na contratilidade e absorcdo de glicose (YANG et al., 2013). Estas
alteracdes estavam relacionadas com a sinalizacdo de vias inatas de transcricao, uma
vez que camundongos MyD88 KO nédo apresentavam esse fendtipo. Outro trabalho
demonstrou que as ILCs do tipo 2, que expressam altas quantidades de receptores
a7nAChR colinérgicos, tem esse receptor regulado positivamente na presenca de IL-
33 (GALLE-TREGER et al., 2016). A utilizacdo de um agonista a7nAChR consegue
suprimir as vias de sinalizacdo de GATA-3 e de NF- kB em ILC2s, o0 que resulta na
diminuicdo da producao de citocinas tipo 2 em camundongos e humanos (KABATA;
MORO; KOYASU, 2018). Esses dados, associados a nossos resultados, levam a crer
que a sinalizagdo via IL-33 possa estar intrinsecamente relacionada a estes fenotipos
observados. Porém, a participacdo desta citocina neste fendtipo ainda nao foi

abordada por nosso grupo de pesquisa.

Os resultados também demonstram que as mudancas observadas no tecido de
animais magros apoés bloqueio da via colinérgica também se evidenciam quando 0s

animais sdo submetidos a dieta hiperlipidica (Figuras 31-36). Percebemos que,
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principalmente no mesWAT, similar ao perfil ja visto no tecido de animais magros, ha
diminuicdo no total do infiltrado inflamatorio dos animais submetidos a cirurgia de
vagotomia unilateral apés administracéo da dieta HFD. Isso pode ser observado em
ambos os modelos, de animais VACht KD ou vagotomizados. Ha reducéao do infiltrado
inflamatério CD45+ total nestes tecidos, que se reflete em todas as populagfes
celulares, de forma mais evidente no tecido adiposo visceral (mesWAT). Porém, tal
fendtipo também pdde ser visto no tecido adiposo subcutaneo, em ambos os modelos
experimentais. Além disso, um fendbmeno interessante foi a diferenca da producéo de
citocinas pelas células linfoides inatas e células T nestes animais. Ambas as
populacdes parecem ser mais capazes de produzir citocinas como IL-5 e IL-13 nos
animais com reducao da via colinérgica. A producédo destas citocinas pelas células do
tecido adiposo geralmente é relacionada a um melhor perfil metabdlico deste tecido.
Segundo KOREN et al., 2011; TREMAROLI, 2012, altera¢6es nas células do sistema
imunolégico sdo importantes no processo de desencadeamento dos transtornos
metabdlicos, e podem estar relacionadas a processos como o0 desenvolvimento da
obesidade. Considerando a atuacdo do sistema colinérgico sobre estas células
(JOHNSTON; WEBSTER, 2009; TRACEY, 2002), o que também foi evidenciado em
nossos resultados, estes efeitos metabdlicos observados podem ser também oriundos
da mudanca nos leucocitos do tecido adiposo apds bloqueio da via. Porém, nao
podemos afirmar que isto € fenbmeno causador das alteracbes metabdlicas

observadas.

Ha também varios estudos correlacionando um aumento do ténus Th2 do tecido
a mudanca do perfil de adipdcitos, promovendo uma condicdo que denominamos
“beigeing”. O beigeing se caracteriza como uma mudanca dos adipdcitos brancos para
um perfil mais semelhante ao de adipdcitos beges ou marrons. Ja foi visto, por
exemplo, que a auséncia de eosinofilos ou das citocinas IL-4 e 13 impede a biogénese
de adipdcitos bege, mesmo em condicfes de estresse térmico (frio), que causariam
essa polarizagdo normalmente. Por outro lado, a administracdo de IL-4 a
camundongos aumenta a presenca de tecido adiposo bege (QIU et al., 2014). Outros
trabalhos descrevem o papel das células ILC2 na producéo de peptideos que podem
agir diretamente nos adipocitos para regular positivamente a expressao de UCPL1 in
vitro, e que estas células sdo capazes de promover o processo de beigeing em modelo

murino (BRESTOFF et al., 2015). Esses dados ajudariam a explicar o porqué da
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mudanca no perfil do tecido adiposo, apds a mudanca do perfil de células imunes do
tecido e recrutamento das células do tipo 2 na auséncia da ACh. Considerando todos
estes trabalhos abordando o impacto da sinalizacdo via ACh no sistema imune
(LUYER et al., 2005) juntamente aos nossos resultados, precisamos abordar com
mais detalhes os mecanismos de controle que ocorrem no tecido adiposo
relacionados a acetilcolina, e seu papel na homeostase tecidual, seja metabdlica ou

