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RESUMO

A obesidade € um problema de saude atual. Segundo a OMS, em 2016, 39%
dos adultos com 18 anos ou mais estavam acima do peso e 13% foram diagnosticados
com obesidade. No Brasil esse cenario é ainda mais preocupante, em que dados
apontam um percentual de individuos adultos com sobrepeso de 54% e de individuos
obesos de 18,9%, pelo Ministério da Saude (2019). Além disso, a composi¢cao da
microbiota de individuos magros e obesos é diferente e pode ter influéncia no
desenvolvimento da obesidade, além de ter um papel significativo na modulagédo do
sistema imune do hospedeiro. Assim, objetivamos avaliar as associagdes entre a
obesidade e a microbiota intestinal na Tuberculose (TB) experimental. Para isso,
camundongos da linhagem C57BL/6 machos foram submetidos a dieta hiperlipidica
ou padrao e infectados ou ndo com Mycobacterium bovis BCG, nos tempos de 24, 48,
72 e 96 horas. Nossos dados demonstraram que a dieta hiperlipidica foi capaz de
induzir um quadro de obesidade apos 12 semanas. Interessantemente, houve perda
significativa de peso dos animais obesos apds 96 h de infecgdo por M. bovis BCG.
Houve aumento na formacao de corpusculos lipidicos frente a infeccdo em ambos os
grupos estudados, porém a obesidade parece modular positivamente essa biogénese
em 72 e 96 h. Entretanto, apds 96 h de infecgdo, em ambos os grupos, houve uma
diminuicao significativa na formagao dessas organelas. Nossos dados também
mostraram aumento na secregéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e KC) frente a
infeccdo e diminuigdo nos niveis de IL-10 em animais obesos apds 48 h. As analises
histolégicas do intestino indicaram um aumento de areas de infiltrado inflamatério no
intestino de animais obesos no tempo de 48 h. No entanto, de forma interessante, em
ambos os grupos, eutréfico e obeso, houve uma redugao significativa na area dos
infiltrados inflamatérios apds 96 h de infecgcdo. Através da analise estrutural da
microbiota intestinal, foi possivel demonstrar que ha diferengas entre os grupos
eutréfico e obeso. A estrutura da microbiota intestinal dos animais eutréficos sofreu
alteracdes de forma rapida e continuou variando nos tempos de 24, 48 e 72 h apés
infeccdo. Ja a alteragdo na estrutura da microbiota intestinal (Ml) de animais obesos
foi lenta, com menores alteracbes nos tempos de 24 e 48 horas, e mudancas
expressivas no tempo de 72 h, as quais se aproximaram do perfil microbiano dos
animais eutroficos apés 24 h de infecgao (98,3% de similaridade). Além disso, animais

obesos apdés 96 h de infecgdo sofrem drasticas alteracbes na composicao da Ml



apresentando 55,1% de similaridade com os outros grupos. Alteragdes na composi¢céo
da microbiota intestinal e suas associacbes a doencas infecciosos ainda sao
fracamente compreendidas o que torna necessaria a investigacdo mais aprofundada

acerca de suas interagdes com o sistema imune.

Palavras-chave: Obesidade. Tuberculose. Microbiota Intestinal. Corpusculos
Lipidicos.



