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“It is not his possession of knowledge, of irrefutable truth, that makes the man of

science, but his persistent and recklessly critical quest for truth.”

Karl Raimund Popper
In The Logic of Scientific Discovery (1959, 1972), 81.
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Resumo

Rocha VZ. Avaliacdo do Papel da Imunidade Adaptativa na Obesidade — Estudo
Experimental em Animais. (tese). S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

O desenvolvimento gradual e recente de uma epidemia mundial de obesidade
alavancou sobremaneira o estudo dessa condicdo e de suas comorbidades
metabdlicas. No ambito fisiopatolégico, multiplos estudos demonstraram a
expressdo aumentada de mediadores inflamatérios no tecido adiposo de
animais e humanos obesos, o acimulo local de macroéfagos, e um papel central
da inflamagé&o no desequilibrio da homeostase metabdlica local e sistémica na
obesidade. A definicho de um papel ativo dos macréfagos, e portanto da
imunidade inata, na rede inflamatoria do tecido adiposo, evocou a hipétese de
que, similarmente a outras condi¢cdes inflamatérias croénicas como a
aterosclerose, a obesidade também contaria com a importante participacao de
elementos da imunidade adaptativa, como as células T e suas citocinas, em
sua fisiopatologia. Com base nessas considera¢des, 0s objetivos principais
desse estudo foram: 1) avaliar a presenca das células T e o papel do
interferon-gama (IFNy), classica citocina T-helper 1 (ou Th1l), na inflamagé&o do
tecido adiposo; e 2) estudar mecanismos de acumulo das células T no tecido
adiposo na obesidade, particularmente a participacdo do receptor CXCR3
nesse processo. Experimentos de citometria de fluxo mostraram que o tecido
adiposo visceral de camundongos C57BL/6 obesos apds consumo de dieta rica
em gorduras apresentou maior numero de macréfagos e também de células T,
CD4" e CD8"*, em comparacdo a controles que receberam dieta pobre em
gorduras. A expresséo de I-A°, marcador do complexo de histocompatibilidade
principal classe Il (MHC Il) murino, também foi maior no tecido adiposo dos
animais obesos, sugerindo a presenca local da atividade de apresentacao de
antigeno e ativagdo das células T. Quando estimuladas in vitro, células T
derivadas do tecido adiposo de camundongos obesos produziram mais IFNy do
que aquelas isoladas de controles, novamente sugerindo a ativacdo dessas
células em um contexto de obesidade. Na analise das possiveis fungbes do
IFNy no tecido adiposo, a estimulacdo da linhagem de células 3T3-L1
diferenciadas em adipdcitos com IFNy recombinante resultou na producao
aumentada de quimiocinas de macréfagos, como a proteina quimiotatica de
mondécito (MCP-1), e de quimiocinas de células T, como a proteina 10 induzida
por IFNy (IP-10) e monocina induzida por IFNy (MIG). A estimulagdo de
adipécitos com o sobrenadante de células Thl cultivadas in vitro, com
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abundante concentragcdo de IFNy, também levou a produ¢do aumentada de IP-
10. Em analise mais ampla, através de microarray, dos possiveis efeitos do
IFNy na expressao génica de adipdcitos, o tratamento dessas células com 100
U/ml de IFNy resultou na expressao aumentada de diversas quimiocinas e seus
receptores em comparacdo ao grupo tratado com placebo. Similarmente a
estimulacado de células isoladas com IFNy, a incubacido de tecido adiposo ex
vivo de camundongos com essa citocina também resultou em secrecéo
aumentada de IP-10, MIG e fator de necrose tumoral alfa (TNFa). A
investigacdo do papel do IFNy na inflamagcdo do tecido adiposo in vivo
envolveu camundongos com deficiéncia de IFNy e controles, ambos os grupos
submetidos a dieta rica em gorduras (obesos) ou pobre em gorduras (néo-
obesos). Camundongos obesos deficientes em IFNy apresentaram expressao
reduzida de mRNA de genes inflamatorios como TNF-a e MCP-1 no tecido
adiposo; acumulo local reduzido de macréfagos; e maior tolerancia a glicose
em comparagdo aos controles sob mesma dieta. Animais com deficiéncia de
apolipoproteina E (ApoE) e também do receptor de IFNy também apresentaram
em seu tecido adiposo a expressao reduzida de mRNA de genes inflamatérios,
particularmente relacionados as células T, como IP-10, MIG, e o receptor
CXCR3, em comparacdo aos controles com deficiéncia Unica de ApoE.
Resultados in vitro e in vivo sugerem conjuntamente um importante papel do
IFNy, e portanto, das células T e da imunidade adaptativa, na rede inflamatéria
do tecido adiposo na obesidade, com consequente impacto metabdlico
sistémico. A presenca de células T ativadas no tecido adiposo e seu acumulo
diferencial na obesidade motivaram também a pesquisa de potenciais
mecanismos quimiotaticos reguladores desse processo. CXCR3, receptor das
guimiocinas de células T, IP-10, MIG e quimiocina alfa de células T IFNy-
induzida (I-TAC), é expresso preferencialmente em células T ativadas, e detém
papel central na migracdo dessas células em outras condi¢des inflamatérias
cronicas, como a aterosclerose. Em camundongos com deficiéncia de CXCR3
e que receberam dieta rica em gorduras por 8 ou 16 semanas, o tecido adiposo
apresentou significativamente menos células T, incluindo as células CD4" e
CD8", em comparagdo a controles submetidos a mesma dieta. Os nimeros
similares de células T e outras populacdes de leucécitos no baco e sangue
periférico dos animais deficientes em CXCR3 e controles fortalecem o conceito
de um efeito do CXCR3 sobre o acumulo de células T no tecido adiposo,
independentemente do nuamero de células circulantes e periféricas. Os
camundongos deficientes em CXCR3 apresentaram também maior tolerancia a
glicose e expresséo reduzida de mRNA de mediadores inflamatérios em seu
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tecido adiposo em comparacao aos controles apdés 8 semanas de dieta rica em
gorduras. No entanto, a diferenca na tolerancia a glicose entre os dois grupos
tornou-se ndo significativa apos 16 semanas de dieta gordurosa, coincidindo
com reducdo substancial na expressdo de mMRNA de mediadores anti-
inflamatorios (como interleucina-10 [IL-10] e Arginase 1), e numero reduzido de
células T regulatérias no tecido adiposo de camundongos deficientes em
CXCR3 em relacdo a controles. Esses resultados sugerem que o CXCR3 é
capaz de regular o acumulo de células T de diferentes subtipos, com perfil
proinflamatdrio ou anti-inflamatoério. Em conclusdo, nossos resultados revelam
um importante papel da citocina Th1 IFNy na rede inflamatéria do tecido
adiposo na obesidade em camundongos, sugerindo a participagao fundamental
das células T e portanto, da imunidade adaptativa nesse cenério. Além disso, o
receptor CXCR3 contribui significativamente para o acumulo das células T,
incluindo as células T regulatérias, no tecido adiposo desses animais.

Descritores: Obesidade, tecido adiposo, inflamacéo, linfécitos T, células Thl,
interferon gama, macréfagos, receptores CXCR3, glucose/metabolismo,
experimentacéo animal.
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Rocha VZ. Evaluation of the Role of Adaptive Immunity in Obesity — Study in
Animals. (thesis). Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2014.

The gradual and recent development of a worldwide epidemic of obesity greatly
leveraged the study of this condition and its metabolic comorbidities. In the
pathophysiologic context, multiple studies have demonstrated increased
expression of inflammatory mediators in adipose tissue of obese animals and
humans, the local macrophage accumulation, and a central role of inflammation
in the imbalance of local or systemic metabolic homeostasis in obesity. The
concept of an active role of macrophages and thus of innate immunity in the
inflammatory network of adipose tissue, suggested the hypothesis that, similar
to other chronic inflammatory conditions such as atherosclerosis, obesity also
count on the participation of important elements of adaptive immunity such as T
cells and their cytokines in its pathophysiology. Based on these considerations,
the main objectives of this study were: 1) to evaluate the presence of T cells
and the role of interferon-gamma (IFNy), classic T-helper 1 (Th1) cytokine, in
adipose tissue inflammation, and 2) to study mechanisms of T cell accumulation
in adipose tissue in the context of obesity, particularly the involvement of
CXCRS receptor in this process. Flow cytometry experiments showed that the
visceral fat tissue of C57BL/6 obese mice fed a high fat diet showed a greater
number of macrophages and also T cells, including CD4" and CD8" cells,
compared to controls fed a low-fat diet. The expression of I-A?, murine marker
of class Il major histocompatibility complex (MHC Il), was also higher in adipose
tissue of obese animals, suggesting the presence of local antigen presentation
and consequent T cell activation. When stimulated in vitro, T cells derived from
adipose tissue of obese mice produced more IFNy than those isolated from
controls, again suggesting the activation of these cells in the context of obesity.
In the analysis of possible functions of IFNy in adipose tissue, stimulation of
3T3-L1 cells differentiated into adipocytes with recombinant IFNy resulted in
enhanced production of macrophage chemokines, such as monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1) and T-cell chemokines, such as interferon
gamma-induced protein 10 (IP-10) and monokine induced by gamma interferon
(MIG). The stimulation of adipocytes with the supernatant of in vitro cultured
Thl cells, with abundant levels of IFNy, has also led to increased IP-10
production. In a broader analysis, by microarray, of the possible effects of IFNy
on adipocyte gene expression, treatment of these cells with 100 U/ml of IFNy
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resulted in increased expression of several CC and CXC chemokines and their
receptors in comparison to the placebo group. Similarly to the stimulation of
isolated cells with IFNy, incubation of ex vivo adipose tissue with this cytokine
also resulted in increased IP-10, MIG and tumor necrosis factor alpha (TNFa)
secretion. The investigation of the role of IFNy in adipose tissue inflammation in
vivo involved mice with deficiency of IFNy and controls, both groups consuming
either a high-fat diet (obese) or a low-fat diet (lean). Obese IFNy-deficient mice
showed reduced mRNA expression of inflammatory genes such as TNFa e
MCP-1 in adipose tissue, reduced local accumulation of macrophages, and
better glucose tolerance compared to animals on the same diet. Mice with ApoE
and IFNy receptor double deficiency also showed reduced adipose tissue
MRNA expression of inflammatory genes, particularly T cell-related genes, such
as IP-10, MIG, and CXCR3, compared to controls with single ApoE deficiency.
In vitro and in vivo results together suggest an important role of IFNy, and
therefore implications for T cells and adaptive immunity in the inflammatory
network of adipose tissue in obesity. The presence of activated T cells in
adipose tissue and its differential accumulation in obesity also motivated the
search for potential chemotactic mechanisms that may regulate this process.
CXCRS3, chemokine receptor for IP-10, MIG and interferon-inducible T-cell
alpha chemoattractant (I-TAC), is predominantly expressed on activated T cells
and has a central role in T cell migration in other chronic inflammatory
conditions such as atherosclerosis. CXCR3-deficient mice on high-fat diet for 8
or 16 weeks, had significantly less adipose tissue T cells, including CD4" and
CD8" cells, compared to controls on the same diet. Similar numbers of T cells
and other leukocyte populations in the peripheral blood and spleen of CXCR3-
deficient mice and controls strengthened the concept of a CXCR3 effect on T
cell accumulation in the fat tissue, regardless of the number of circulating and
peripheral cells. CXCR3-deficient mice also had better glucose tolerance and
reduced mRNA expression of inflammatory mediators in their adipose tissue
compared to controls after 8 weeks of high-fat diet. However, the difference in
glucose tolerance between the two groups became non-significant after 16
weeks of high-fat diet, coinciding with a substantial reduction in the mRNA
expression of anti-inflammatory mediators (such as interleukin-10 [IL-10] and
arginase 1) and also a reduced number of regulatory T cells in the adipose
tissue of CXCR3-deficient mice compared to controls. These results suggest
that CXCR3 is able to regulate the accumulation of various subtypes of T cells,
with either proinflammatory or anti-inflammatory profile. In conclusion, our
results reveal an important role of the Thl cytokine IFNy in the inflammatory


http://en.wikipedia.org/wiki/Chemoattractant
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network of adipose tissue in obesity in mice, suggesting a key role of T cells
and therefore of adaptive immunity in this scenario. The CXCR3 receptor
contributes significantly to the accumulation of T cells, including regulatory T
cells in the adipose tissue of these animals.

Descriptors: Obesity, adipose tissue, inflammation, T lymphocytes, Thl cells,
interferon gamma, macrophages, CXCR3 receptors, glucose/metabolism,
animal experimentation.
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O recente desenvolvimento de uma pandemia mundial de obesidade
tem sido alvo de grande preocupacdo e interesse da comunidade cientifica.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2008, mais de
1,4 bilhdo de adultos eram portadores de sobrepeso e mais de 500 milhdes
eram obesos. A prevaléncia de obesidade praticamente dobrou entre 1980 e
2008. Em 2010, o numero de criancas com idade inferior a 5 anos e portadoras
de sobrepeso no mundo foi estimado em mais de 40 milhdes, sendo
aproximadamente 35 milhdes residentes em paises em desenvolvimento. A
prevaléncia da obesidade infantil vem se expandindo em velocidade alarmante,
tornando esse problema um dos maiores e mais sérios desafios em saude
publica do século atual®?.

As estatisticas atuais acerca do sobrepeso e da obesidade sao
altamente preocupantes e podem significar gigantesco 6nus a sociedade,
considerando-se a forte associacdo entre essas condi¢cdes e grande numero de
doencas crbnicas, como o cancer, o diabetes e doencas cardiovasculares.
Diversos estudos ja demonstraram que tanto a obesidade global quanto a
obesidade abdominal estdo independentemente associadas a doenca
cerebrovascular®® e a doenca coronaria® ® 9. Além disso, o sobrepeso e a
obesidade também se associam a mortalidade geral aumentada. Os estudos
que avaliaram a correlacdo entre indice de massa corporea (IMC) e
mortalidade sdo em grande proporcdo marcados por resultados conflitantes,

com alguns trabalhos inclusive sugerindo que o sobrepeso é benéfico. Essas

inconsisténcias parecem derivar de fatores de confusdo, como o tabagismo,
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presenca de doencas consumptivas, diferencas de idade, tempo de
seguimento, entre outros. Amplas metanalises recentes, envolvendo diversos
estudos prospectivos e grande numero de individuos, permitem avaliacdo mais
detalhada de todas essas questdes com conclusdes provavelmente mais
precisas. O Prospective Studies Collaboration avaliou a associacao entre IMC e
mortalidade em 900.000 individuos e concluiu que tanto o sobrepeso quanto a
obesidade se associam com aumento da mortalidade por todas as causas,
sendo o IMC 6timo entre 22,5 e 25,0 (Kg/m?)™Y. Em outro estudo, avaliou-se a
associacdo entre IMC e mortalidade geral em metanalise com 19 estudos
prospectivos, incluindo 1,46 milhdo de adultos (brancos) e mais de 160.000
mortes™®. Em concordancia com o Prospective Studies Collaboration, esse
estudo concluiu que sobrepeso e obesidade (e possivelmente baixo peso) se
associam com aumento da mortalidade por todas as causas em individuos
aparentemente saudaveis e que nunca fumaram®?.

O sobrepeso e a obesidade também estdo associados a risco
aumentado de vérias outras comorbidades, como osteoartrite, depresséao, gota,
esteatose hepatica, varias neoplasias, além de fatores de risco para doencas
cardiovasculares, como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial,

dislipidemia e apnéia obstrutiva do sono™®® ¥,
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1.1 Sobrepeso e Obesidade — Defini¢cdes

Sobrepeso e obesidade sao condi¢des caracterizadas por adiposidade
excessiva. A medida antropométrica mais comumente utilizada para a definicdo
de sobrepeso e obesidade em humanos adultos é o IMC, definido como o peso
do individuo (em quilogramas) dividido por sua altura ao quadrado (em metros).
O individuo com IMC entre 25,0 e 29,9 Kg/im? é geralmente considerado como
portador de sobrepeso, e aquele com IMC = 30,0 Kg/m? é considerado obeso™.
Apesar do IMC se correlacionar bem com a gordura corporal no ambito
populacional, existe grande heterogeneidade individual quanto a quantidade de
gordura corporal e o risco de comorbidades diante de um determinado IMC®.
Tal heterogeneidade deriva em grande parte de caracteristicas como idade,
sexo, etnia e genética, que se associam a diferencas na composicao corporal e
na distribuicdo da gordura corporal. A observacdo de que medidas
antropomeétricas como a circunferéncia abdominal e a razdo cintura-quadril,
utilizadas como indices de acumulo de gordura abdominal e obesidade central,
se associam a risco aumentado de eventos cardiovasculares*®, fortaleceu a
hipotese da relevancia da distribuicdo corporal da gordura em relacdo a
quantidade de gordura per se.