imunologica.
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6. Conclusdes

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem concluir que o ténus
colinérgico exerce um papel importante no controle da homeostase celular e
metabdlica, principalmente no tecido adiposo visceral. Essa regulacdo se d&
principalmente pela manutencéo da resposta Th2 e citocinas associadas ao padrao,
0 que pode parcialmente explicar porque animais com o bloqueio da via colinérgica

apresentam melhor performance metabdlica quando submetidos a dieta hiperlipidica.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

: Contagem total de | Peso mesentério | Ajuste por peso
Animal .
células (mg) (500mgq)
WT 1 2,80E+06 556 2,52E+06
WT 2 2,65E+06 465,7 2,85E+06
WT 3 1,88E+06 383,4 2,45E+06
WT 4 4,71E+05 293,3 8,03E+05
VACht 1 3,14E+05 238,8 6,57E+05
VACht 2 1,56E+05 127 6,14E+05
VACht 3 1,63E+05 227,5 3,58E+05
VACht 4 1,21E+05 232,9 2,60E+05

MATERIAL SUPLEMENTAR 1 - Quadro representativo do numero total de células nos
mesentérios dos camundongos WT e VACht KD e ajuste do nimero pelo peso do tecido.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 2 — Caracterizacdo das populagdes celulares presentes no intestino

delgado de camundongos tratados com salina ou mecamilamina.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 3 - Peso corpéreo e perfil metabdlico de animais tratados com
nicotina sob dieta hiperlipidica.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 4 - Peso dos tecidos adiposos de animais tratados com nicotina sob

dieta hiperlipidica.
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Anexos

ANEXOS

RHOSTER 5

DIETA HIPERLIPIDICA 60% kcal lipidios RH19531M5
Perfil Caldrico % % kcal
Proteina 235 164
Carboidrato 273 21,3
Gordura 343 60,3
Dieta 5.1 kcallg = i

*Dieta Purificada para Inducdo de Obesidade
*Produzida em PASTA - pacotes de 500g
*Quantidade minima 3kg

*Prazo de Entrega: até 15 dias

Ingredientes

Caseina SIGMA, Amido Dextrinizado, Gordura Animal, Sacarose, Oleo de Soja,
Celulose, Mix Mineral RH9502*, Mix Vitaminico RH9503**, Fosfato de Calcio bibasico,
L-Cistina, Bitartarate de Caolina, Tert-Butilhidrequinena (TBHQ) Sigma-Aldrich.

Mais Informagoes

*Mix Mineral AIN-93M

“Mix Vitaminico AIN-93

***Resultados calculados a partir da analise de um determinado lote fabricado.
60% das kcal totais sdo provenientes dos ingredientes lipidicos.

Perfil aproximado de dcidos graxos: 37% saturados, 47% monoinsaturados,
16% poliinsaturados.

RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.

Av.Ministre Antonino Vieira do Amaral, 1556 - Cx.P.46 - Jd.Salete - Aragoiaba da Sema/SP - CEP: 18190-000
Fones: (15) 3281-3037 / (15) 3281-474& - CNPJ 00.934.204/0001-04 - Inscr.Estadual 178.070.220.114

ANEXO 1 — COMPOSICAO DA DIETA — HIGH FAT DIET - RHOSTER®
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ANTICORPO CLONE
Ly6G 127626
CD103 46-1031-82
MHC Il M5/114.15.2
Ly6C HK1.4
CD64 X54-5/7.1
CD11b 101257
CD45 103151
CD11c 117336
Siglec F 562757
Thyl.2 105331
NK1.1 108736
GATA-3 560077
FOXP3 12-5773-82
Ror-yt 46-6981-82
Ki67 652426
CD44 IM7
Thbet EBIO4B10
TCR-B 47-5961-82
CD4 100547
CD8b YTS156.7.7
IL-5 TRFK5
IL-13 Ebiol3a
IL-17 Ebiol7B7
IL-22 Poly5164
IL-4 RUO 11B11
IFN-y XMG1.2
L/D
FC Block (anti-CD16/32) 2.4G2

ANEXO 2 — QUADRO COM ANTICORPOS MONOCLONAIS UTILIZADOS.