ABSTRACT

Obesity is a current health problem. According to WHO, in 2016, 39% of adults
aged 18 years old or older were overweight and 13% were diagnosed with obesity. In
Brazil, this scenario is even more worrisome, while data indicate a percentage of
overweight adults of 54% and obese individuals of 18.9%, by the Ministry of Health
(2019). It has already been shown that obesity or overweight are protective factors in
the evolution of infectious diseases such as Tuberculosis (TB). In addition, in
individuals with high body mass index (BMI) they have higher systemic levels of pro-
inflammatory cytokines and a decrease in anti-inflammatory cytokines. The microbiota
composition of eutrophic and obese individuals are different and may influence the
development of obesity, as well as having significant role in the modulation of the host
immune system. Thus, this study aimed to evaluate the associations between obesity
and the gut microbiota in experimental TB. For this, male mice of the C57BL/6 lineage
were submitted to a hyperlipidic or standard diet and infected or not with
Mycobacterium bovis BCG at 24, 48, 72 and 96 hours. Our data demonstrated that the
hyperlipidic diet was able to induce obesity after 12 weeks. Interestingly, there was a
significant weight loss in obese animals after 96h of infection by M. bovis BCG. There
was an increase in the formation of lipid bodies in face of infection in both groups
studied, but obesity seems to positively modulate this biogenesis in 72 and 96h.
However, after 96h of infection, in both groups, there was a significant decrease in the
formation of these organelles. Our data also showed increased secretion of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a and KC) in face of infection and a decrease in IL-10
levels in obese animals after 48h. Histological analyzes of the gut indicated an
increased area of inflammatory infiltrates in the gut of obese animals in 48h. However,
interestingly, in both groups, eutrophic and obese, there was a significant reduction in
the area of inflammatory infiltrates after 96h of infection. Through the structural
analysis of the gut microbiota of the mice, it was possible to demonstrate that there are
differences between the eutrophic and obese groups. The gut microbiota (GM)
structure of the eutrophic animals underwent changes rapidly and continued to vary at
24, 48 and 72h after infection. The change in the gut microbiota structure of obese
animals was slow, with minor changes at 24 and 48 hours, and significant changes in
the time of 72h, which approached the microbial profile of the eutrophic animals after

24h of infection. The hyperlipidic diet was able to induce obesity in the animal model



but BCG infection induced loss of body weight after 96h of infection (98.3% similarity).
In addition, obese animals after 96h of infection undergo drastic changes in the
composition of the GM showing 55.1% similarity with the other groups. Changes in the
composition of the gut microbiota and their associations to infectious diseases are still
poorly understood and further investigation into their interactions with the immune

system are necessary.

Key words: Obesity. Tuberculosis. Gut Microbiota. Lipid Bodies.
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1 INTRODUGAO

Esta sessdo foi subdividida em quatro capitulos: “Obesidade”, “Microbiota

Intestinal”’, “Tuberculose” e “Corpusculos Lipidicos”.
1.1 OBESIDADE

Esta sessao foi subdividida em “caracteristicas gerais” e “influéncia da obesidade

no sistema imunoldgico” para melhor compreenséo do assunto.
1.1.1 Caracteristicas Gerais

A obesidade é uma doenga que atinge pessoas no mundo inteiro e tornou-se
um problema de saude contemporaneo, ja que sua incidéncia quase triplicou desde
1975, segundo a Organizagao Mundial de Saude. Em 2016, 39% dos adultos com 18
anos ou mais estavam acima do peso e 13% foram diagnosticados com obesidade
(Figura 1). Levando-se em consideragédo que a maior parte da populagdo mundial vive
em paises em que o sobrepeso, ou a obesidade, matam mais do que a subnutricdo é
de suma importancia ressaltar que esta € uma doenca evitavel e, portanto, deve ser
melhor compreendida (WHO, 2018).

Figura 1 - Distribuicdo da obesidade em homens pelo mundo.
-rﬂ'i;-;..'-'_-“'.?-—

. b ;*_Li'-s' % Workd Health
Prevalence of obesity (%)" | ’ y LR Drganization }'

] .- -..A : E _ ::. L4 -
El 15-24.5 D Mot applicable x,

e —
Fonte: Adaptado de Relatorio Global de Status sobre Doencas Nao Transmissiveis, 2014,
Organizagdo Mundial da Saude.
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O cenario da frequéncia de obesidade na populagéo brasileira é ainda mais
alarmante, a propor¢ado de individuos adultos com sobrepeso foi de 54% e de
individuos obesos chegou a 18,9% segundo dados do Ministério da Saude, 2019
(Figura 2). A baixa ingestao de alimentos ricos em fibras e vitaminas, como frutas e
hortalicas, e aumento do consumo de alimentos com baixo valor nutricional e ricos em
gorduras e acgucares é crescente desde a virada do século, concomitantemente a
diminuicdo de pratica de atividades fisicas que contribuem para as estatisticas atuais
de sobrepeso e obesidade, que sé tendem a aumentar.

Figura 2 - Crescimento do indice de Obesidade no Brasil.