A introducdo de meétodos de imagem como a tomografia
computadorizada (TC) forneceu subsidios sofisticados para analise ainda mais
precisa da contribuicdo do acumulo regional de gordura. Estudos que mediram
o tecido adiposo subcutaneo e o tecido adiposo visceral na regido abdominal
através de TC mostraram que o0 excesso de tecido adiposo visceral se associa

mais fortemente a anormalidades metabdlicas e a eventos cardiovasculares®®

18)
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1.2 Fisiopatologia da Obesidade — Bases Inflamatorias

1.2.1 A obesidade como doenca inflamatoria e o tecido adiposo como

orgao endocrino

O crescimento da obesidade em todo o mundo vem estimulando
significativamente o estudo dessa condicdo e de suas complicacdes,
desafiando conceitos outrora consolidados. Em 1993, Hotamisligil e
colaboradores demonstraram expressdao aumentada de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) no tecido adiposo de roedores obesos em relacédo a
controles ndo-obesos, e melhora da tolerancia a glicose apés neutralizacdo do
TNF-a nesse animais, achado que consistiu no primeiro indicio claro de
conexdo entre obesidade, inflamacdo e diabetes®™. O TNF-a é uma citocina
proinflamatdria capaz de ativar cascatas intracelulares que culminam com a
inibicdo da acéo da insulina, como sera explicado adiante. Em modelos animais
de obesidade, a auséncia de TNF-a resulta em melhora da homeostase
glicemica e aumento da sensibilidade & insulina®, fortalecendo a hipétese de
que a inflamacgéo apresenta importante papel na regulacéo da acdo da insulina
na obesidade. O TNF-a também apresenta maior expressao no tecido adiposo

st 2 além de induzir resisténcia a

e musculos de seres humanos obeso
insulina quando infundido em humanos®. A constatacéo do envolvimento do
TNF-a na fisiopatologia da obesidade e de suas complicacbes metabdlicas

contrariou 0 mero conceito de doenca de deposito lipidico inerte conferido a

obesidade®®, inaugurando o estudo de imensa gama de outros mediadores
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inflamatorios e hormonais no tecido adiposo em contexto de adiposidade
excessiva®,

Dentre os hormoénios secretados pelo tecido adiposo, destacam-se a
leptina e a adiponectina. A leptina € um horménio predominantemente
secretado por adipdécitos, com niveis circulantes proporcionais a adiposidade
corporal, com regulacdo pelo estado nutricional do individuo®®. No periodo
pos-prandial, os niveis de leptina se elevam, e através de acao central, inibem
0 apetite, e por acao tiroidiana, estimulam a termogénese e oxidac¢ao de acidos
graxos. Em situacdo de jejum, os niveis de leptina caem, e assim, o apetite
aumenta e a termogénese fica limitada. Diferentemente de alguns modelos
murinos de obesidade, caracterizados por deficiéncia de leptina ou mutacéo do
receptor de leptina, a obesidade em humanos raramente se associa a esses
defeitos genéticos, associando-se frequentemente a um quadro de resisténcia
a leptina®®”.

A adiponectina € secretada por adipOcitos e se encontra presente em
altos niveis na circulacdo®®. Suas concentracdes plasmaticas apresentam
relacdo inversa com o grau de obesidade, resisténcia insulinica e
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2?° 3%, A adiponectina também
apresenta diversas funcbes antiaterogénicas na parede vascular, como
diminuicdo da expressao de moléculas de adeséo e inibicdo da transformacéao

31, 32)

de macréfagos em células espumosas ¢ . Camundongos ateroscleroticos

deficientes em apolipoproteina E (ApoE) e tratados com adenovirus destinado

ao aumento da expressdo de adiponectina apresentaram reducdo da

(33)

aterosclerose em relacdo aos controles Diferentes estudos também
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demonstraram relacdo inversa entre niveis de adiponectina e eventos
cardiovasculares®?.

Além de horménios, o tecido adiposo também €& capaz de produzir
inimeros mediadores inflamatérios, como o ja mencionado TNF-a, a proteina
quimiotatica de mondcito (MCP-1) e a interleucina-6 (IL-6), entre outros ©®,

conforme tabela abaixo.
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Tabela 1. Adipocitocinas

Fatores Status na obesidade Comentérios
Modula a ingesta alimentar e o gasto

Leptin T energeético; obesidade caracterizada por
resisténcia a leptina.

Anti-inflamatoria, anti-diabética e anti-

Adiponectin N aterogénica.

Induz resisténcia insulinica. Em

Resistin T humanos, produzida principalmente por
macréfagos.

Produzida pelo figado e adipdcitos.

RBP4 0 Niveis elevados se associam a
resisténcia insulinica.

Visfatina 0 Possivel efeito insulino-mimético

TNF-a 0 Primeira citocina identificada no tecido
adiposo de camundongos. Induz
resisténcia insulinica.

IL-6 0 Apesar do aumento de sua expressao
no tecido adiposo de animais e
humanos obesos, seu papel no
metabolismo  glicémico permanece
indefinido.

Pode induzir aumento de inflamag&o no

MCP-1 0 tecido adiposo e resisténcia insulinica,
mas ha resultados conflitantes.

A secrecdo por adipdcitos € regulada
aP2 T por lipdlise. A neutralizacdo da aP2

melhora o metabolismo glicémico.

Possivel associacao com a
PAI-1 T hipercoagulabilidade da obesidade

Adaptado de Rocha VZ, Libby P. Thyroid. 2008 Feb; 18(2):175-83

RBP4: proteina ligante de retinol 4; TNF-o: fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina-6;
MCP-1: proteina quimiotatica de mondcito 1; aP2: proteina do adipécito 2; PAI-1: inibidor do
ativador de plasminogénio-1

Investigando a fonte celular de citocinas e quimiocinas no tecido

adiposo, trabalhos mais recentes apontam que os adipécitos ndo atuam

isoladamente na producao local de mediadores inflamatorios, contando com a
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participacdo fundamental de macréfagos nessa atividade® 3. Essas células
se acumulam no tecido adiposo de animais e humanos obesos, participando da
secrecdo local de citocinas e quimiocinas importantes, e assim gerando e
amplificando o processo inflamatorio local, e facilitando a génese da resisténcia
insulinica relacionada & obesidade®” %)

Os macréfagos podem apresentar heterogeneidade significativa em
sua funcdo, a depender de fatores locais capazes de estimular programas
distintos de ativacdo, com diferentes perfis de mediadores inflamatérios,
marcadores de superficie e enzimas metabélicas®?. Estudos in vitro definiram
a existéncia de dois polos de ativacdo de macrofagos denominados M1 e M2.
In vivo, os macrofagos teciduais provavelmente assumem estados de ativacéo
intermediarios entre os polos M1 e M2. Os macréfagos M1 ou macréfagos
“classicamente ativados” séo induzidos por mediadores proinflamatérios, como
interferon-gama (IFN-y) e apresentam producdo aumentada de citocinas
proinflamatérias (como o TNF-a) e espécies reativas de oxigénio (como oxido
nitrico [NO])®®. Ja os macréfagos M2, ou “ativados por via alternativa”, sdo
induzidos por outras citocinas como as interleucinas-4 e 13 (IL-4 e IL-13), e
apresentam um perfil com expressédo significativa de mediadores anti-
inflamatérios, como a interleucina-10 1L-10%% 49, Os macréfagos M2 também
apresentam producdo aumentada de arginase, que pode competir com a
arginina, necessaria para a producédo de NO. A evidéncia atual sugere que 0s
macrofagos M2 participam da supressdao de respostas inflamatorias e
promocao do reparo tecidual.

Dados recentes ja demonstraram que no tecido adiposo, 0s

macrofagos também sdo heterogéneos. Lumeng e colaboradores encontraram
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em camundongos com obesidade induzida por dieta hipercalérica uma
populacdo de macréfagos diferente da encontrada em camundongos nao-
obesos™). Macréfagos no tecido adiposo de animais ndo-obesos expressavam
diversos genes caracteristicos de macrofagos M2, como arginase-1 e IL-10. Ja
0os macréfagos no tecido adiposo de camundongos obesos apresentavam
menor expressdo dos genes anteriores e maior expressdo de genes
caracteristicos de macréfagos M1, como por exemplo o TNF-a®V.

Com base em todas essas constatacbes, a obesidade vem
conquistando um status de doenca inflamatoria cronica. Essa hipétese ganhou
ainda mais forca com a publicacdo de trabalhos que avaliaram o efeito da
deficiéncia de genes inflamatérios sobre as complicacbes metabdlicas da
obesidade. Além do TNF-a, a supressao e/ou delecdo de genes inflamatorios
como a MCP-1“? e integrantes da cascata inflamatéria intracelular, como as
quinases 1kB (IKK)“*® e Jun N-terminal (JNK)“¥ podem amenizar ndo apenas a
inflamacéo local, como também apresentar efeito sistémico, com melhora da
tolerancia a glicose e reducdo da resisténcia insulinica em camundongos
obesos, fortalecendo a hipotese inflamatoria na fisiopatologia das complicacdes

metabolicas da obesidade.
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1.2.2 Possiveis elos fisiopatoldgicos entre inflamacédo e resisténcia

insulinica

A insulina promove a entrada celular de glicose através da ligacdo ao
seu receptor na superficie de células responsivas. Resumidamente, mediante a
ligacdo da insulina ao seu receptor, integrantes da familia dos chamados
substratos do receptor de insulina (IRS) se tornam fosforilados em seus
residuos de tirosina. Esse processo desencadeia etapas seguintes de
sinalizacdo, resultando em translocacdo do transportador de glicose tipo 4
(GLUT-4) intracelular para a membrana celular, culminando dessa forma, com
o transporte de glicose para dentro da célula. Por outro lado, quando a
fosforilacdo de IRS-1 ocorre em residuos de serina especificos, a associacéo
normal entre o receptor de insulina e o IRS-1 pode ser impedida, inibindo assim
a sinalizacdo promovida pela insulina. A presenca de mediadores inflamatérios
como o TNF-a ou de niveis séricos elevados de acidos graxos livres pode
ativar cascatas inflamatorias intracelulares envolvendo serina-quinases como
JNK e IKK, que fosforilam residuos de serina do IRS-1, prejudicando a
sinalizacdo pela insulina, e portanto, inibindo sua acdo™*”. A inducédo de
resisténcia insulinica pela sinalizacao inflamatoéria caracteriza o importante elo
entre inflamagé&o e resisténcia insulinica, consistindo em um dos mecanismos
que explicam o dismetabolismo glicémico na presenca de uma condicdo

inflamatoria crénica como a obesidade.
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1.2.3 Analogia entre aspectos inflamatérios da aterosclerose e da

obesidade

A influéncia da inflamacao na obesidade parece recapitular importantes
aspectos fisiopatolégicos de outras condicfes inflamatorias crénicas, como a
aterosclerose. O processo aterosclerdtico € hoje sabidamente inflamatorio em
todas as suas fases, desde a formacao de uma “estria gordurosa” (do inglés,
fatty streak) até a complicacdo trombotica do ateroma, base fisiopatolégica das
sindromes isquémicas agudas. O envolvimento da inflamacédo na aterosclerose
se baseia principalmente na ativacdo dos dois bracos da imunidade, inata e
adaptativa®®.

A imunidade inata consiste na primeira e rapida linha de defesa do
organismo e envolve Varios tipos celulares, principalmente macréfagos®®. Os
macrofagos expressam receptores que reconhecem ampla gama de perfis
moleculares comumente encontrados em patdgenos. Esses receptores incluem
receptores scavengers®”, que induzem a endocitose e degradacdo de
particulas, e os receptores Toll-like (TLRs)®Y, capazes de ativar vias
inflamatorias intracelulares, como a via do fator nuclear kappa B (NF-kB) e a
via da proteina kinase mitdgeno-ativada (MAPK), induzindo a expressao de
genes envolvidos em producéo de citocinas, recrutamento celular, geracao de
radicais livres e em fagocitose.

Na aterosclerose, os macréfagos representam importante elemento de
amplificacdo da resposta inflamatéria e progressdo da placa. Apdés a

internalizacdo de lipoproteinas oxidadas através de receptores scavengers, 0S

macrofagos se tornam células espumosas e podem interagir com células T
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através de apresentacdo de antigeno. Por outro lado, os TLRs podem
promover uma resposta inflamatoria diretamente. Na placa aterosclerotica, a
resposta a ligacdo ao TLR no macrofago provavelmente envolve a producéo de
citocinas inflamatérias e metaloproteinases e de radicais livres de oxigénio.
Embora os macrofagos sejam a grande maioria das células
inflamatorias da placa aterosclerética, os linfocitos, células da imunidade
adaptativa, contribuem decisivamente para a evolucdo do ateroma®* 59, A
imunidade adaptativa reconhece estruturas moleculares especificas e gera
uma resposta inflamatdria mais precisa do que o brago inato da imunidade.
Nesse cenario, células T CD4" através dos chamados receptores de células T
(TCR) reconhecem antigenos a elas apresentados pelas chamadas células
apresentadoras de antigenos (como macréfagos e células dendriticas) via
complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC II). A partir da
apresentacdo de antigeno via MHC Il a uma célula T, ela pode assumir
fendtipos distintos de ativacdo, e assim expressar diferentes perfis de citocinas.
Na placa aterosclerética, embora menos numerosos, os linfécitos T sdo
capazes de regular a resposta inflamatoria inata, e portanto as fun¢des dos
macréfagos ali presentes, contribuindo para a progressao da lesgo®” %* %9 Em
camundongos com deficiéncia de ApoE (e portanto, propensos a
aterosclerose), e também imunodeficientes, observou-se redugdo significativa
da doenca em relacdo aos ApoE™ imunocompetentes. A transferéncia de
células T CD4" aos ApoE” imunodeficientes aumentou substancialmente as
lesdes ateroscleréticas®®, sugerindo a grande relevancia dessas células na

aterogénese.
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Em geral, as células T podem migrar para o interior da placa
aterosclerotica, apds contato inicial com antigenos apresentados por células
dendriticas em linfonodos locais. Sua entrada no ateroma se faz atraves de
diferentes quimiocinas, como o trio monocina induzida por interferon-gama
(MIG) (ou CXCL-9), proteina induzida por interferon-gama (IP-10) (ou CXCL-
10) e quimiocina alfa de célula T induzida por interferon (I-TAC) (ou CXCL-11),
interagindo com seu receptor comum, CXCR3®". No interior da placa, as
células T podem interagir com macréfagos atravées de apresentacdo de
antigeno, diferenciando-se em subtipos com perfis distintos de producdo de
citocinas, sendo os mais classicos o T-helper 1 (Thl), representado por
citocinas proinflamatérias potentes, como o TNF-a e o IFN-y, e o T-helper 2
(Th2), representado por citocinas como a IL-4 e IL-13%% %9 Geralmente, em
placas ateroscleréticas de camundongos e humanos, predomina o perfil Thl da
resposta imune adaptativa®®.

O IFN-y, uma das mais representativas citocinas Th1, é capaz de
aumentar a capacidade de macréfagos e células endoteliais de apresentar
antigenos, e estimular a producdo de mediadores inflamatorios como TNF e

interleucina-1©®.

