UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

LUISA MENEZES SILVA

EFEITO DA VIA COLINERGICA SOBRE ALTERACOES CELULARES E
METABOLICAS NO TECIDO ADIPOSO

SAO PAULO

2020



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

LUISA MENEZES SILVA

EFEITO DA VIA COLINERGICA SOBRE ALTERACOES CELULARES E
METABOLICAS NO TECIDO ADIPOSO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, para

obtencéo do Titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de Concentracdo: Imunologia
Orientador: Prof.2 Dr.2 Denise Morais da Fonseca

Versdao original.

SAO PAULO

2020



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)

Servigo de Biblioteca e informacdo Biomédica

do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalogréfica elaborada pelo(a) autor(a)

Menezes Silva, Luisa

Efeito da via colinérgica sobre alteragées celulares e
metabdlicas no tecido adiposo / Luisa
Menezes Silva; orientadora Denise Morais da Fonseca. --

S3o Paulo, 2020.
130 p.

Dissertacdo (Mestrado) ) -- Universidade de S3o Paulo,
Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. tecido adiposo. 2. acetilcolina. 3. sistema imune. 4.
via colinérgica. . Morais da Fonseca, Denise, orientador. Il.
Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidata: Luisa Menezes Silva

Titulo da Dissertacdo: Efeito da via colinérgica sobre alteracdes celulares e

metabolicas no tecido adiposo.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Denise Morais da Fonseca

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacdo, em sesséo publica
realizadaa / / , considerou a candidata:

( ) Aprovada ( ) Reprovada

Examinador (2): ASSINALUIA. ........uuuiiiiie e i e eeeee e e e e e e e e aeaeeas

18IS (] (0] T o LSRR

EXaminador (8): ASSINATUIE: ........uuueiiiiiiiiieee e e e ee e

18IS (] (0] T o LSRR

Examinador (8): ASSINATUIA: ...t

INSHLUIGEO: ..veeeiieieiieie e

Presidente: ASSINALUIA: ......ou et

INSHLUIGEO: ..veeiiiieeiiiie e



' ' o |
GOUREAC 10 o an Lso e Anumas Telofons

Dedl CEUA1Z8.2018

DECLARACAO

Em adendo  ao  Certiticado  49/2016/CEUA, vdhdo  ate
14/06/2020, e por sohcitagiao do(a) Prof.(a) Dr.(a) Denise Morais da Fonseca, do
Departamento de Imunologia, responsavel pela linha de Pesquisa, autorizo a
inclusdo do(a) aluno(a) Luisa Menezes Silva ao Projeto de Pesquisa “Cicatriz
Imunologica’ pos-infeccao intestinal aguda e desenvolvimento  de  desordens
metabolicas: estudo das interagoes entre a microbiota e sistema munologico do
mesentério”, uma vez que se trata de utilizacdo da mesma espécie amimal e de

métodos experimentais similares ao Projeto.

Sao Paulo, 14 de agosto de 2018.

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Coordenadora da CEUA-ICB/USP



' Instituto Universidade de Sao Paulo
c de Ciéncias Comissdo de Etica no

ICBL)S] Hamede Uso de Animais
S
S30 Paulo, 02 de maio de 2019
CEUAN -5 o 1
limo(a). Sr(a).

Responsével. Denise Morais Da Fonseca
Area: Imunologia

Titulo da proposta: “Intera¢des neuroimunes no desenvolvimento da [Jcicatriz Imunolégical] ap6s infecgdo intestinal aguda”“.

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais ICB (0 00110)

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S3o Paulo), no cumprimento das suas
atribuicdes, analisou e APROVOU a Emenda (versdo de 26/abril/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: *Solicito as medidas necessérias a Comissdo de Etica no Uso de Animais do ICB/USP para
que seja incluida a aluna *Luisa Menezes Silva* ao protocolo de experimentacao animal n® 8909191118 referente ao projeto
intitulado * Interagdes neuroimunes no desenvolvimento da “cicatriz imunolégica® ap6s infecgdo intestinal aguda® aprovado em
13/12/2018, sob minha responsabilidade. Declaro que ndo houve alteragdo de metodologia experimental nem das técnicas
descritas inicialmente quando da aprovagao do referido protocolo de experimentacdo animal. Estamos cientes e de acordo com as
regras adotadas pela CEUA. Consultamos os *links® indicados no protocolo e comprometemo-nos a proceder conforme as
informagdes aqui fornecidas. Estamos cientes de que as regras adotadas pela CEUA estdo de acordo com a legislagdo nacional e

internacional vigente. “.

Comentério da CEUA: *Aprovada a inclusdo da aluna Luisa Menezes Silva ao projeto vigente 8909191 118.°.

/ .
] .
lucort Nolva, S
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB I/ Cidade Universitiela, Butanth - CEP 05508-000 - S8o Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091 7732
Hordrio de atendimento: 2* 3 6% das 8 &s 16h : e-mail: ceua@ich usp br
CEUAN iy



Dedico este trabalho aos meus melhores amigos,

Leticia e Luis Augusto.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela conclusao de mais uma etapa.

Agradeco a minha familia por sempre se fazer presente, mesmo na distancia;
aos meus pais, Delmar e Rosalia, que me déo suporte e fortaleza desde antes do

meu existir; aos meus irmaos, Leticia e Luis Augusto, os meus melhores amigos.

A minha avé e minhas madrinhas, por todo apoio. A todos 0s membros da

minha familia que estiveram acompanhando esta jornada de perto.