OBESIDADE

Obesidade cresceu 60% em dez anos
De 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016

Frequeéncia & semelhante
entre os sexos

12,1 16,5 B
e ————— 18,1

114 Masculino —Feminino

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

* IMC £ 30kg/m’* i ~EE

Fonte: Vigitel, 2016.

A obesidade é uma doenga multifatorial em que, além da dieta, outros fatores
como a idade e estagio de desenvolvimento do individuo, fatores genéticos e
epigenéticos, pratica de atividade fisica, nivel de instru¢do e educagéao nutricional, e
doencas psicologicas estdo envolvidos (KOPELMAN, 2000; CHRISTAKIS; FOWLER,
2007; PANIAGUA, 2016).

A obesidade é estimada através do indice de Massa Corporal (IMC), em que
se faz o calculo da razédo do peso (em quilogramas) do individuo, pelo quadrado da
sua altura, que € expressa em metros. Segundo abordagem da OMS, individuos com

IMC entre 25-29,9 kg/m? s&o considerados com sobrepeso e IMC igual ou superior a
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30 kg/m? sdo classificados como obesos (AN et al., 1998; WANG et al., 2012;
PANIAGUA, 2016). Esta estimativa, no entanto, ndo fornece informagdes quanto a
composi¢cao corporal e distribuicdo de gordura corporal, tampouco leva em
consideragao as variagdes individuais da relagdo massa muscular / deposi¢cao de
gordura. Desta forma, a predicdo de obesidade € mais adequada quando medido o
percentual de gordura corporal (% GC), que € a razdo entre o peso total e o peso de
gordura corporal (PANIAGUA, 2016).

A obesidade é o principal fator da chamada “Sindrome Metabdlica”,
caracterizada pela incidéncia de fatores de risco a saude do individuo que podem
coexistir e contribuir para diversas patologias, como resisténcia a insulina,
dislipidemia, doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2, inflamagao, hipertensao,
intolerancia a glicose e esteatose hepatica (DE HEREDIA et al, 2012; HELLMANN et
al., 2013; EGUCHI et al., 2017).

1.1.2 Influéncia da Obesidade no Sistema Imunolégico

A obesidade € uma doencga crbnica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal e diminuicdo do gasto energético, levando a hipertrofia do tecido
adiposo que normalmente esta associada a outros problemas de saude, amplificando
sua gravidade (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

O tecido adiposo é responsavel por liberar varios peptideos bioativos dentre os
quais alguns s&o capazes de atuar como horménios (LAFONTAN, 2005). Destacam-
se entre as citocinas e adipocinas: a leptina, a adiponectina, a adipsina, a resistina, o
fator de necrose tumoral a (TNF-a), o inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1
(PAI-1), interleucina 1B (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), o fator 1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), a proteina-1 quimioatraente de mondcitos
(MCP-1) a visfatina, entre outros. Todos esses fatores, com excegéo da adiponectina,
tem sua producéo e secrecao intensificadas durante obesidade (MAURY; BRICHARD,
2010; PANIAGUA, 2016; ENGIN; ENGIN, 2017; LONGO et al., 2019)(ENGIN; ENGIN,
2017).

Varios destes fatores, como o TNF-q, a resistina, o PAI-1, a IL-6 e a MCP1,
influenciam diretamente na indugao de resisténcia a insulina, a hipercoagulabilidade
e a aterogénese, que, por sua vez, geram hipertensao, intensificam estados pro-

inflamatodrios, aumentam riscos cardiovasculares, acidentes tromboembdlicos,
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diabetes tipo 2 (DM2), esteatose hepatica, neurodegeneracdo, doencga biliar e certos
tipos de cancer (HOTAMISLIGIL, 2006).

Diante da descoberta de que a obesidade resulta em um estado inflamatério no
tecido adiposo, no figado, no musculo, no pancreas e no cérebro, estudos acerca dos
mecanismos inflamatérios na obesidade tém atraido os pesquisadores (GREGOR,;
HOTAMISLIGIL, 2011).

O termo metainflamagcdo, define a inflamagdo crénica e de baixo grau
conduzida por adipdcitos em resposta ao excesso de nutrientes, como em quadros de
obesidade contribuindo para a resisténcia a insulina e disfungdo do metabolismo.
Durante a metainflamagao, inumeras citocinas e adipocinas sdo produzidas pelo
tecido adiposo branco (TAB), levando ao recrutamento de células imunes para esse
tecido e uma solida ativagdo do sistema imunolégico (GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011; ENGIN, 2017).