Essas citocinas agem sinergicamente e amplificam a
inflamacé&o, promovendo a producdo de outros mediadores inflamatérios por
macrofagos e células vasculares. Essas atividades em geral sao pro-
aterogénicas. De fato, camundongos ApoE™ com deficiéncia de IFN-y ou do
seu receptor apresentam reducdo significativa do desenvolvimento de
aterosclerose®® 9,

As placas aterosclerdticas também apresentam citocinas com

propriedades anti-inflamatorias e antiaterogénicas, como a interleucina-10 (IL-
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10) e o fator de transformacdo do crescimento (TGF-R), secretadas
predominantemente pelas chamadas células T regulatérias (Treg)®’. As
chamadas Treg sdo capazes de suprimir células efetoras Thl e a inflamacao
na placa aterosclerdtica. As células Treg séo classicamente representadas por
células CD4'CD25" que amadurecem no timo. Além disso, as células Treg
expressam especificamente FoxP3, fator de transcricdo da familia forkhead,
gue desempenha um papel fundamental na sua atividade supressiva. Embora
as células Treg naturais sejam geradas durante o desenvolvimento do timo,
elas também podem ser induzidas perifericamente durante as respostas
imunes. Varios estudos tem demonstrado a presenca de células Treg em
placas ateroscleréticas de camundongos e humanos ©?. Extensa pesquisa
também abordou o papel das células Treg na aterogénese utilizando diferentes
estratégias, incluindo a deplecdo destas células por abordagens genética ou
mediada por anticorpos, e de enriquecimento das células Treg por
transferéncia adotiva. Ait-Oufella e colaboradores usaram algumas dessas
abordagens experimentais e modelos distintos de camundongos para
demonstrar um papel protetor das células Treg no desenvolvimento da
aterosclerose ©3 59,

Os possiveis mecanismos subjacentes a atividade ateroprotetora das
células Treg sao varios, incluindo tanto a producdo de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10 e o TGF-B, quanto mecanismos dependentes do
contato intercelular ©2.

Embora crucial na fisiopatologia da aterosclerose e de outras doencas
inflamatorias cronicas, o papel dos linfécitos T na inflamacgé&o do tecido adiposo

na vigéncia de obesidade foi ainda pobremente explorado. Wu e colaboradores
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revelaram numero superior de células T no tecido adiposo de camundongos
obesos em comparacdo aos respectivos controles nao-obesos®. Além disso,
Kintscher demonstrou o paralelismo entre o surgimento de resisténcia
insulinica e o acumulo de células T no tecido adiposo visceral de camundongos
que receberam dieta rica em gorduras®®. Nesses animais, apés 5 semanas de
dieta rica em gorduras, houve reducdo substancial da sensibilidade a insulina,
coincidindo com a presenca de linfécitos T, mas ndo de macrofagos, no tecido
adiposo visceral®®. Os macréfagos foram detectados no tecido adiposo apenas
apos 10 semanas de dieta. A presenca precoce dos linfécitos T no tecido
adiposo concomitante com a deteccdo de resisténcia insulinica sugere um
papel central dessas células na coordenacédo da rede inflamatéria do tecido
adiposo e subsequente desenvolvimento do quadro metabolico®). Em
humanos, a expressdo de mRNA de células CD3-positivas (representando
linfécitos T) e de IFN-y em bidpsias de tecido adiposo de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 se correlacionou significativamente com a
circunferéncia abdominal, sugerindo possivel associacdo de resisténcia
insulinica em diabéticos com actimulo de células T no tecido adiposo®©®.
Apesar da evidéncia do acumulo de células T no tecido adiposo
visceral de camundongos obesos em comparacdo aos ndo-obesos e da
possivel implicacdo dessas células nas complicacbes metabdlicas associadas
a obesidade, a real atuacdo da imunidade adaptativa e particularmente de
citocinas Thl como o IFN-y, no circuito inflamatério do tecido adiposo ainda

nao é conhecida.
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1.2.4 Possiveis mecanismos de acumulo das células inflamatérias no

tecido adiposo na obesidade

A demonstracéo da importancia de macréfagos na inflamacéo do tecido
adiposo em individuos obesos, seguiram-se estudos que delinearam o0s
mecanismos de acumulo local dessas células. Reconhecido produtor de MCP-
1, o tecido adiposo secreta quantidades ainda mais abundantes desta
guimiocina na presenca de obesidade, sugerindo-se a participacdo da MCP-1
no recrutamento local de células inflamatérias nesse contexto. De fato, alguns
estudos mostraram que animais obesos com deficiéncia de MCP-1 ou de
CCR2, receptor de MCP-1, apresentam numeros reduzidos de macréfagos no
tecido adiposo e maior sensibilidade a insulina quando comparados aos
controles“? ®”, sugerindo o envolvimento da dupla MCP-1 e CCR2 no trafego
celular local, e também no metabolismo sistémico de glicose. Por outro lado, os
mecanismos que controlam o trdfego de células T no tecido adiposo
permanecem pouco explorados. O aumento da expressao da quimiocina
RANTES (CCL5) e de seu receptor CCR5 no tecido adiposo obeso de
camundongos e seres humanos sugere a participacdo de ambos no transito
local de linfécitos T, mas tal hipétese ainda requer evidéncia definitiva. Além
disso, é interessante lembrar que RANTES é capaz de recrutar ndo apenas
células T, mas também células dendriticas, células natural killer (NK),
mastécitos, eosindfilos e basdfilos para sitios de inflamacéo e infeccdo®®. Em
contrapartida, células efetoras Thl e células T CD8 expressam seletivamente o
receptor de quimiocina CXCR3, que como ja foi anteriormente mencionado, é

especifico para as quimiocinas MIG, IP-10 e I-TAC. Aumento da expressdo de
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CXCRS3 e seus ligantes ocorre em vasta gama de condi¢cBes infecciosas e
inflamatérias, incluindo a aterosclerose®”. Animais com deficiéncia de ApoE e
com delecdo de CXCR3 ou de IP-10 desenvolvem significativamente menos
aterosclerose do que animais com deficiéncia tnica de ApoE®® 7. Tratamento
com antagonista de CXCR3 (NBI-74330) reduz a formacdo de placa
aterosclerotica em associacdo com menor acumulo de células T efetoras e
também de macréfagos em lesbes de camundongos ateroscleroticos
deficientes em receptor de LDLYY. Com base nessas varias observacoes, é
razoavel supor que CXCR3 e seus ligantes também desempenhem papel

importante no acumulo de células T no tecido adiposo na obesidade.



2  Objetivos
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2.1

2.2

Analisar a participagdo de células T, e mais especificamente da
citocina Thl IFN-y na rede inflamatdria do tecido adiposo de

camundongos obesos.

Avaliar a importancia do receptor de quimiocinas CXCR3 no acumulo

de células T no tecido adiposo de camundongos obesos.



3 Materiais e Métodos
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3.1 Animais

Camundongos machos C57BL/6 (Taconics) e camundongos deficientes
em IFN-y (IFN-y™) (The Jackson Laboratory) receberam uma dieta pobre em
lipides (PicoLab Rodent Chow 5053; 13% de kcal provenientes de lipides)
durante periodo entre o desmame e 6 semanas de idade. A partir dai, os
animais passavam a receber dieta rica em lipides (D12108 from Research
Diets; 40% kcal provenientes de lipides; 1,25% de colesterol), na qual eram
mantidos por 15 a 21 semanas (camundongos obesos). Os controles eram
mantidos em dieta pobre em lipides (controles ndo-obesos).

Camundongos machos com deficiéncia no receptor de IFN-y e
apolipoproteina E (IFNYR”ApoE™) e controles (ApoE™) receberam dieta pobre
em lipides até 8 semanas de idade, quando passaram a receber dieta rica em
lipides por mais 8 semanas.

Na segunda fase do projeto, submetemos camundongos machos
C57BL/6 (The Jackson Laboratory) e camundongos deficientes em CXCR3
(CXCR3") (gentiimente cedidos pelo laboratério do Dr. Andrew Luster) a uma
dieta pobre em lipides (PicoLab Rodent Chow 5053; 13% de kcal provenientes
de lipides) durante periodo entre o desmame e 6-8 semanas de idade. Apos
esse periodo inicial, os animais receberam dieta rica em lipides (D12108 from
Research Diets; 40% kcal provenientes de lipides; 1,25% de colesterol) por 8
ou 16 semanas.

Os modelos de camundongos utilizados estéo representados na tabela
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Tabela 2. Modelos de camundongos utilizados

Camundongos Dieta ap0s Duracéo da Procedimentos Procedimentos
6-8 semanas dieta até o (tecido adiposo) (sangue)
de idade sacrificio
C57BL/6 LF 15 ou 21 Citometria de fluxo
(n&o-obesos) semanas Imunohistoquimica
C57BL/6 HF 15 ou 21 Real-time PCR
(obesos) semanas Cultura organoide e
ELISA
C57BL/6 LF 15 semanas Imunohistoquimica Curva de TOG
(n&o-obesos) Real-time PCR Dosagem de
IFN-y™ LF adiponectina,
(n&o-obesos) leptina e
C57BL/6 HF colesterol
(obesos)
IFN-y” HF
(obesos)
ApoE™” HF 8 semanas Real-time PCR Dosagem de
IFN-yR"ApoE” (obesos) colesterol,
triglicérides, e
glicose
C57BL/6 HF 8e 16 Citometria de fluxo Curva de TOG
CXCR3™ (obesos) semanas Imunohistoquimica Dosagem de

Real-time PCR

adiponectina,
leptina, insulina,
e colesterol

Abreviacdes: LF: low-fat diet (dieta pobre em gordura); HF: high-fat diet (dieta rica em gordura);
TOG, tolerancia oral a glicose

Finalizado o periodo determinado de dieta, os animais eram

sacrificados. No dia do sacrificio, os animais receberam dose intraperitoneal de

heparina e foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (2,5 mg/10 g de peso

corporal). Apos a supressao de seus reflexos profundos pela anestesia, os

animais foram submetidos a pericardiocentese para coleta de 1 ml de sangue,

seguida de amputacdo de é&trio direito e infusdo de salina via ventriculo

esquerdo para lavagem. O procedimento era finalizado apds coleta de tecido

adiposo perigonadal ou outro 6rgao a ser utilizado.
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Todos o0s experimentos envolvendo animais foram realizados de
acordo com o protocolo aprovado pelo Standing Committee on Animals da

Harvard Medical School, Boston, Estados Unidos.

3.2 Analise por citometria de fluxo de células estromais vasculares

derivadas de tecido adiposo

Com o objetivo de quantificar as varias populacbes de células
inflamatorias no tecido adiposo, a citometria de fluxo foi realizada em células
isoladas a partir de tecido adiposo periepididimal de camundongo, em
suspensdao com anticorpos conjugados. Um grama (1 g) desse tecido foi
cortado em pequenos fragmentos e digerido em solucdo de PBS (phosphate
buffered saline) contendo 2% de albumina bovina sérica e 250 U/ml de
colagenase tipo Il (Worthington) por 1 hora a 37°C. O tecido digerido foi
passado por um filtro de 70 um (BD Biosciences), e o filtrado resultante foi
centrifugado. Em seguida, houve aspiracdo do sobrenadante e lise de
hemécias com solu¢cdo ACK (ammonium-chloride-potassium) para lise (Gibco)
através de breve incubacdo por 2 minutos. As células remanescentes
(conhecidas como células estromais vasculares) foram lavadas com meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com soro fetal
bovino a 10%, contadas, e distribuidas em tubos de citometria de fluxo, de
forma que cada tubo tivesse em média 250.000 a 500.000 células. Em seguida,
as células foram incubadas por 10 minutos com Fc Block (Pharmingen) em

solucdo de PBS contendo albumina bovina sérica a 1% (para bloqueio de sitios
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de ligacdo inespecifica), e finalmente marcadas com anticorpos conjugados
para F4/80, CD3, CD4, CD8, CD11c e B220 ou seus respectivos controles em
incubacdo de 30 minutos. Ao final desse processo, as células foram lavadas e
deixadas em solucdo de PBS contendo albumina bovina sérica a 1% e
formalina a 1% para fixagcdo. No dia seguinte, as amostras foram analisadas
através de FACScan.

O baco é importante reservatério de células inflamatdrias. Para
quantificar as varias categorias de células inflamatérias no baco de diferentes
grupos de animais (e assim analisar a influéncia desse 6rgado no pool celular
sistémico), células derivadas do baco (esplendcitos) também foram utilizadas
para analise por citometria de fluxo. Nesse experimento, apOs sacrificio do
animal, o baco foi rapidamente removido e mergulhado em meio gelado. Em
seguida, o tecido foi passado por filtro e processado da forma descrita no
paragrafo anterior. Ao final do procedimento, as células isoladas também foram
marcadas com 0s mesmo anticorpos conjugados e seus respectivos controles,

e analisadas por FACS.

3.3 Analise por imunohistoquimica de células inflamatoérias derivadas

de tecido adiposo

Tecido adiposo periepididimal de camundongos foi fixado em
periodato-lisina-paraformaldeido (como descrito previamente)?, e emblocado
em parafina. Secc¢des de 5 micra foram incubadas com anticorpos derivados de

rato contra CD45, Mac-3, I-A° (BD Pharmingen) e CD3 (Abcam) de
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camundongo, e a seguir incubadas com anticorpos secundarios biotinilados e
finalmente, com complexo avidina-biotina (Vector). A reacdo era visualizada
com 3-amino-9-ethil carbazol (Dako). As seccdes eram submetidas a contra-
coloracdo com solucédo de hematoxilina de Gill (Sigma). Células positivas foram
contadas em 10 campos visuais consecutivos sob a mesma magnificacdo

microscopica.

3.4 Citometria de fluxo com coloracdo intracelular de células

estromais vasculares derivadas de tecido adiposo

Nesse experimento avaliou-se a capacidade de producdo de IFN-y
(frente a estimulos inflamatérios) por células derivadas de tecido adiposo de
animais obesos e controles. NUumeros iguais de células estromais vasculares
isoladas de tecido adiposo periepididimal de camundongos obesos e controles
foram incubadas a 37° C em meio com Brefeldina A (BD Biosciences) a 10
ug/mL (para promover o acumulo de proteinas no reticulo endoplasmético e
inibir a sua secre¢ao) com ou sem 10 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) (Sigma) e 1 pg/mL de ionomicina (Sigma), utilizados para estimulacdo
celular inespecifica e producao de citocinas. Depois de 4 horas de incubacao,
as ceélulas foram marcadas com anticorpos anti-CD3 conjugados (eBioscience),
fixadas e permeabilizadas com kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences),
marcadas com anticorpos anti-IFN-y conjugados (BD Pharmingen), e

analisadas por citometria de fluxo.
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3.5 Cultura e diferenciacéo de células 3T3-L1

Para avaliar a influéncia do IFN-y sobre os adipdcitos, células da
linhagem murina de pré-adipocitos denominada 3T3-L1 foram cultivadas e
transformadas em adipécitos maduros, e a seguir estimuladas com essa
citocina.

Essas células foram cultivadas e diferenciadas ao longo de 11 dias
através de protocolo modificado de estudos anteriores "®. Em linhas gerais, as
células 3T3-L1 foram cultivadas em meio DMEM contendo altos niveis de
glicose e suplementado com 10% de soro fetal bovino. Ap@s atingir confluéncia
(dia 0), as células foram estimuladas com DMEM contendo soro fetal bovino a
10%, 3-isobutil-1-metilxantina (Sigma) a 0,5 mmol/L, dexametasona (Sigma) a
1 umol/L, e insulina porcina (Sigma) a 10 pg/ml, para induzir diferenciacdo. No
dia 2, o meio foi substituido por DMEM suplementado com soro fetal bovino a
10% e insulina porcina a 10 ug/ml, e novamente substituido por meio fresco de
mesma composicdo a cada 48 horas. No dia 11, quando as células ja se
encontravam diferenciadas em adipécitos maduros, foram estimuladas com
IFN-y recombinante de camundongo (Chemicon) a 10, 50, ou a 100 U/ml, e

finalmente coletadas 24 horas apos estimulacéo.
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3.6 Cultura Organdide

Aproximadamente 350 mg de tecido adiposo periepididimal foram
extraidos de animais C57BL/6 recebendo dieta rica em lipides, cortados em
pequenos fragmentos, e incubados com meio de cultura isolado, ou meio
contendo 100 U/ml de IFNy recombinante de camundongo. Apés 6 horas de

incubacédo a 37° C, o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas.