Aos meus amigos em Formiga, Uberaba, Sdo Paulo, e as muitas pessoas
gueridas que tive a oportunidade de encontrar nesta jornada, por me darem suporte e

fortaleza, em todos os momentos.

Aos amigos do Laboratorio de Imunologia de Mucosas - LABIM, pela
oportunidade de conviver com todos durante dois anos, eternos companheiros, na

P ”

bancada ou nos “rolés” (sic). Agradeco a velha guarda, Mirian e Marcela, que
tracaram novos caminhos, mas antes puderam compartilhar conosco o conhecimento.
As minhas mestrandas queridas, Jaqueline e Barbara; mais que colegas de jornada,
VOCcés se mostraram grandes amigas nesse caminho, dando suporte e conselhos
gquando eu me desesperava. Aos meus doutorandos queridos, Marina e Caio,
obrigada por me ouvirem e me ajudarem em todos os experimentos megalomaniacos
que eu planejava. Nunca esquecam da capacidade de vocés, e aonde chegaram. A
nossa técnica, Raquel, por todo suporte no laboratério. Agradeco também a todos os
alunos de Iniciacao Cientifica que passaram pelo laboratério nestes dois anos; que a
jornada cientifica de todos seja agradavel. A todos vocés, meus amigos de LABIM,
também peco desculpas pelas vezes que falhei, por correria ou impaciéncia. Todos
0S erros e acertos me ajudaram a moldar quem sou hoje, e espero de coracao gque eu
possa ter contribuido além de presenca em experimentos, com exemplos concretos

de vivéncia cientifica.

Gostaria de deixar um agradecimento especial a minha orientadora, Denise.
Obrigada por todos os ensinamentos nestes dois anos, e por me acolher em seu grupo
de pesquisa mesmo antes de me conhecer. Sou grata a vocé, por me ensinar a fazer

ciéncia de qualidade e a pensar cientificamente, e por fornecer suporte mesmo



quando tinhamos opinides divergentes. Mais que o conhecimento adquirido,
permanece em mim o respeito e admiracdo pela profissional que é, e gratiddo por
todas as oportunidades que me foram concedidas em seu laboratério. Parafraseando

Newton, “Se cheguei até aqui, foi porque me apoiei nos ombros de gigantes”.

Agradeco também a todos que contribuiram cientificamente para a concluséo
deste trabalho: Prof.2 Carla Maximo Prado (UNIFESP); Prof. José Donato Junior
(ICB/USP); Prof. Niels Olsen Saraiva Camara (ICB/USP); Dr.2 Meire Yoshie Hiyane
(ICB/USP); Dr. Walter Miguel Turato (FCF/USP), Dr. José Carlos Alves Filho
(FMRP/USP) e Dr. Ricardo Wesley Alberca Custodio (FM/USP). Todas as
sugestdes, discussoes de resultado, equipamentos e materiais fornecidos certamente

foram cruciais para o bom andamento deste projeto. Meu muito obrigada!

Aos meus amigos e colegas do ICB, em especial Igor (meu “migo” predileto), o
companheiro de baladas que se tornou companheiro de histérias da vida! Um obrigado
especial ao meu amigo e futuro mestre Jean, que foi por muitas vezes meu confidente
nos momentos bons e ruins. Também quero oferecer meu muito obrigada a todos os
meus colegas de jornada cientifica no ICB que ndo foram citados aqui, mas que tive
a honra de encontrar por esse caminho. Vocés certamente foram muito importantes

na minha formacé&o cientifica e profissional, nas disciplinas ou conversas do dia-a-dia.

Agradeco também a todos os funcionérios do ICB IV, meus amigos da portaria,
da limpeza, do biotério, da vigia, da manutencao, da secretaria, da sala de lavagem e
do CEFAP/USP. A vocés, que também contribuem para que a ciéncia prossiga na

nossa instituicdo, o0 meu muito obrigada!

Agradeco também aqueles com quem tive oportunidade de dividir parte da
minha vida nestes dois anos, convivendo e compartilhando pedagos muito especiais
da minha passagem por S&o Paulo: Rosmary e Stephanie, minhas queridas
peruanas. Ao Jodo (Xu), que compartilhou comigo varios momentos épicos, desde a
aquisicdo de um filtro de barro até a compra de agua as 1 da manha... Ao Caio, por
me permitir conviver com o Fenrir, vulgo “melhor gato de todos”. E de forma muito
especial, & Jamile (Jam): que arrependimento n&o ter te conhecido antes! E incrivel
como algumas pessoas aparecem do nada, das formas mais sutis, e desenvolvem
com voceé vinculos nos quais se observa a verdadeira amizade. Passar uma pandemia

me aguentando ndo € moleza! Por isso, s6 posso te agradecer por me ouvir, auxiliar,



ensinar e aconselhar durante esses dias. Sua amizade € um presente para toda a

vida...

Por fim, agradeco as agéncias de fomento que contribuiram para o
desenvolvimento deste trabalho, FAPESP (Projetos 2015/25364-0; 2018/15981-0),
CAPES (PROEX) e CNPq.



Este trabalho foi realizado sob orientacdo da Prof. Dr.2 Denise Morais da
Fonseca, desenvolvido no Laboratério de Imunologia de Mucosas — LABIM, no
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo, com o apoio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico — CNPq, Conselho de Apoio a pesquisa no ensino superior -
CAPES (PROEX), e da Fundacao de Amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo —
FAPESP (Processos 2016/25364-0 e 2018/15981-0).



“Do what you love and what you think you are good at.”

Donna Strickland



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 inervacao 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
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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



34

Introducao

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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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 manutengado 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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