Em condigdes normais, os macrofagos residentes predominantes no tecido
adiposo sdo os macrofagos alternativamente ativados (M2). A ativacdo destes
macrofagos ocorre por exposi¢cao a IL-4 e possuem papel de imunossupressao e
homeostase tecidual, secretando citocinas antiinflamatdrias, como IL-10 e agonistas
do receptor de IL-1 (BOUTENS; STIENSTRA, 2016). No tecido adiposo de obesos ha
um aumento no numero de macréfagos. Em camundongos o numero de macréfagos
em relagcdo ao numero de adipécitos passa de 5% em animais eutréficos para 50%
em obesos (WEISBERG et al., 2003; BOUTENS; STIENSTRA, 2016), e em humanos
4% das células presentes no tecido adiposo visceral de individuos magros s&o
macroéfagos, e 12% em obesos (HARMAN-BOEHM et al., 2007). Além disso, durante
a obesidade ha um aumento na propor¢ao de macréfagos classicamente ativados
(M1) em relagdo ao numero de macrofagos M2. Macréfagos M1 secretam citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-12, e promovem um estado inflamatério

também através da secregéo de Oxido Nitrico (Figura 3).
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Figura 3 - O aumento da reserva de lipidios em adipécitos favorece a inflamagao.
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Pessoas obesas (IMC >.30 kg/m2) possuem concentragdes sistémicas de
mediadores pro-inflamatdrios maiores quando comparados as pessoas na faixa
normal de peso (HERDER et al., 2005, 2006; CALDER et al., 2011).

Ja foi observado que, tanto em humanos quanto em roedores, mondcitos e
macrofagos se acumulam no tecido adiposo quando ocorre aumento do peso corporal
€ a prevencao ou reversao dessa acumulagao protege contra a disfungdo metabdlica
relacionada a obesidade, porém os mecanismos patogénicos que resultam neste
recrutamento ainda estdo sendo investigados e exigem maiores estudos (WEISBERG
et al., 2003; HEVENER et al., 2007; LUMENG et al., 2007; EGUCHI et al., 2017).

Macrofagos derivados do tecido adiposo estao ligados a manutengao do estado
inflamatorio de baixo grau causado pela obesidade (Figura 4), sendo os fatores que
levam a infiltracdo e ativacdo destas células de carater multifatorial, como sinais
paracrinos, autocrinos e endoécrinos, além de modificagdes mecanicas, como
hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos (CURAT et al., 2006; CALDER et al., 2011).

O influxo de células do sistema imune para o tecido adiposo contribui para a
manutencao do estado inflamatdrio, e € possivel observar que a obesidade induz os
macrofagos a um perfil predominantemente proé-inflamatério, caracterizada por uma
reducao na secrecao de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 e da arginase, e
aumento das pro-inflamatorias, como TNF-a (LUMENG et al., 2007; KALUPAHANA et
al., 2012).
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Além de citocinas classicas, a leptina e a adiponectina sdao hormdnios
produzidos no tecido adiposo, exclusivamente por adipdcitos, e estas podem exercer
papel importante na atracdo de células inflamatdrias. Estudos realizados in vitro ja
sugeriram que a leptina € uma facilitadora da migragcdo de mondcitos devido a sua
capacidade de induzir proteinas de adesao (CURAT et al., 2004), entretanto, a inibigdo
desse processo pode ser realizada pela adiponectina (GUZIK et al., 2006). Em
individuos obesos foi observado aumento dos niveis de leptina e uma diminui¢cao dos
niveis de adiponectina (CALDER et al., 2011; PANIAGUA et al., 2014; PANIAGUA,
2016).