3.7 Efeitos das Células T sobre Adip6citos Maduros

Células T CD4" foram positivamente selecionadas e isoladas de baco
de camundongos C57BL/6, cultivadas e ativadas in vitro. Em linhas gerais,
bacos de 3 animais foram isolados, rapidamente imersos em meio gelado, e
passados contra um filtro de 70 um. O filtrado resultante (contendo as células
esplénicas) foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos, seguindo-se aspiracao
do sobrenadante e lise de hemacias através de breve incubagdo com solugéo
ACK para lise (Gibco). As células foram lavadas em meio fresco e contadas
para serem submetidas a selecéo positiva das células T CD4", e a seguir ao
protocolo de ativacéo.

Uma vez isoladas, as células T CD4" foram cultivadas in vitro com 2
ug/ml de anti-CD28 (Bioexpress) e 10 ng/ml de IL-12 recombinante de

camundongo (R&D Systems) em placa de cultura coberta com 5 ug/ml de anti-

CD3 (BD Pharmingen). Apds 48 horas de incubagéo a 37° C, as células foram
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transferidas para placas frescas e incubadas com 10 U/ml de IL-2
recombinante de camundongo (R&D Systems) por 72 horas. As células foram
entdo lavadas e novamente incubadas em placa coberta com anti-CD3. Apoés
48 horas, meio proveniente da cultura de células T CD4" ativadas foi usado
para estimular células 3T3-L1 previamente diferenciadas, por 24 horas, e na
presenca ou auséncia de anticorpos neutralizantes anti-IFNy na concentracao
de 10 pg/ml. ApoOs estimulacdo, meio proveniente das células 3T3-L1 foi

utilizado para dosagem de citocinas.

3.8 Determinacdes Metabdlicas e Dosagem de Citocinas

As quimiocinas IP-10 e MIG, e a adiponectina foram dosadas através
dos kits de ELISA Quantikine (R&D Systems). Niveis plasméaticos de leptina
também foram medidos através de kit de ELISA (Crystal Chem). As
concentracbes de MCP-1, TNF-a, IL-6, IL-2, e IL-12 foram medidas em
citbmetro de fluxo através do kit BD Cytometric Bead Array (BD Biosciences).
Os niveis plasmaticos de colesterol total e glicose foram determinados por
métodos colorimétricos enzimaticos (Wako).

Para a realizacdo dos testes de tolerancia a glicose, os camundongos
foram mantidos em jejum por 12 horas e a seguir, submetidos a administracao
intraperitoneal de glicose (Sigma) (1mg/g de peso corporal). Sangue coletado a
partir da veia caudal foi utilizado para a medida seriada de glicose atraves de
glucometro capilar (OneTouch Ultra, LifeScan) no minuto O, e aos 20, 40, 60,

90 e 120 minutos que se seguiram a administracao de glicose.
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3.9 Andlise de Perfil de Transcricdo (Microarray)

Células 3T3-L1 diferenciadas foram tratadas com 100 U/ml de IFNy por
4 horas ou 24 horas, ou deixadas sem tratamento durante periodos de mesma
duracédo (controles). RNA total foi isolado de 5 a 6 placas de cultura diferentes
(de ambas as condicfes: tratamento e controle), através de RNeasy Mini Kit
(Qiagen). 10 ug de RNA foram usados no rastreamento de microarray
utilizando-se a membrana Mouse Expression Array 430 2.0 da Affymetrix. Os
dados foram capturados através da utilizacdo do laboratério de sistemas de
manejo de informacdo de membrana genética da Affymetrix. Os critérios
diferenciais de regulacéo pelo tratamento com IFNy basearam-se no valor de t-
statistic > 2 associado a um valor de p < 0.05. Os genes com atividade
quimiotatica foram agrupados através de uma aplicacao d Chip e classificados

de acordo com seus valores de probabilidade no periodo de 24 horas .

3.10 Quantificacdo da Expressao Génica atraves de PCR Quantitativo

Apos isolamento e pesagem do tecido adiposo visceral periepididimal
dos animais, foi realizada separacdo de até 500 mg desse tecido, que foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido, e a seguir conservado a -80°C.

Para extrair o RNA do tecido adiposo, foi utilizado o RNeasy Lipid
Tissue Midi kit (Qiagen). As amostras de tecido adiposo foram mergulhadas em
reagente para lise fornecido pelo fabricante (QIAzol lysis reagent), e a seguir

submetidas a ruptura mecanica através de homogenizador por 60 segundos.
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Apos adicdo de cloroférmio, o homogenato foi entdo separado em fases
aguosa e organica por centrifugacdo. A fase aquosa (superior) foi extraida, e
etanol foi adicionado para permitir condicbes apropriadas de ligacdo. A amostra
foi transferida para a coluna RNeasy fornecida pelo fabricante, em que o RNA
total se liga a membrana, enquanto o fenol e outros contaminantes sé&o
‘lavados”. A digestdo de DNase na prépria coluna também foi realizada,
conforme orientacdes do fabricante. Ao final do procedimento de extracao,
RNA de alta qualidade foi eluido com agua livre de RNase, e conservado a -
80°C. A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliados utilizando-se o
espectrofotometro Nanodrop 1000 UV (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA).

Quantidades iguais de RNA foram submetidas a transcrigcdo reversa
através de Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Resumidamente, 1 micrograma de RNA total de cada
amostra foi utilizado para sintese de cDNA. RNA e primers de oligo-dT foram
incubados por 5 minutos a 65°C para permitir o anelamento dos primers. A
seguir, 0s tubos foram suplementados com uma mistura contendo: tampéao 10x,
DTT 0.1 M, dNTPs 10mM, RnaseOut, e Superscript Il (todos da Invitrogen). O
cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C até sua utilizacao.

O PCR quantitativo foi realizado através do Sistema de Deteccdo de
PCR em Tempo Real MyiQ Single Color (Bio-Rad), utilizando-se SYBR Green
como agente de deteccdo. As sequéncias de primers foram desenhadas
utilizando-se uma biblioteca de design de primers, a Universal ProbeLibrary

Assay Design Center from Roche Applied Science (https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp). As sequéncias de primers utilizados estéo
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listadas em tabela apresentada no anexo A. Os niveis de mMRNA dos varios
genes foram normalizados utilizando-se o0 (gliceraldeido  3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) como controle interno em todos os experimentos.

Os valores foram extraidos das curvas de amplificacédo fornecidos pelo
software do proprio Sistema de Deteccdo de PCR em Tempo Real MyiQ. As
razdes de expressao relativa de cada gene foram calculadas utilizando-se o

programa REST (http://www.gene-quantification.de/rest-2009.html), com

GAPDH como gene de referéncia.

3.11 Calorimetria Indireta, Atividade Fisica, e Ingesta Alimentar

Os camundongos foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais
sob ciclo de 12 horas de luz/escuriddo, com acesso a dieta e agua ad libitum.
As gaiolas apresentavam sistema de controle de temperatura Comprehensive
Laboratory Animal Monitoring System (Columbus Instruments, Columbus, OH,
USA). Os camundongos foram submetidos a monitoramento nédo-invasivo de
troca gasosa, atividade fisica, e ingesta alimentar. indices (ml/kg/h) de
consumo de oxigénio (VO,) e producédo de CO, (VCO,) foram determinados a
intervalos de 11 minutos e normalizados para o peso corporal. Valores de
indice de troca respiratoria (respiratory exchange ratio, RER) foram calculados
como VO,/ VCO,. Atividades fisicas foram medidas através de sensores de luz
instalados na base das gaiolas.

Esses experimentos foram realizados através de colaboracdo com o

Dr. David E. Cohen.


http://www.gene-quantification.de/rest-2009.html
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3.12 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se os programas GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software, La Jolla, California) ou Excel (Microsoft). Os
valores nos graficos representam média + desvio-padréo, sendo o n variavel e
indicado na legenda de cada figura. A comparacdo entre os grupos foi
realizada através do teste t de Student (Student’s t test), a ndo ser quando
especificado. Todos os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.



4 Resultados
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Referentes ao objetivo 1: Analisar a participacdo de células T, e
mais especificamente da citocina Th1l IFN-y na rede inflamatéria do tecido

adiposo.

4.1 Células T sao mais numerosas em tecido adiposo de
camundongos obesos do que em tecido adiposo de seus

respectivos controles

Como esperado, camundongos C57BL/6 que consumiram dieta rica em
lipides apresentaram maior peso corporal e tecido adiposo periepididimal mais
volumoso do que os controles que receberam dieta pobre em lipides (média de
peso corporal apds 15 semanas de dieta pobre ou rica em lipides: 32,7 g vs
46,3 g, respectivamente; apos 21 semanas: 31,7 g vs 44,4 g, repectivamente;
p<0,01). Em concondéancia com estudos prévios, o tecido adiposo proveniente
de animais obesos (HF, ou high fat) apresentou mais macrofagos (células
positivas para F4/80) do que o tecido adiposo de controles (LF, ou low fat), de
acordo com determinacéo por citometria de fluxo (figura 1, ). Tecido adiposo
de animais obesos também apresentou mais ceélulas positivas para CDS3,
marcador de linfécitos T (figura 1, 1), e também células T de ambas as
subpopulacdes, CD4 e CD8 (figura 1, Il). O grupo obeso também apresentou
tendéncia a apresentar mais células positivas para CD11c, marcador de células
dendriticas, mas a diferenca nao atingiu significancia estatistica (figura 1, I11). O

numero de células B néo foi diferente entre os dois grupos (figura 1, IlI).
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A andlise quantitativa de células inflamatérias por imunohistoquimica
em camundongos C57BL/6 apds 21 semanas de dieta rica ou pobre em lipides
gerou achados concordantes com os resultados da citometria de fluxo. O tecido
adiposo de camundongos obesos (HF) apresentou mais células positivas para
CD45 (marcador de leucécitos), Mac-3 (marcador de macrofagos), ou CD3, do
que o tecido adiposo de camundongos controles ndo-obesos (LF) (figura 1A-
1M). O tecido adiposo do grupo obeso também apresentou mais células
expressando I-A®, representando o complexo principal de histocompatibilidade
classe Il (MHC II) em camundongos (figura 1N-1Q), indicando um estado
exacerbado de ativacdo imune no tecido adiposo de camundongos obesos

comparados aos nao-obesos.
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Figural. Tecido adiposo visceral de camundongos obesos apresenta maior
numero de células inflamatérias do que o tecido adiposo de controles
ndo-obesos. Células estromais vasculares de tecido adiposo
periepididimal de animais C57BL/6 obesos e n&o-obesos foram marcadas
com anticorpos para F4/80, CD3 (1), CD4 e CD8 (Il), CD11c e B220 (lll), e
guantificadas por citometria de fluxo. Os gréficos representam os nimeros
médios de células inflamatérias no tecido adiposo de camundongos nao-
obesos, ou seja, que receberam dieta pobre em gordura (LF) e
camundongos obesos, que receberam dieta rica em gordura (HF). * p<0,05
vs LF, calculado pelo Student’s t test. Imunohistoquimica de tecido adiposo
periepididimal com anticorpos anti-CD45 (A-C), anti-Mac-3 (E-G), anti-CD3
(I-L), and anti-I-A° (N-P) foi realizada como descrito no texto. Os graficos
(D, H, M, e Q) representam o0s numeros de células positivas em cada
grupo, com p calculado pelo Student’s t test. Magnificacdo original: x100
(A, B, E,F, I,J,N, e0); x400 (C, G, L, e P). # p<0.05 vs LF (n=5 a 8).
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4.2 A expressdao de IFN-y no tecido adiposo aumenta em

camundongos obesos

Extratos de tecido adiposo de animais obesos (HF) apresentaram
niveis de mRNA de IFN-y mais altos do que extratos de controles ndo-obesos
(LF), apds 21 semanas de dieta rica ou pobre em gorduras, respectivamente
(figura 2A). Células estromais de tecido adiposo isoladas de camundongos
obesos e ndo-obesos apresentaram niveis proteicos intracelulares despreziveis
de IFN-y, como demonstrado por citometria de fluxo apds tratamento com
brefeldina A para bloquear a secrecdo. Entretanto, apés estimulagdo com PMA
e ionocina, as células T (positivas para CD3) isoladas de tecido adiposo de
camundongos obesos produziram significativamente mais IFN-y do que
aguelas de controles ndo-obesos (figuras 2B e 2C). O numero de outras células

produtoras de IFN-y nao diferiu entre os 2 grupos de camundongos.
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Figura 2. A expresséo de IFN-y no tecido adiposo aumenta em camundongos
sujeitos a obesidade induzida por dieta. A, RNA foi extraido de tecido
adiposo visceral de camundongos C57BL/6 que receberam dieta pobre
(LF) ou rica em gorduras (HF) por 21 semanas. PCR quantitativo por
transcricdo reversa (RT-qPCR) mediu os niveis de mRNA de IFN-y sobre
GAPDH em ambos os grupos (n=10, cada grupo). B, células estromais
vasculares isoladas de tecido adiposo de camundongos C57BL/6 que
receberam dieta LF ou HF por 15 semanas foram marcadas com
anticorpos para CD3 e IFN-y ap6s incubacdo com (a direita) ou sem (a
esquerda) PMA e ionomicina. C, o grafico representa os numeros de
células T (e também de outras células) positivas para IFN-y em ambos os
grupos, LF e HF. * p<0,05 vs LF, calculado pelo Student’s t test.
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4.3 IFN-y estimula a expressao de quimiocinas por células 3T3-L1 in

vitro

A presenca de IFN-y no tecido adiposo motivou a investigagcao acerca
da atuacao local dessa citocina. Considerando a abundéancia e importancia dos
adipécitos no tecido adiposo, nosso proximo passo foi avaliar o possivel
impacto do IFN-y sobre essas células. Para tanto, testamos se adipdcitos 3T3-
L1 diferenciados poderiam produzir mediadores inflamatérios (como
quimiocinas e citocinas) in vitro apos estimulagdo com produtos das células T
CD4" em cultura ou com IFN-y recombinante.

Quando incubadas com sobrenadante de células T CD4" murinas
ativadas conforme protocolo descrito na secdo de métodos, células 3T3-L1
diferenciadas produziram significativamente mais IP-10 (quimiocina de células
T) (figura 3A). A seguir, utilizamos anticorpos anti-IFN-y para analisar a
contribuicdo do IFN-y (dentre os produtos secretados pelas células T CD4"
ativadas) para o aumento na expressao de IP-10. De fato, anticorpos anti-IFN-y
limitaram a liberacdo de IP-10 de adipécitos 3T3-L1 (figura 3A). Similarmente,
adipécitos 3T3-L1 estimulados com IFN-y murino recombinante, mesmo em
doses tdo baixas como 10 U/ml, produziram niveis significativamente
aumentados das quimiocinas IP-10 e MIG, assim como da quimiocina de
mondcitos MCP-1 (figura 3B). Niveis de IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-o. ndo se
modificaram significativamente ap6s a estimulagcdo de adipdcitos 3T3-L1 com
IFN-y (dados ndo mostrados). Esses resultados sugerem que o IFN-y regula a

expressao de genes inflamatoérios seletivamente em adipdcitos.
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Considerando-se os resultados acima, realizamos uma analise mais
ampla dos efeitos do IFN-y na expressao génica em adipdcitos através do perfil
transcricional de células 3T3-L1 tratadas com 100 U/ml de IFN-y por 4 e 24
horas. Comparados aos controles, adipdcitos estimulados com IFN-y
apresentaram aumento significativo da producdo de varias quimiocinas das
familias CC e CXC (figura 3C e anexo B). Em concordancia com nossos
resultados anteriores, a estimulacdo com IFN-y aumentou significativamente
nao apenas a expressao das quimiocinas de células T, como IP-10, MIG e I-

TAC, como também de outras quimiocinas, como MCP-1 e RANTES.
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Figura3. O IFNy estimula a expressdo de quimiocinas em células 3T3-L1. A,
células 3T3-L1 foram incubadas com diferentes diluicdes de meio de
cultura de células Th1, com ou sem 10 pg/ml de anti-IFN-y. Niveis de IP-10
foram medidos no sobrenadante. O gréfico mostra a concentracéo de IP-
10, com p calculado pelo Student’s t test. * p<0,05 vs controle (Th1 O/anti-
IFNy 0). # p<0,05 vs barra precedente. B, células 3T3-L1 foram
estimuladas com diferentes concentracdes de IFN-y recombinante de
camundongo. Concentragbes proteicas de MCP-1, IP-10, e MIG foram
medidas no sobrenadante. C, células 3T3-L1 foram estimuladas com 100
U/ml de IFN-y ou deixadas sem tratamento. ApoOs 4 e 24 horas, as células
foram coletadas e 0 mMRNA utilizado em screening de microarray. As barras
brancas representam os valores de t statistic apdés 4 horas; as barras
pretas, apds 24 horas de estimulacdo com IFN-y, em relacdo a expressao
em células ndo-tratadas (n=5 ou 6). * p<0,05 vs ndo-tratadas.
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Paralelamente aos resultados da estimulacdo de células 3T3-L1
individuais com IFN-y, a incubagdo de tecido adiposo perigonadal de
camundongo com essa citocina em cultura também aumentou
significativamente a secrecao de IP-10 e MIG (figuras 4A e 4B). Além disso, 0
meio proveniente da cultura do tecido adiposo tratado com IFN-y apresentou
niveis mais altos de TNF-a do que o meio de cultura de controles ndo-tratados
(figura 4C), em contraste aos experimentos com adipdcitos 3T3-L1 em cultura.
Esses resultados diferentes provavelmente derivaram da presenca no tecido
adiposo de outras células além dos adipocitos, como células inflamatérias
(macréfagos, por exemplo), consideradas fonte importante de TNF-a no tecido

adiposo.
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Figura 4. IFNyinduz a expresséo de citocinas pelo tecido adiposo em cultura. O
tecido adiposo periepididimal cortado em diminutos pedacos foi incubado
com meio de cultura isoladamente (untreated AT) ou com 100 U/ml de IFN-
v (IFNj~treated AT) por 6 horas a 37° C. Niveis de IP-10, MIG, e TNF-a (A-
C) foram dosados no sobrenadante (n=3). * p<0,01 vs tecido adiposo nao-
tratado, calculado pelo Student’s t test.

4.4 A deficiéncia de IFN-y em camundongos limita a expressao de
genes inflamatorios no tecido adiposo e aumenta a toleréncia a

glicose in vivo

Para aprofundar os resultados dos estudos in vitro sobre os efeitos do
IFN-y no tecido adiposo, realizamos estudos in vivo, utilizando camundongos
machos deficientes em IFN-y (IFNy”) e controles C57BL/6 (WT). Ambos 0s

grupos de camundongos consumiram dieta pobre (LF) ou rica em gorduras
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(HF) por 15 semanas. Os grupos que receberam dieta rica em gorduras
apresentaram peso significativamente maior do que aqueles que receberam
dieta pobre em gorduras, mas o peso ndo foi diferente entre os grupos de
camundongos deficientes em IFN-y e controles que receberam a mesma dieta
(figura 5A). Camundongos que receberam dieta rica em gorduras apresentaram
também gordura periepididimal mais pesada do que aqueles que consumiram
dieta pobre em gorduras (figura 5B). Interessante notar que no grupo de
animais nao-obesos (LF), os camundongos deficientes em IFN-y apresentaram
gordura periepididimal menos pesada do que seus respectivos controles (figura
5B).

Os camundongos deficientes em IFN-y e controles que receberam
dieta pobre em gorduras (IFNy’/LF e WT/LF) apresentaram curvas de
tolerancia a glicose estatisticamente similares entre si (figuras 5C e 5E). No
entanto, camundongos deficientes em IFN-y obesos (IFNy’/HF) apresentaram
tolerancia a glicose significativamente maior do que seus respectivos controles

obesos (WT/HF) (figuras 5D e 5E).
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mas melhora a
toleréncia a glicose em camundongos obesos. A e B representam o
peso corporal e 0 peso da gordura periepididimal, respectivamente. As
barras representam os numeros médios de cada grupo, e a comparacao
entre eles foi feita através do Student’s t test. C e D, curvas médias de
tolerancia a glicose de ambos os grupos nao-obesos (figura 5C), e dos
grupos obesos (figura 5D). A area sob a curva de tolerancia a glicose foi
calculada para cada camundongo, e a média de cada grupo representada
em E, com a comparagao entre os grupos feita através do Student’s t test.
WTILF, controles n&do-obesos; IFNy”LF, camundongos deficientes em IFN-
vy néo-obesos; WT/HF, controles obesos; IFNy"'HF, camundongos
deficientes em IFN-y obesos. * p>0,05 vs WT/LF; # p>0,05 (n=5-6).
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Como demonstrado por outros autores, a obesidade induzida por dieta
resulta em aumento da expressdo de genes inflamatdrios no tecido adiposo.
Por exemplo, a expressdo do mMRNA que codifica CD68, marcador de
macrofagos, e do mRNA que codifica TNF-a,, aumentou no tecido adiposo de
controles obesos quando comparados aos controles ndo-obesos, como ja
mostrado previamente®> 39,

O grupo de camundongos obesos e deficientes em IFN-y apresentou
expressdo menor de CD68 e TNF-a em comparagdo ao grupo de controles
obesos (figuras 6A e 6B), apesar do peso similar entre os grupos. Além disso,
0s camundongos obesos e deficientes em IFN-y também apresentaram
expressdo diminuida de quimiocinas, como MCP-1 (figura 6C) e RANTES
(figura 6D), em comparacdo aos seus respectivos controles obesos.
Interessante notar que a expressdao de IL-10, citocina considerada anti-
inflamatoria, também foi menor no grupo de camundongos obesos e deficientes
em IFN-y em relagado aos controles.

As proteinas da familia signal transducer and activation of transcription
(STAT) sao capazes de regular a transcricdo na inflamacdo e defesa
imunoldgica. STAT-1, em particular, medeia os efeitos dos IFNs. Como
esperado, nossos experimentos de perfil transcricional revelaram expresséo
aumentada desse fator de transcricdo em adipocitos estimulados por IFN-y
(dados ndo mostrados). O tecido adiposo de camundongos controles obesos
também apresentou niveis aumentados de mRNA de STAT-1 em relacdo aos
controles ndo-obesos. Por outro lado, os camundongos obesos e deficientes

em IFN-y ndo mostraram expressdo aumentada de STAT-1 (figura 6F).



Resultados 48

§
. 10 T A * @ 12+ B *
© % 104
3 81 310
< < 81
wZ 6 BE
E IS * o e 6 *
e 41 ©¢ 4
= =
2 2] £ 27
0
0 WT IFNy"  WT IFNy* WT IFNy"  WT  IFNy*
LF LF HF  HF LF LF HF  HF
§
7 - * 25 §
C ’ D
» 6 0
© o 2
> 5 >
< HE
iz 49 cg P
O E Z € I
S o 37 %o 1
T 2 5
52 T
X 4 ’_T_ x 0,5
0 , 0
WT IFNy-  WT  IFNy* WT IFNy-  WT  IFNy*
LF LF HF  HF LF LF HF  HF
3,51 -
E 257
o 3 2 5] *
295 2
325 3
o < -
PI =z 2 - = é 115_
=& <
[0 1!5_ (7] o 1 i T
2 I 2
5 17 ©
[0
o 0,5+
0,51 &
0 0
WT  IFNy"  WT  IFNy* WT IFNy*  WT IFNy*
LF LF HF  HF LF LF HF  HF

Figura 6. IFN-y regula a expresséo de genes inflamatérios no tecido adiposo de
camundongos obesos. Niveis de mRNA de TNF-a, CD68, MCP-1,
RANTES, IL-10, e STAT-1 (A-F, respectivamente) no tecido adiposo
periepididimal foram quantificados por RT-gPCR e normalizados para
GAPDH. As barras representam niveis relativos de mRNA em relagédo ao
grupo WT/LF. WT/LF, controles n&o-obesos; IFNy"LF, camundongos
deficientes em IFN-y ndo-obesos; WT/HF, controles obesos; IFNy"'HF,
camundongos deficientes em IFN-y obesos. * p<0,01 vs WT/LF; # p<0,05
vs WTI/LF; § p< 0,05 (n=5-6).
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4.5 A deficiéncia de IFN-y altera os niveis de leptina e colesterol total

Os camundongos apresentaram niveis plasmaticos similares de
adiponectina, com exceg¢ao dos animais nao-obesos com deficiéncia de IFN-y
(IFNy"/LF), que apresentaram niveis mais baixos de adiponectina que os
demais grupos (figura 7A). Os camundongos obesos apresentaram niveis de
leptina significativamente mais altos do que os néo-obesos. Além disso, 0s
camundongos deficientes em IFN-y, obesos e nao-obesos, apresentaram
niveis plasmaticos de leptina mais baixos do que seus respectivos controles
(figura 7B). Ambos os grupos obesos apresentaram niveis de colesterol
plasmatico mais altos do que 0s grupos ndo-obesos. Embora camundongos
nao-obesos, controles e deficientes em IFN-y, tenham apresentado niveis
similares de colesterol total, os camundongos obesos deficientes em IFN-y
revelaram niveis mais baixos de colesterol do que 0s seus controles obesos

(figura 7C).
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Figura 7. Niveis plamaticos de adiponectina, leptina, e colesterol total. Valores
representando os animais individualmente e a média em cada grupo foram
plotados para cada medida. WT/LF, controles n&o-obesos; IFNy”LF,
camundongos deficientes em IFN-y ndo-obesos; WT/HF, controles obesos;
IFNy"HF, camundongos deficientes em IFN-y obesos. §p<0.05 relative to
WTI/LF; #p<0.05; n=5-6 em cada grupo.
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4.6 A deficiéncia de IFN-y reduz o acumulo de células inflamatdrias no

tecido adiposo

O acumulo de macrofagos € indicador importante de inflamagcéo no
tecido adiposo. Assim, buscamos evidéncia in vivo para um impacto funcional
do IFN-y na rede inflamatéria do tecido adiposo, avaliando o conteudo de
macrofagos nesse tecido em camundongos deficientes em IFN-y e controles.
Camundongos nédo-obesos, tanto controles (WT/LF) como deficientes em IFN-y
(IFNy”/LF), apresentaram numeros similarmente baixos de células positivas
para Mac-3 (representando macrofagos) em seu tecido adiposo (figura 8A e
8B). Camundongos obesos, como demonstrado anteriormente, apresentaram
mais macréfagos em seu tecido adiposo quando comparados aos animais nao-
obesos (figura 8). No entanto, o tecido adiposo do grupo obeso deficiente em
IFN-y (IFNy’/HF) revelou um ndmero menor de macréfagos do que os
controles obesos (WT/HF) (figura 8C e 8D).

Geralmente, as células inflamatérias no tecido adiposo de
camundongos obesos assumem distribuicdo semelhante a uma “coroa”, ao
redor dos adipdcitos. O tecido adiposo dos camundongos obesos deficientes
em IFN-y revelou nado apenas menos macréfagos individualmente, mas
também menos “coroas” do que o tecido adiposo de controles obesos (Anexo

Q).
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Figura 8. A deficiéncia de IFNy limita o acumulo de células inflamatdrias em
tecido adiposo visceral. O tecido adiposo fixado e emblocado em
parafina foi incubado com anticorpos anti-Mac-3, e células positivas foram
gquantificadas em 10 campos consecutivos em cada slide. Uma figura
representativa de cada grupo é mostrada (A-D). NUumeros de cada grupo
foram plotados em E, e as comparacdes entre as médias foram realizadas
através do Student's t test; IFNy"LF, camundongos deficientes em IFN-y
nao-obesos; WT/HF, controles obesos; IFNy"HF, camundongos deficientes
em IFN-y obesos. # p<0,05 vs WT/LF; * p<0,05 (n=5 a 6).
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4.7 A deficiéncia do receptor de IFN-y regula a inflamagao no tecido
adiposo visceral e afeta os metabolismos lipidico e glicémico em

camundongos obesos ApoE™”

Existe evidéncia abundante associando inflamacé&o e aterosclerose. Os
achados prévios favorecendo um papel do IFN-y na rede inflamatéria do tecido
adiposo em animais C57BL/6 estimularam exploracéo adicional dos efeitos da
sinalizacdo defeituosa pelo IFN-y no tecido adiposo de camundongos
suscetiveis a aterosclerose, como o0s camundongos deficientes em
apolipoproteina  E (ApoE™). Outros autores analisaram as lesdes
ateroscleréticas em camundongos com sinalizacéo defeituosa pelo IFN-y©,

Camundongos com deficiéncia dupla do receptor de IFN-y e de ApoE
(IFN-yR”ApoE™) e seus respectivos controles ApoE™ receberam dieta rica em
gordura. Apds 2 meses, o tecido adiposo visceral dos camundongos IFN-yR™
ApoE™ apresentaram niveis mais baixos de mMRNA de varios genes
inflamatérios em comparacdo aos controles ApoE” (figura 9), a despeito de
seus pesos corporais semelhantes (dados ndo mostrados). O tecido adiposo
desses animais revelou niveis reduzidos de mRNA de IP-10, MIG, I-A°,
RANTES, e CXCR3 (figura 9A a 9E), cada um codificando um mediador com
papel reconhecidamente importante na resposta imune adaptativa, seja no
trafego de células T (IP-10, MIG, RANTES, e CXCR3), seja na apresentacao
de antigenos (I-AP). A expressdo também diminuida de CD3 (figura 9F) se
mostrou em concordancia com esses achados, indicando um conteudo

reduzido de células T no tecido adiposo de animais com dupla deficiéncia IFN-

YyRApoE” em relacdo aos controles ApoE™. Niveis de mRNA de MCP-1,
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CD68, e TNF-a, por outro lado, ndo se mostraram reduzidos no tecido adiposo
dos animais com dupla deficiéncia comparados aos respectivos controles
(dados ndo mostrados), em contraste a expressao reduzida do mRNA desses
mesmos genes em camundongos obesos deficientes em IFN-y nao-
ateroscleroticos, como descrito em se¢do anterior desse manuscrito. A
auséncia de sinalizacado pelo IFN-y através da delecdo do receptor dessa
citocina em camundongos obesos ApoE” também afetou os metabolismos
lipidico e glicémico. Embora os dois grupos tenham apresentado niveis
similares de colesterol total (figura 10A), os animais com dupla deficiéncia
apresentaram triglicérides plasméticos e glicemia significativamente reduzidos

em relacéo aos controles ApoE™ (figuras 10B e 10C).
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Figura9. A deficiéncia do receptor de IFNy regula a inflamagdo no tecido

adiposo visceral de camundongos obesos ApoE™. Niveis de mRNA de
IP-10, MIG, I-A°, RANTES, CXCR3, e CD3 (A-F) no tecido adiposo
periepididimal foram quantificados por RT-gPCR e normalizados para
GAPDH. Niveis relativos de mRNA foram calculados em camundongos
IFNYR™ApoE™ em relacdo aos controles ApoE™. ApoE”, camundongos
deficientes em apolipoproteina E; IFNyR"ApoE™, camundongos
deficientes em apolipoproteina E e no receptor de IFNy. * p <0,05 vs
ApoE™ : ** p <0,01 vs ApoE” (n=5 a 8).
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Figura 10. Niveis plasméticos de colesterol total, triglicérides e glicose em

camundongos ApoE” e IFNyR"ApoE”. Valores representando os
animais individualmente e a média de cada grupo foram plotados para
cada medida. ApoE-/-, camundongos deficientes em apolipoproteina E;
IFNyR-/-ApoE-/-, camundongos deficientes em apolipoproteina E e no
receptor de IFNy. *p<0.01 vs ApoE-/-; n=9 em cada grupo.
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Referentes ao objetivo 2: Avaliar a importancia do receptor de
guimiocinas CXCR3 no acumulo de células T no tecido adiposo em

camundongos obesos

4.8 Camundongos C57BL/6 obesos exibem maior expressdao de

CXCR3 no tecido adiposo visceral do que os ndo-obesos

Células estromais vasculares isoladas de tecido adiposo de
camundongos C57BL/6 obesos apresentaram niveis significativamente mais
elevados de mRNA de CXCR3 do que células estromais vasculares de
controles nao-obesos apds 8 semanas de dieta rica (8w HFD) ou pobre (8w
LFD) em gorduras, respectivamente (figura 11). Niveis de mRNA que codificam
ligantes de CXCR3, como as quimiocinas IP-10 e MIG, néo diferiram entre os
grupos de camundongos obesos e ndo-obesos apos o periodo de 8 semanas

(figura 11).
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Figura 11. Células estromais vasculares derivadas de tecido adiposo visceral
de camundongos obesos apresentam maior expressdo de CXCR3 do
que células de camundongos ndo-obesos. RNA foi extraido de células
estromais vasculares derivadas de tecido adiposo de camundongos
C57BL/6 ndo-obesos (que receberam dieta pobre em gordura — LFD) ou
obesos (que receberam dieta rica em gordura — HFD). O grafico
representa niveis relativos de mRNA de CXCR3, IP-10, e MIG no tecido
adiposo do grupo LFD (barras cinzas) e no grupo HFD (barras pretas)
apo6s 8 semanas de dieta, normalizados para a expressdo de GAPDH. *
p<0,05 vs LFD (n=5/grupo).
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4.9 Camundongos obesos deficientes em CXCR3 acumulam menos

células T em seu tecido adiposo visceral do que controles obesos

Considerando-se a especificidade do CXCR3 para a migracdo de
linfécitos T, procedemos entdo com a andlise da importancia desse receptor de
guimiocinas para o acumulo de células T no tecido adiposo de camundongos
obesos. Com esse objetivo, utilizamos camundongos deficientes em CXCR3 e
controles C57BL/6. Animais deficientes em CXCR3 e respectivos controles
comecaram a receber dieta rica em gorduras com a idade de 8 semanas. Com
excecdo da primeira semana de dieta rica em gorduras, ndo houve diferenca
no peso corporal entre os 2 grupos (figura 12).