Figura 4 - Representacado esquematica da interagao entre adipécitos e macréfagos

mostrando algumas das moléculas liberadas.
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O consumo de dietas ricas em acidos graxos saturados € altamente

correlacionada a sindrome metabdlica (Figura 5), em que ocorre ganho de peso e
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aumento da inflamagdo (KENNEDY et al., 2008). Além disso, eles s&o capazes de
modular a atividade de fatores de transcrigdo envolvidos na inflamagédo, como NFkB
e PPARy (CALDER et al., 2011). Este é o caso do palmitato (um dos acidos graxos
saturados mais comuns encontrados tanto em animais, quanto em plantas) que,
quando em excesso, leva a expansao do tecido adiposo branco e aumento da
inflamacdo e da apoptose através do estresse oxidativo do reticulo ou
endoplasmatico, além de geracao de ceramida e espécies reativas de oxigénio (ROS)
e sinalizagao da proteina quinase C (KENNEDY et al., 2008).

Os adipécitos expressam uma série de receptores Toll-Like (TLR) que séao
capazes de detectar lipidios e acidos graxos saturados, além de induzir ativagao de
TLR2 e TLR4 (RAY et al, 2016). Em individuos obesos, observa-se aumento da
expressao de TLR4 e consequente ativagado da via NFkB e produgao de citocinas
inflamatadrias (KENNEDY et al., 2008; SCHAFFLER e SCHOLMERICH, 2010).

Figura 5 - O consumo excessivo de energia aumenta a inflamagao do Tecido
Adiposo Branco (White Adipose Tissue — WAT) e contribui para o desenvolvimento

da sindrome metabdlica.
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Estudos ja demonstraram que citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6,
quimiocinas, como a MCP-1, e adipocinas, como a leptina e adiponectina, possuem
uma relagao estreita com a obesidade (HELLMANN et al., 2013; PANIAGUA, 2016;

RAY et al, 2016). A primeira correlagado entre obesidade e baixo estado inflamatdrio
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foi proposto por Hotamisligil et al. (1993), que demonstraram que o tecido adiposo
branco é capaz de sintetizar e liberar TNF-a, uma importante citocina pro-inflamatoria.
Neste estudo realizado em camundongos, foi demonstrado que a expressao de TNF-
a € aumentada em adipdcitos de camundongos obesos, assim como em resistentes
a insulina. Esses dados corroboram com a premissa de que o tecido adiposo possui
papel importante na imunidade, podendo ser a maior fonte de mediadores pro-
inflamatérios quando ha wuma desregulacdo proveniente da obesidade
(HOTAMISLIGIL et al., 1993; CALDER et al., 2011). Atualmente, sabe-se que nao
somente TNF-a, mas uma série de citocinas inflamatorias aumentam nos tecidos de
obesos, dentre elas destaca-se a IL-6, IL-13, CCL2 e outras (BERG; SCHERER, 2005;
SHOELSON et al., 2006).

Um importante papel da obesidade que vem sendo cada vez mais investigado
€ quanto a sua influéncia na composi¢c&o da microbiota intestinal (Ml) (Figura 6). Ja foi
demonstrado que a alimentagcdo exerce papel influente na M| tanto em animais
(MURPHY et al., 2010; DE WIT et al., 2012; MUJICO et al., 2013; PATTERSON et al.,
2014; DANIEL et al., 2014; MARQUES et al., 2015), quanto em humanos (DE FILIPPO
et al., 2010; TURNBAUGH et al., 2010; GRAF et al., 2015; KNIGHT, 2015). Desta
forma, investigacbes acerca de dietas ricas em gorduras apontaram mudangas na
composi¢cdo microbiana intestinal que estdo relacionadas a efeitos prejudiciais na
saude dos individuos (TURNBAUGH et al., 2010).
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Figura 6 - Alteragdes na composigao e fungéo da microbiota intestinal de individuos
saudaveis e microbiota de individuos diabéticos-obesos.
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Uma vez que mudancas na composi¢ao da microbiota intestinal exercem
grande influéncia nas respostas a diversas patologias, o estudo dessas alteragdes e
suas respectivas modulagdes do sistema imune devem ser amplamente investigadas

como um possivel alvo terapéutico para tratamentos futuros.

1.2 MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota humana é formada por uma populacdo diversa, numerosa,
complexa que interage entre si e com células do hospedeiro. Nesse contexto, a
microbiota intestinal se destaca por ser a mais numerosa e por impactar
profundamente a fisiologia do hospedeiro (FOMBY; CHERLIN, 2011). A MI possui

influéncia no desenvolvimento e expansao das células imunoldgicas da mucosa do
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hospedeiro e o sistema imunolégico modula a composigdo da MI (HOOPER et al.,
2007; LEE; MAZMANIAN, 2011).