Camundongos deficientes em CXCR3 e controles ndo apresentaram
diferencas consistentes nos indices de VO2, VCO2, ou RER, antes ou 4
semanas apoOs o inicio da dieta rica em gorduras (anexo D). O nivel de
atividade fisica foi mais baixo, e uma reducéo discreta, porém estatisticamente
significativa, ocorreu no consumo alimentar entre os camundongos deficientes

em CXCR3 em comparacao aos controles sob dieta rica em gordura.
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Camundongos obesos deficientes em CXCR3 e controles
apresentaram peso corporal similar ap6s 8 e 16 semanas de dieta
rica em gorduras (HFD). Camundongos deficientes em CXCR3 e
controles C57BL/6J consumiram dieta pobre em gorduras do desmame
até 8 semanas de idade. A partir dai, consumiram dieta rica em gorduras
até 8 ou 16 semanas adicionais. O peso corporal de cada animal foi
medido em condicdo basal, e 1, 2, 4, 6, 8, 10, 14, e 16 semanas apds o
inicio da dieta rica em gorduras. Os gréaficos A e B representam o0 peso
corporal médio dos camundongos deficientes em CXCR3 (barras pretas)
e seus respectivos controles (barras cinzas) apos 8 e 16 semanas de
dieta rica em gorduras, respectivamente.
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Apés 8 semanas de dieta rica em gorduras, ambos os grupos de
camundongos apresentaram pesos corporais médios similares (figura 12),
porém pesos de gordura periepididimal diferentes (ndo mostrado). Animais
obesos deficientes em CXCR3 apresentaram menos linfécitos CD3* em seu
tecido adiposo visceral em comparacdo aos controles obesos (figura 13)
(2.3+0.9 vs 3.3+0.5; p<0.01), de acordo com experimentos de citometria de
fluxo. Subpopulacbes de células T, CD4" e CD8", também se mostraram
reduzidas no tecido adiposo de camundongos obesos deficientes em CXCRS3,
em comparagdo aos seus respectivos controles (CD4": 1.5+1 vs 2.6+0.7;
p<0.02; CD8": 0.8+0.3 vs 1.9+0.4; p<0.001) (figura 13).

As proporcdes de células B (B220"), macréfagos (F4/80%), e células

dendriticas (CD11c") n&o diferiram entre os grupos (figura 13).
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Figura 13. O tecido adiposo visceral de camundongos obesos deficientes em
CXCRS3 apresenta menos células T do que controles obesos apés 8
semanas de dieta rica em gordura, por citometria de fluxo. Células
estromais vasculares provenientes de 1 g de tecido adiposo de
camundongos deficientes em CXCR3 e de controles alimentados com
dieta rica em gordura por 8 semanas foram marcadas com anticorpos
conjugados com CD3, CD4, CD8, B220, F4/80, e CDllc, e analisadas
por citometria de fluxo. Os gréaficos representam porcentagens de células
marcadas para cada um desses anticorpos (e contidas dentro de
“‘janelas” pré-determinadas ou gates, representadas pelas setas) em
ambos os grupos de animais: deficientes em CXCR3 (barras pretas) e
controles (barras cinzas). Os dados sdo mostrados como média + SD. *
p<0,02; n=9/grupo. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCR3;
VAT, tecido adiposo visceral.
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Em concordéncia com os resultados de citometria de fluxo, a analise
quantitativa por imunohistoquimica também mostrou um menor numero de
células T CD3" no tecido adiposo visceral de camundongos obesos deficientes

em CXCR3 em comparacédo aos controles (figura 14).
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* p<0,01; n=3-4/grupo. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCRS3.

Figura 14. O tecido adiposo visceral de camundongos obesos deficientes em
CXCR3 apresentou menos células T do que controles obesos, por
imunohistoquimica. Seccdes de tecido adiposo periepididimal de
camundongos obesos deficientes em CXCR3 e controles foram
incubadas com anticorpos anti-CD3, como descrito no texto (fotos
representativas sdo mostradas). Células positivas foram contadas sob um
microscopio em 10 campos consecutivos. Os dados sdo mostrados como
média + SD.
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O hemograma n&o revelou qualquer diferenca em subpopulacdes
celulares de sangue periférico entre os dois grupos de camundongos,
deficientes em CXCR3 e controles (dados ndo mostrados). Além disso, ambos
0S grupos de camundongos apresentaram proporcdes similares de células

esplénicas expressando F4/80, CD3, CD4, CD8, e B220 (figura 15).
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Figura1l5. Os bagcos de camundongos obesos deficientes em CXCR3 e
controles apresentaram propor¢fes similares de macrofagos e
linfécitos. Esplendcitos de camundongos deficientes em CXCR3 e
controles que receberam dieta rica em gordura foram marcados com
anticorpos conjugados com F4/80, CD3, CD4, CD8, e B220, e foram
analisados por citometria de fluxo. Os gréficos representam as
porcentagens de células marcadas (e contidas em gates) em ambos os
grupos de camundongos, deficientes em CXCR3 (barras pretas) e
controles (barras cinzas). Médias foram comparadas através do Student t
test. *p< 0,05. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCR3.
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Apés 16 semanas de dieta rica em gorduras, ambos os grupos de
camundongos apresentaram médias de peso corporal (figura 12), assim como
de peso de gordura periepididimal similares (dados n&o mostrados).
Similarmente ao grupo de 8 semanas, o tecido adiposo de camundongos
deficientes em CXCR3 que receberam dieta gordurosa por 16 semanas
apresentou significativamente menos células T CD3" (7+0.9 vs 13+2.4; p<0.01),
incluindo ambas as subpopulagdes — CD4" (4+0.3 vs 10+3.5; p<0.02) e CD8"
(3.4+0.4 vs 8.9+1.8; p<0.001) — em comparacao aos controles sob a mesma
dieta (figura 16). O tecido adiposo de camundongos deficientes em CXCR3
também exibiu menor nimero de células CD25", representando tanto células T
efetoras como células T regulatérias (Tregs), em comparacdo a camundongos
controles (3.5+0.44 vs 4.4+0.58; p=0.02). Diferentemente do observado com 8
semanas, o tecido adiposo dos camundongos deficientes em CXCR3 que
receberam dieta gordurosa por 16 semanas apresentou mais macréfagos
positivos para F4/80" em relacdo aos respectivos controles (figura 16). A
proporcao de células positivas para CD11c e MHCII nédo foi diferente entre os 2

grupos.
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Figura 16. O tecido adiposo visceral de camundongos obesos deficientes em

CXCRS3 exibiu menos células T do que controles obesos apds 16
semanas de dieta rica em gordura, por citometria de fluxo. Células
estromais vasculares provenientes de 1 g de tecido adiposo de
camundongos deficientes em CXCR3 e de controles que receberam dieta
rica em gordura por 16 semanas foram marcadas com anticorpos
conjugados com CD3, CD4, CD8, B220, CD25, F4/80, CD1l1c, e IAIE, e
analisadas por citometria de fluxo. Os graficos representam porcentagens
de células marcadas (e contidas em gates) em ambos 0s grupos de
animais: deficientes em CXCR3 (barras pretas) e controles (barras
cinzas). Os dados sdo mostrados como meédia + SD. * p<0,02; n=5-
6/grupo. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCR3; VAT, tecido
adiposo visceral.
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4.10 Camundongos obesos deficientes em CXCR3 exibem expressao
reduzida de genes inflamatérios em seu tecido adiposo em

comparacao a controles obesos

A deficiéncia de CXCR3 resultou em expressao diminuida de diversos
genes relacionados a inflamacao. Apés 8 semanas de dieta rica em gorduras,
camundongos deficientes em CXCR3 apresentaram menor expressdo de
MRNA de quimiocinas, como MCP-1 e RANTES em seu tecido adiposo
visceral, em comparacdo a seus respectivos controles (figura 17). Também
comparados aos controles, animais com deficiéncia em CXCR3 exibiram
menores niveis de mRNA de interleucina-10 (IL-10) (figura 17), citocina com
funcdes anti-inflamatérias. Tregs e macrofagos M2 podem elaborar IL-10 em
diversas condi¢des inflamatorias, e parecem exercer efeito metabdlico protetor
na obesidade. Esse achado nos estimulou entdo a medir os niveis de mRNA do
marcador de célula T regulatéria Foxp3 (um fator de transcricdo da familia
forkhead) e arginase 1, um dos produtos prototipicos dos macréfagos M2 em
camundongos. A expressao desses marcadores nao variou significativamente
entre deficientes em CXCR3 e respectivos controles apds 8 semanas de dieta
gordurosa (figura 17). No entanto, apos 16 semanas de dieta rica em gordura,
os camundongos deficientes em CXCR3 apresentaram em seu tecido adiposo
visceral expressdo de mRNA de IL-10, Foxp3, e arginase 1 significativamente
reduzida em relacdo aos controles (figura 17). A expressédo de IFN-y revelou
tendéncia a reducdo entre camundongos deficientes em CXCR3 apdés 8 e 16
semanas de dieta gordurosa, mas as diferencas nao atingiram significancia

estatistica (figura 17). Os niveis de mRNA de TNF-q, IL-6, IP-10, MIG, e MHC ||
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também nao foram diferentes entre os grupos em nenhum dos periodos de

dieta (n&o mostrado).

Figura 17.
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Camundongos obesos deficientes em CXCR3 exibem expresséo
reduzida de genes relacionados a inflamacdo em seu tecido adiposo
visceral, em comparacao a controles obesos. Niveis de mRNA de
MCP-1, RANTES, IFN-y, ARG1, Foxp3, e IL-10 no tecido adiposo de
camundongos deficientes em CXCR3 (barras pretas) e controles (barras
cinzas) apos 8 semanas (A) e 16 semanas de dieta gordurosa (B) foram
quantificados por RT-gPCR e normalizados pela expressdo de GAPDH.
Niveis relativos de mMRNA em camundongos deficientes em CXCR3 foram
calculados em relacdo aos controles. * p<0,05 vs controles; n=6/ grupo.
CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCR3.
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Em concordancia com a expressao reduzida de mRNA de Foxp3 no
tecido adiposo visceral de camundongos deficientes em CXCR3 em
comparacao aos controles apds 16 semanas de dieta rica em gorduras, a
analise por imunohistoquimica também mostrou numero significativamente
menor de células positivas para Foxp3, ou seja, células T regulatérias, no

tecido adiposo daqueles animais (figura 18).
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Figura 18.
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O tecido adiposo visceral de camundongos deficientes em CXCR3
apresentou menos células Foxp3-positivas do que o tecido adiposo
de seus controles, por imunohistoquimica. Seccdes de tecido adiposo
periepididimal de camundongos deficientes em CXCR3 e controles foram
incubados com anticorpos anti-Foxp3, como descrito no texto (fotos
representativas sdo mostradas). Células positivas foram contadas sob um
microscopio. Dados séo apresentados como média + SD. * p<0,05; n=6-
9/grupo. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCR3, VAT, tecido
adiposo visceral.
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4.11 Camundongos obesos deficientes em CXCR3 exibem maior
tolerancia a glicose e niveis plasmaticos de leptina e colesterol

total mais baixos em comparacéo a controles obesos

Camundongos deficientes em CXCR3 apresentaram maior tolerancia a
glicose em resposta a injecdo de glicose intraperitoneal em comparacao aos
controles apos 8 semanas de dieta gordurosa, a despeito de exibirem pesos
corporais semelhantes (figuras 19A e 19C). Animais que consumiram dieta
gordurosa por 16 semanas apresentaram tendéncia similar, mas a diferenca
entre as curvas glicémicas nao atingiu significancia estatistica (figuras 19B e

19D).
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Figura19. Camundongos deficientes em CXCR3 apresentam maior tolerancia a
glicose do que seus respectivos controles. Curvas médias de
tolerdncia a glicose de camundongos deficientes em CXCR3 (curvas
pretas) e controles (curvas cinzas) ap6s 8 (8wHFD) e 16 semanas
(16wHFD) de dieta gordurosa sdo apresentadas em A e B,
respectivamente. As areas sob as curvas (AUC) de tolerancia a glicose
foram calculadas para cada animal, e a média de cada grupo esta
representada em C e D. Dados sdo mostrados como média + SD. * p<
0,01; n=19-22 grupo. CXCR3KO, camundongos deficientes em CXCRS3.

Os camundongos deficientes em CXCR3 apresentaram concentracdes
plasmaticas mais baixas de leptina do que os controles apds 8 e 16 semanas
de dieta gordurosa (figura 20). De forma semelhante, os niveis plasmaticos de

colesterol total, que aumentaram ao longo do tempo em ambos o0s grupos,
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também se mostraram mais baixos nos deficientes em CXCR3 comparados
aos controles (figura 20). As concentracdes plasmaticas de adiponectina e
insulina ndo foram significativamente diferentes entre os grupos em nenhum

dos periodos (figura 20).
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Figura 20. Camundongos obesos com deficiéncia de CXCR3 exibem niveis
plasmaticos reduzidos de leptina e colesterol total, comparados com
controles obesos. Concentracdes plasméticas de colesterol, leptina,
adiponectina, e insulina foram medidas em sangue heparinizado coletado
no dia do sacrificio de camundongos deficientes em CXCR3 e controles
sob dieta rica rica em gordura por 8 ou 16 semanas. Médias foram
comparadas atravées do Student t test. *p< 0,05. CXCR3KO,
camundongos deficientes em CXCR3.
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Nossos resultados demonstraram um importante papel da imunidade
adaptativa na rede inflamatoria do tecido adiposo em animais obesos, mais
especificamente da citocina Th1 IFN-y. Em concordancia com estudo prévio®®,
nosso estudo demonstrou que as células T, incluindo ambas a subpopulacdes
CD4 e CDS8, estdo presentes em maior numero no tecido adiposo de
camundongos obesos em comparagcdo a controles ndo-obesos. Experimentos
de imunolocalizacdo revelaram a distribuicdo das células T geralmente em
grupos com outros linfécitos e macrofagos, formando estruturas semelhantes a
“coroas” ao redor de adipécitos.

A imunohistoquimica também revelou aumento do nimero de células
expressando [-A? (que representa o MHC Il de camundongos) no tecido
adiposo visceral de camundongos obesos em comparagcdo aos nao-obesos. A
magnitude da expressdo do MHC Il na superficie de células apresentadoras de
antigeno, como as células dendriticas e macréfagos, em geral se correlaciona
com a ativacao das células T. De fato, células apresentadoras de antigenos
podem ativar as células T através da interacao entre o seu MHC Il e o receptor
de célula T, como mencionado anteriormente. Assim, 0 aumento na expressao
de 1-A® no tecido adiposo visceral de camundongos obesos pode sugerir tanto
a ativacao local das células T, como também a atuacdo do IFN-y, conhecido
regulador da expresséo de I-A°.

Macrofagos e células dendriticas no tecido adiposo vem recebendo
atencéo consideravel recentemente® % 4D por outro lado, a participacéo das

células T e suas citocinas na obesidade e suas consequéncias metabdlicas
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permanecia pouco explorada até entdo. A predominancia de citocinas Thl
sobre as citocinas Th2 em outras condi¢cdes inflamatérias cronicas como a
aterosclerose”™ direcionou nossa atencéo para o IFN-y, classica citocina Th1.
De fato, nossos resultados mostraram aumento da expressdo de mRNA do
IFN-y no tecido adiposo de camundongos obesos apds 21 semanas de dieta
rica em gordura em comparacdo a camundongos nao-obesos. Além disso,
células T isoladas do tecido adiposo de camundongos obesos e estimuladas in
vitro produziram maior quantidade de IFN-y do que aquelas células isoladas de
camundongos ndo-obesos. Esses resultados sugerem que a obesidade pode
ativar células T do tecido adiposo em direcéo ao polo Thi.

Na aterogénese, o |IFN-y participa da progressdo da placa
aterosclerotica, influenciando de forma importante todos os tipos celulares
locais: células endoteliais, células musculares lisas, e macréfagos”. Nossos
resultados sugerem papel relevante do IFN-y também no tecido adiposo em
expansdo, em que adipdcitos respondem a produtos inflamatoérios derivados de

macréfagos infiltrantes, como por exemplo, TNF-a’®.

De fato, quando
estimuladas por IFN-y, células 3T3-L1 diferenciadas em adipdcitos maduros
secretaram diversos mediadores inflamatoérios, incluindo quimiocinas de células
T como IP-10 e MIG. Tais achados sugerem o potencial de uma alca de
feedback positivo, em que as células T presentes no tecido adiposo produzem
IFN-y, que pode atuar sobre os adipécitos (e possivelmente sobre outras
células locais como os proprios macréfagos), 0s quais por sua vez secretam
quimiocinas, que podem amplificar o recrutamento local de células T e o

processo inflamatorio na obesidade (figura 21). Dessa forma, embora menos

numerosas do que o0s macrofagos, as células T podem influenciar
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decisivamente a biologia do tecido adiposo na obesidade através das citocinas
que produzem.

O perfil de transcricdo dos adipdcitos estimulados por IFN-y permitiu
visdo ainda mais ampla das acfes dessa citocina sobre os adipdécitos. Além
dos mediadores quimiotaticos mencionados acima, a estimulagcdo dos
adipécitos com IFN-y aumentou a expressao de uma gama de outras
quimiocinas e receptores de quimiocinas conhecidamente implicados na
aterogénese e outras condi¢des inflamatérias. A abundancia e variedade de
quimiocinas derivadas do tecido adiposo, varias delas reguladas pelo IFN-y,
certamente resultam em algum grau de redundéncia, e sugerem a possibilidade
de uma atuacdo mutua de quimiocinas individuais no recrutamento de células
inflamatoérias na obesidade. Além disso, adipdcitos estimulados por IFN-y
também demonstraram expressdo diferencial de importantes genes
relacionados aos metabolismos glicémico e de gorduras (ndo mostrado),
enfatizando a no¢ao de que, similarmente a outras citocinas (como o TNF-a), o
IFN-y também parece ter efeitos diretos em vias metabdlicas dos adipécitos.
Esses resultados sugerem que as células T no tecido adiposo podem, atraves
de citocinas como o IFN-y, ter papéis regulatérios importantes, local e
sistemicamente.

Em seguida a avaliacédo da relevancia do IFN-y in vitro, seguimos com
a analise de seu papel em sistemas mais complexos. O estudo da relevancia
do IFN-y na rede inflamatéria do tecido adiposo in vivo se baseou na utilizagdo
de camundongos deficientes em IFN-y e controles submetidos a dieta pobre ou
rica em gorduras. Animais deficientes em IFN-y apresentaram redugao

significativa na expressédo de genes inflamatorios no tecido adiposo, incluindo



Discussdo 79

guimiocinas e citocinas, em comparacdo a controles. Além disso, o acumulo
reduzido de macrofagos no tecido adiposo de camundongos obesos deficientes
em IFN-y em comparagdo aos respectivos controles obesos confirmou as
consequéncias funcionais da agdo do IFN-y in vivo sobre a expressdo de
citocinas e quimiocinas no tecido adiposo. De fato, o papel do IFN-y na
producdo de citocinas e principalmente de quimiocinas por adipécitos sugeria
sua provavel relevancia no acumulo de células inflamatérias como os
macrofagos no tecido adiposo.

Camundongos obesos deficientes em IFN-y também apresentaram
niveis plasmaticos de leptina e colesterol total mais baixos e maior tolerancia a
glicose, resultados que fortalecem as consequéncias metabdlicas sistémicas da
delecao de IFN-y.

A supressao significativa de diversos genes inflamatérios no tecido
adiposo de camundongos com deficiéncia dupla do receptor de IFN-y e de
ApoE em relagdo ao tecido adiposo de controles com deficiéncia Unica de
ApoE fortalece adicionalmente os resultados anteriores. A interrupcdo da
sinalizacdo pelo IFN-y através da deficiéncia de seu receptor nesses animais
reduziu significativamente a expressao de genes com papéis ja estabelecidos
no recrutamento de células T e na imunidade adaptativa em condicbes
inflamatérias como a aterosclerose, como por exemplo o IP-10®", MIG®?,
RANTES(" 7@ e |-AP 5 ) A estimulacdo por IFN-y também aumentou a
expressdo de todos esses genes em adipocitos diferenciados nos dados de
microarray, novamente sugerindo uma interacdo entre o perfil Thl da resposta
imune e adipécitos. Os camundongos com deficiéncia dupla de IFNyR e ApoE

também apresentaram menor expressdo de CD3 no tecido adiposo em
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comparacdo aos controles com deficiéncia Unica de ApoE, fortalecendo
novamente a hipétese da atuacdo de uma alca autdcrina em que células T
podem perpetuar sua propria presenca no tecido adiposo através do IFN-y. Em
outras palavras, as células T podem produzir IFN-y, capaz de estimular a
producdo local de quimiocinas, as quais podem, por sua vez, atrair novas
células T.

A importancia da via do IFN-y na inflamagdo do tecido adiposo em
camundongos ApoE” evidenciada nos experimentos acima talvez ajude a
explicar também a reducdo da aterosclerose em camundongos com deficiéncia

dupla de IFNyR e ApoE observada em estudo anterior®®

, jJa que a inflamacéo
tem sido aventada como um dos elos entre a obesidade e a doenca
aterosclerdtica “®. A supressdo da sinalizacdo pelo IFN-y em camundongos
obesos com deficiéncia de ApoE também se associou a alteragcdes nos
metabolismos lipidico e glicémico, similarmente ao que foi observado em
animais C57BL/6, fornecendo suporte adicional ao impacto do IFN-y sobre vias
metabdlicas sistémicas. Estudos prévios realizados em animais e em humanos
confirmam os ja& mencionados efeitos do IFN-y sobre o sistema endécrino® 89,
Curiosamente, observacdes prévias in vitro apoiam um efeito estimulante direto
do IFN-y sobre a lipdlise e aumento do fornecimento de acidos graxos nao

esterificados ao figado®"

. A importancia dessa citocina nas defesas do
hospedeiro e sua influéncia na mobilizacdo de energia apresentam
plausibilidade biolégica e reafirmam a conex&o entre as respostas inflamatorias

e os desarranjos metabdlicos também observada com outras citocinas, como

por exemplo o TNF-a.
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Nossos resultados apontam para a cooperacdo macréfago/célula T na
obesidade, hoje reconhecida como condi¢do inflamatéria de longo prazo. A
positividade do I-AP dos macréfagos no tecido adiposo fortalece a existéncia de
uma rede entre essas células das imunidades inata e adaptativa. Em adicao a
ja conhecida interacdo entre macréfagos infiltrantes e adipocitos na intimidade
do tecido adiposo na obesidade, as células T também parecem participar dessa
rede inflamatéria através do IFN-y. O IFN-y ndo é produzido exclusivamente
pelas células T, apesar de sua classificacdo como citocina Thl classica.
Estudos adicionais, como supressao seletiva do gene do IFN-y das células T,
seriam necessarios para estabelecer precisamente a fonte dessa citocina no
tecido adiposo.

Nossos dados estabelecem que o IFN-y, classica citocina Thl
tradicionalmente secretada por células T, pode promover inflamacéo no tecido
adiposo. Esses resultados enfatizam a importancia da exploragéo adicional da
imunidade adaptativa e do papel das células T e seus produtos na obesidade.

Em seguida a publicacdo desses resultados (Rocha, VZ. Circulation
Research 2008; 103:467-476), trés artigos publicados em edi¢cdo especial da
Nature Medicine também investigaram e corroboraram o papel das células T e
da imunidade adaptativa na inflamacdo do tecido adiposo. Nishimura e
colaboradores observaram o actumulo significativo de células T efetoras CD8"
no tecido adiposo de camundongos que receberam dieta hipercalérica®. Os
autores também demonstraram reducédo da infiltracdo de macrofagos e da
inflamac&o com melhora da resisténcia insulinica mediante deplecédo genética e
imunolégica de células T CD8" ®¥. Esses e outros achados sugerem um papel

essencial das células T CD8" na iniciacdo e propagacdo da inflamacdo do
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tecido adiposo na obesidade. Por outro lado, Feuerer investigou o papel das
células T regulatorias no tecido adiposo e demonstrou que camundongos
obesos apresentam numero significativamente reduzido de células T
regulatérias CD4" Foxp3® em seu tecido adiposo em comparacdo ao de

controles®,

Experimentos de deplecdo ou administracdo de células T
regulatorias revelaram conjuntamente que essas células parecem se opor a
inflamacdo excessiva no tecido adiposo e as suas consequéncias
sistémicas®?. Em sua publicacéo na mesma edicéo da Nature Medicine, Winer
mostrou uma razdo elevada de células Thl/células T regulatérias Foxp3™ no
tecido adiposo de camundongos e humanos obesos. Além disso, o tratamento
com anticorpo especifico anti-CD3 reduziu a predominancia das células Thl
sobre as células Foxp3-positivas em camundongos obesos, revertendo a
resisténcia a insulina®. Todas essas observacées que se seguiram a nossa
publicacdo forneceram suporte adicional ao conceito de participacdo da
imunidade adaptativa, seja através de células T efetoras ou células T
regulatérias e suas respectivas citocinas, na rede inflamatéria do tecido
adiposo e nas consequéncias metabolicas da obesidade.

O reconhecimento da presenca de células T no tecido adiposo, e o
aumento de seu numero em um contexto de obesidade, motivaram também a
investigacdo de um sistema quimiotactico que permitisse o acumulo local
dessas células. MCP-1 e RANTES, quimiocinas abundantemente expressas no
tecido adiposo de camundongos obesos, podem induzir a migracéo de diversos
tipos celulares (incluindo células T) durante processos inflamatérios. Além
disso, ambas as quimiocinas parecem participar crucialmente no acumulo de

macréfagos no tecido adiposo de camundongos e humanos obesos? & €,
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Entretanto, a constatacdo de que o acumulo de células T no tecido adiposo de
camundongos obesos parece preceder o aparecimento dos macréfagos ®® 82
sugere a atuacdo de um sistema de quimiocina/receptor de quimiocina com
seletividade mais alta para células T do que RANTES/CCR5 ou MCP1/CCR2.
Nossos resultados demonstraram que CXCR3 participa do acumulo de células
T no tecido adiposo em contexto de obesidade. A ligacdo exclusiva de CXCR3
as quimiocinas IP-10, MIG e I-TAC, e sua maior expressdo em células T
ativadas, torna esse sistema quimiotactico um candidato ideal para iniciar o
recrutamento de células T no tecido adiposo de animais obesos, e assim,
regular a inflamacéo local.

Nossos dados mostram um aumento significativo dos niveis de mRNA
de CXCR3 em células derivadas do tecido adiposo periepididimal de
camundongos C57BL6 obesos, comparados aos controles nao-obesos.
Considerando-se a expressao de CXCR3 principalmente em células T ativadas,
esse achado fortalece adicionalmente a hip6tese de acumulo de células T
ativadas no tecido adiposo na obesidade. A deficiéncia de CXCR3 em
camundongos obesos se associou a um numero significativamente menor de
células CD3" no tecido adiposo, incluindo ambas as subpopulagdes de
linfocitos T, CD4" e CD8". Essa reducdo no nimero de células T ocorreu em
ambos os periodos estudados, 8 e 16 semanas, com queda ainda mais
pronunciada com 16 semanas. Dessa forma, apesar da diversidade e potencial
importancia de outras via quimiotaticas na inflamacéo no tecido adiposo, esses
resultados apontam um papel crucial do CXCR3 no acumulo de células T no
tecido adiposo de animais obesos ao longo do tempo. Diferentemente das

células T, macrofagos e células dendriticas ndo se apresentaram em menor



Discussdo 84

namero no tecido adiposo de camundongos obesos deficientes em CXCR3 em
comparacao aos controles. Curiosamente, apdés 16 semanas de dieta rica em
gorduras, macrofagos foram mais numerosos no tecido adiposo de
camundongos deficientes em CXCR3 em relacdo aos controles. Esse achado
sugere que mudancas em subgrupos especificos de células T, como por
exemplo, a reducdo no conteudo de células T regulatorias no tecido adiposo,
podem influenciar o numero local de macréfagos. De fato, células T
regulatorias apresentam efeitos supressivos sobre macréfagos e células T
efetoras.

Numeros similares de células T e outras populacdes de leucdécitos no
sangue e baco de camundongos obesos deficientes em CXCR3 e controles
fortalecem a hipétese de um efeito local do CXCR3 no acumulo de células T no
tecido adiposo de animais obesos, independentemente do niumero de células
circulantes e periféricas.

As células T apresentam heterogeneidade funcional, segundo a qual
diferentes subgrupos de células T podem exercer a¢des proinflamatérias ou
anti-inflamatérias em outras subpopulagdes de linfécitos e células do sistema
imune inato. Em nosso estudo, a deficiéncia de CXCR3 no contexto da
obesidade associou-se a reducdo dos niveis de MRNA de RANTES,
tradicionalmente um produto de linfocitos T citotoxicos; e de MCP-1, quimiocina
predominantemente secretada por macrofagos ativados. Por outro lado,
camundongos obesos deficientes em CXCR3 também apresentaram expressao
reduzida de IL-10, classica citocina anti-inflamatoria; e Foxp3, marcador de
célula T regulatéria. Esses resultados indicam que o CXCR3 participa do

acumulo de subpopulacdes distintas de células T, auxiliando na definicdo dos
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perfis de expressdo de moléculas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias,
presentes no tecido adiposo dos camundongos obesos. A deficiéncia de
CXCRS3 também reduz a expressao de arginase 1, marcador de macrofagos do
tipo M2, ou seja, macrofagos ativados sob a forma alternativa. A arginase 1,
que pode ser ativada por citocinas Th2 como o IL-10, estad tipicamente
envolvida em reparacdo tecidual e supressdo da inflamacédo. A expresséo
reduzida de arginase 1 em camundongos deficientes em CXCR3 sugere que o
sistema quimiotatico CXCR3/IP10-Mig-ITAC indiretamente regula a funcéo
macrofagica no tecido adiposo de camundongos obesos.

A deficiéncia de CXCR3 se correlacionou com alteracdes significativas
em variaveis metabdlicas sistémicas. Camundongos obesos com deficiéncia de
CXCRS3 apresentaram niveis plasmaticos reduzidos de colesterol e leptina, e
maior tolerancia a glicose do que o0s respectivos controles obesos apés 8
semanas de dieta rica em gorduras. Entretanto, a diferenca na tolerancia a
glicose entre os grupos perdeu a significancia estatistica apds 16 semanas de
dieta rica em gorduras, coincidindo com a queda significativa de expressao de
marcadores anti-inflamatorios — incluindo IL-10, arginase, e Foxp3 — no tecido
adiposo de camundongos com deficiencia de CXCR3 em comparagdo a
controles. Em concordancia com esse achado, o tecido adiposo de
camundongos deficientes em CXCR3 apresentou significativamente menos
células Foxp3-positivas em relagcdo aos controles, como determinado por
analise imunohistoquimica, sugerindo um papel do CXCR3 também no
acumulo de células T regulatorias no tecido adiposo de camundongos obesos.
Diversos estudos ja demonstraram que um numero reduzido de células anti-

inflamatorias no tecido adiposo, como os macréfagos M2 e as células T
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regulatorias e seus produtos, se associam a deterioracdo da homeostase
metabélica® 8 como anteriormente mencionado.

Nossos achados sugerem que a deficiéncia de CXCRS3 interfere no
acumulo de subpopulacfes distintas e inclusive antagbnicas de células T, e
mudancas temporais no nimero de células nesses grupos podem alterar o
balanco da expressdo de moléculas proinflamatérias e anti-inflamatérias. O
efeito resultante dessa dualidade entre forcas proinflamatérias e anti-
inflamatorias no tecido adiposo parece impactar os metabolismos local e
sistémico. Em nosso estudo, um numero reduzido de células T efetoras no
tecido adiposo de camundongos CXCR3-deficientes parece ter prevalecido
com 8 semanas de dieta rica em gorduras, melhorando a tolerancia a glicose.
Apds 16 semanas de dieta rica em gorduras, € possivel que uma reducéo
significativa de células T regulatorias tenha compensado a reducédo de células

T efetoras, suprimindo a melhora na curva de tolerancia a glicose.
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Esses resultados reunidos demonstraram a participacdo de elementos
da imunidade adaptativa na rede inflamatoria do tecido adiposo na obesidade,
associada a impacto metabdlico sistémico.

No primeiro estudo, nossos dados mostraram que linfécitos T se
acumulam no tecido adiposo de camundongos obesos, e que a citocina IFNy,
classicamente secretada por linfocitos Thl, pode amplificar a inflamacéo local,
e assim influenciar a producdo de mediadores inflamatérios e o acumulo de
macrofagos no tecido adiposo, e também o metabolismo sistémico.

O segundo estudo demonstrou um papel importante do receptor de
guimiocinas CXCR3 no acumulo de populacdes distintas de células T no tecido
adiposo de camundongos obesos, também resultando em impacto na
inflamagé&o local e no metabolismo sistémico.

A compreensdo dos papéis de ambas as ramificacbes do sistema
imune, inata e adaptativa, na fisiopatologia da obesidade pode ser mais um
passo na direcdo de novas alternativas terapéuticas no tratamento dessa

condicao.
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Figura 21.

A imunidade adaptativa na rede inflamatoria do tecido
adiposo na obesidade. 1. Através da producdo da citocina Thl
IFNy, as células T podem modular as funcbes de macrofagos e
adipdcitos no tecido adiposo. O IFNy é capaz de induzir a
producdo de varias quimiocinas por adipécitos, como por
exemplo, MCP-1, RANTES, IP-10, e MIG, que provavelmente
podem facilitar o trafego e acumulo de células inflamatorias, como
macrofagos e células T, no tecido adiposo. Além disso, como
consequéncia da estimulacdo por IFNy, macréfagos podem
aumentar sua expressao de MHC Il, e também secretar mais
TNF, que por sua vez, pode induzir resisténcia insulinica local. 2.
Nossos resultados apontam para a importancia do receptor de
guimiocinas CXCR3 no acumulo de células T no tecido adiposo. O
receptor CXCRS3 € capaz de regular o acumulo de subpopulagbes
distintas de células T, incluindo células T regulatorias.
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Anexo A. Sequéncias dos primers

Gene Primer Forward Primer Reverse

TNFa 5-CTGTAGCCCACGTCGTAGC-3’ 5-TTGAGATCCATGCCGTTG-3

CD68 5-CTCTCTAAGGCTACAGGCTGCT-3 5-TCACGGTTGCAAGAGAAACA-3’
MCP-1 5-GGCTGGAGAGCTACAAGAGG-3’ 5-TCTTGAGCTTGGTGACAAAAAC-3’
RANTES 5-AGCAGCAAGTGCTCCAATC-3 5-GGGAAGCGTATACAGGGTC-3’
IL-10 5-ACTGCACCCACTTCCCAGT-3’ 5-TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT-3’
STAT-1 5-TGAGATGTCCCGGATAGTGG-3 5-CGCCAGAGAGAAATTCGTGT-3'
IFNy 5-TCTGGAGGAACTGGCAAAAG-3’ 5-TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG-3’
IP-10 5-GCTGCCGTCATTTTCTGC-3 5-TCTCACTGGCCCGTCATC-3’

MIG 5-CTTTTCCTTTTGGGCATCAT-3’ 5-GCATCGTGCATTCCTTATCA-3
CXCR3 5-GCCAAGCCATGTACCTTGAG-3 5-GGAGAGGTGCTGTTTTCCAG-3
I-A® 5-GTGGTGCTGATGGTGCTG-3 5-CCATGAACTGGTACACGAAATG-3
CD3 5-TCCCAACCCAGACTATGAGC-3 5-GCGATGTCTCTCCTATCTGTCA-3’
GAPDH 5-TGGGTGTGAACCATGAGAAG-3 5-GCTAAGCAGTTGGTGGTGC-3

TNF-a: fator de necrose tumoral; MCP-1: proteina quimiotitica de monécito; RANTES; IL-10:
interleucina-10; STAT-1: transdutor de sinal e ativagcdo da transcricdo 1; IFN-y interferon-gama; IP-10:
proteina induzida por interferon-gama; MIG: monocina induzida por interferon-gama; GAPDH:
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
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Anexo B.  Estudo de perfil transcricional

Células 3T3-L1 diferenciadas foram estimuladas com 100 U/ml de IFN-y recombinante
de camundongo ou deixadas sem tratamento (controles). Apds 4 e 24 horas, controles
e células tratadas foram coletadas e mRNA extraido e utilizado em um screening de
microarray. A tabela mostra as quimiocinas e receptores CC e CXC que se
modificaram significativamente em comparacdo aos controles, ordenados de acordo
com seu valor de p em 24 h. n=5 para cada grupo em 4h, e n=6 para cada grupo em
24 h.

4h 4h 24h 24h

Gene Other denominations paired t statistic ~ paired p value paired t statistic paired p value
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 Cxcl9, Mig 5.159 0.006703 31.630 0.000001
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10, IP-10 5.316 0.006020 20.312 0.000005
Chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5, RANTES 4.797 0.008668 16.707 0.000014
Chemokine (C-C motif) ligand 8 Ccl8, MCP-2 9.577 0.000664 16.511 0.000015
Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 Cxcl11, I-TAC 3.984 0.016351 8.116 0.000461
Chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2, MCP-1 3.645 0.021865 6.508 0.001279
Chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7, MCP-3 3.851 0.018286 5.907 0.001980
Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Cxcl13, BLC, BCA-1 4.013 0.015961 5.281 0.003243
Chemokine (C-C motif) receptor-like 1 Ccrl1 0.195 NS 5.151 0.003613
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Cxcl2, GRO-B, MGSA-B 12.422 NS 4.976 0.004190
Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 Cxcl12, SDF-10/B 14.831 NS 4.007 0.010249
Chemokine (C-X-C motif) receptor 3 Cxcr3 14.784 NS 3.999 0.010336
Chemokine (C-C motif) ligand 25 Ccl25, TECK 3.378 0.027842 3.934 0.011023
Chemokine (C-X-C motif) ligand 16 Cxcl16 3.317 0.029452 3.858 0.011907
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7 Cxcl7, NAP-2 0.515 NS 3.734 0.013510
Chemokine (C-C motif) receptor 1 Ccer1 2.744 NS 3.619 0.015239
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcl1, GRO-a, MGSA-a. 14.008 NS 3.403 0.019192
Chemokine (C-X-C motif) ligand 15 Cxcl15 1.027 NS 3.016 0.029567
Chemokine (C-C motif) ligand 28 Ccl28, MEC 27.063 NS 2.771 0.039325
Chemokine (C-C Motif) Ligand 12 Ccl12 8.944 0.000864 22.227 NS
Chemokine (C-X3-C Motif) Ligand 1 Cx3cl1, Fractalkine 6.665 0.002632 11.542 NS
Chemokine (C-C Motif) Ligand 4 Ccl4, MIP-1B 4.243 0.013233 12.488 NS
Chemokine (C-X3-C) receptor 1 Cx3cr1 3.384 0.027684 10.979 NS
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Anexo C. A deficiéncia de IFNy limita o numero de formacdes tipo “coroa’
(crown-like) no tecido adiposo visceral

O tecido adiposo periepididimal foi fixado em parafina. Sec¢des foram marcadas com
anticorpo anti-CD45 (marcador de leucécitos), e "coroas" foram contadas em 10
campos consecutivos em cada slide. Uma "coroa” € o resultado de células positivas ao
redor de um adipdécito. Uma figura representativa de cada grupo é mostrada (A-D).
Numeros de cada grupo foram plotados no grafico (E). As comparacdes entre as
médias foram realizadas através do Student's t test. WT/LF, controles ndo-obesos;
IFNy"'LF, camundongos deficientes em IFN-y ndo-obesos; WT/HF, controles obesos;
IFNy”HF, camundongos deficientes em IFN-y obesos *p<0.05; n=5-6 em cada grupo.
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Anexo D. Camundongos e controles CXCR3 deficiente apresentou gasto
energético semelhante e um pouco diferente da ingestdo de
alimentos e movimento

Camundongos foram alojados individualmente em gaiolas metabdlicas e submetidos a
monitoramento ndo-invasivo de trocas gasosas, atividade fisica e ingestao alimentar.
indices (ml/kg/h) de consumo de 02 (VO2) e producdo de CO2 (VCO2) foram
determinados em intervalos de 11 min e foram normalizados para o peso corporal. O
consumo alimentar foi medido por gravimetria. As atividades foram medidas por beam
breaks ao longo da parte inferior das gaiolas. As medi¢bes foram realizadas em
camundongos deficientes em CXCR3 (KO) e controles (WT), antes (A, B,C,D, E, F) e
depois de 4 semanas de dieta rica em gordura (G, H, I, J, L, M).

A significancia estatistica de dados metabdlicos foi analisada por meio do teste t de
Student ndo pareado * p <0,05.; n = 6 em cada grupo
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VCO,, mi/kg/h (x103)

Ratio

VCO2
Low-fat diet

—KO
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Low-fat diet
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Ambulatory Activity,

Food intake, g

Counts (x10%)

12

10

80 ¢

70

30 -

20 -

10 -

Total food intake in 48 hrs
Low-fat diet

p=0.217

Ambulatory Activity
Low-fat diet

p=0.048
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Total Activity,
Counts (x10%)

VO,, mi/kg/h (x103)

Total Activity
Low-fat diet

160
140
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80 p=0.023
60
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VO2
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VCO,, mikg/h (x10%)

Ratio

VCO2
4 weeks of high fat feeding
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Food intake, g

Total Activity,
Counts (x10%)

Food intake in 48 hrs
4 weeks of high fat feeding

p=0.024

Ambulatory Activity
4 weeks of high fat feeding

p=0.022
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4 weeks of high fat feeding
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Anexo E. Publicacdes

Molecular Medicine

Interferon-vy, a Thl Cytokine, Regulates Fat Inflammation
A Role for Adaptive Immunity in Obesity

Viviane Zorzanelli Rocha, Eduardo J. Folco, Galina Sukhova, Koichi Shimizu, Israel Gotsman,
Ashley H. Vernon, Peter Libby

Abstract—Adipose tissue (AT) can accumulate macrophages and secrete several inflammatory mediators. Despite its
pivotal role in the progression of chronic inflammatory processes such as atherosclerosis, the adaptive role of immunity
in obesity remains poorly explored. Visceral AT of diet-induced obese C57BL/6 mice had higher numbers of both CD4*
and CD8™ T cells than lean controls, monitored by flow cytometry. When stimulated in vitro, T cells from obese AT
produced more interferon (IFN)y than those from controls. AT from obese animals also had more cells expressing I-A®,
a mouse class II histocompatibility marker implicated in antigen presentation, as determined by immunostaining.
Differentiated 3T3-L1 cells stimulated with recombinant IFN+y or T-helper 1—derived supernatant produced several
chemokines and their mRNAs. Obese IFNvy-deficient animals had significantly reduced AT expression of mRNA-
encoding inflammatory genes such as tumor necrosis factor-a and monocyte chemoattractant protein-1, decreased AT
inflammatory cell accumulation, and better glucose tolerance than control animals consuming the same diet. Obese mice
doubly deficient for IFNy receptor and apolipoprotein (Apo)E on a mixed 129SvEv/C57BL/6 (129/B6) genetic
background, despite exhibiting similar AT mRNA levels of tumor necrosis factor-a and monocyte chemoattractant
protein-1 as 129/B6-ApoE™"" controls, had decreased expression of important T cell-related genes, such as
IFNy-inducible protein-10 and I-A, and lower plasma triglycerides and glucose. These results indicate a role for T cells
and IFNvy, a prototypical T-helper 1 cytokine, in regulation of the inflammatory response that accompanies obesity.
(Cire Res. 2008:103:467-476.)

Key Words: inflammation m obesity m adipose tissue m T cell m IFNy

he recent development of a worldwide obesity pandemic

has gained wide recognition.'? Approximately two-
thirds of US adults are either overweight or obese.” These
alarming statistics portend a gigantic health burden, because
excess adiposity entrains an array of atherogenic risk factors,
including diabetes and dyslipidemia# From a mechanistic
perspective, both obesity and atherosclerosis involve chronic
low-grade inflammation.

Obesity associates with macrophage accumulation in white
adipose tissue (AT),> where these infiltrating cells interact
with adipocytes and endothelial cells, comprising a local
inflammatory network.” This crosstalk results in the pro-
duction of multiple cytokines and chemokines, such as tumor
necrosis factor (TNF)a® and monocyte chemoattractant pro-
tein (MCP)-1,'© which can activate, propagate, and sustain the
local inflammatory response in AT."

Similarly, the inflammatory process within the arterial
wall that characterizes atherosclerosis involves accumula-
tion and activation of macrophages.'>-'# These phagocytes
in atheromata also interact with local cells and secrete

multiple mediators that modulate lesion evolution and
complication. Other leukocytes also contribute to atheroscle-
rosis. T cells orchestrate the inflammatory cascade evolution,
depending on the set of cytokines they predominantly pro-
duce, T helper (Th)l or Th2.'>'315 Interferon (IFN)vy, the
signature Th1 cytokine, elicits the production of macrophage
mediators, induces leukocyte adhesion molecules, chemo-
kines, and class 1I major histocompatibility antigens and
increases antigen-presenting capacity by macrophages and
endothelial cells.'~'® The enhanced antigen-presenting ca-
pacity of these cells can participate in adaptive immunity, an
important contributor to the progression of atherosclerotic
lesions.'® Yet, the role of T cells in AT remains poorly
explored. A previous study reported a greater number of T
cells in white AT of mice fed a high-fat diet,'’® but the
operation of Th1 cytokines such as IFN+y in the AT inflam-
matory network remains unknown.

The present study examined the participation of T cells,
particularly of the signature Th1 cytokine IFNYy, in the setting
of fat inflammation. In vitro data show that IFNy modulates
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2009 Best Manuscript Awards

The Best Manuscript Awards are bestowed annually by the Editors of Circulation Research to recognize the most outstanding
articles published in the journal. The winners of the 2009 Best Manuscript Awards were selected from volumes 103 and 104 on
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