A microbiota intestinal caracteriza-se por todos os microrganismos residentes
do intestino, sendo estes as bactérias, archaea, fungos, protozoarios e virus (SITTIPO
et al., 2018; KLANCIC; REIMER, 2019). Estima-se que existam em torno de 100
triihdes de células em sua composicdo (FOMBY; CHERLIN, 2011; KLANCIC;
REIMER, 2019) e estima-se que estejam na mesma ordem de magnitude de células
humanas (BLASER; DOMINGUEZ-BELLO, 2016). A comunidade dominante é das
bactérias, com mais de 90% das suas espécies pertencentes aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes e, além desses, ja foram descritos também os filos Actinobacteria,
Proteobacteria, e Verrucomicrobia na microbiota intestinal (Figura 7) (TREMAROLI;
BACKHED, 2012).

Figura 7 - Os filos dominantes em varios locais do trato Gl humano.
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Estudos acerca do papel da MI na fisiologia dos individuos tém aumentado,

uma vez que ela é responsavel por exercer diversas fungbes no metabolismo de



26

maneira geral, como na digest&o dos alimentos, fornecimento de nutrientes essenciais
ao hospedeiro, defesa contra patégenos e controle do crescimento e diferenciagéo de
células epiteliais intestinais (TREMAROLI; BACKHED, 2012; SITTIPO et al., 2018).

Quando em equilibrio, a comunicagao entre a microbiota intestinal e o sistema
imune ocorre em homeostase e nenhuma doenga, inclusive as de origem metabdlica,
€ desencadeada por este fendmeno (JIN; HENAO-MEJIA; FLAVELL, 2013; THAISS
et al., 2016). Entretanto, mudangas na composi¢ao da microbiota intestinal, conhecida
como disbiose, tem sido associada a patogénese de diversas doengas, tais como
doencas cardiovasculares (WANG et al., 2011), aterosclerose (TANG et al., 2017),
diabetes do tipo 2 (HAN; LIN, 2014) e obesidade (BACKHED et al., 2004, 2007). Além
disso, o consumo de dieta high-fat (HFD), ou hiperlipidica, pode ser responsavel pela
infiltracdo ou ativagdo de macréfagos, células dendriticas (DCs), neutrdéfilos e levar a
uma diminuicdo de eosindfilos no tecido adiposo que juntos levardo ao
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina (Figura 8) (SITTIPO et al.,
2018).

A influéncia da microbiota intestinal na funcdo e desenvolvimento do sistema
imunologico do hospedeiro ja € bem estabelecida, possuindo carater fundamental
para sua inducgéao, treinamento e desempenho. Camundongos Germ-free (nascidos e
criados na auséncia total de microrganismos) sao ferramentas importantes na
investigacao e compreensao do papel da Ml na fisiologia do hospedeiro (TREMAROLI,
BACKHED, 2012). Em estudo realizado com esse modelo de camundongo foi
observado que esses animais sao deficientes no desenvolvimento do tecido linfatico
associado ao intestino (GALT), que é a primeira linha de defesa da mucosa intestinal
(MACPHERSON; HARRIS, 2004; PATTERSON et al., 2016).

Camundongos germ-free também foram utilizados como modelo para
esclarecer o papel da Ml na obtengao de energia e deposigédo de gordura, em que foi
observado uma diminuicdo de acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) no intestino e
excregao do dobro de calorias em comparagédo aos camundongos convencionais.
Para compensar essa coleta mais baixa de energia, os camundongos germ-free
aumentaram seu consumo de alimento (TREMAROLI; BACKHED, 2012).
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Figura 8 - Dieta Hiperlipidica induz disbiose da microbiota intestinal e rompimento da
integridade epitelial intestinal, influenciando a ativagado das imunidades inata e

adaptativa, levando ao aumento da resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2 (DM2).
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Em experimento realizado com camundongos ob/ob, geneticamente
modificados para desenvolver obesidade, foi observado que estes animais eram
hiperfagicos devido a uma mutagcdo no gene que codifica a leptina, hormdnio
responsavel pela saciedade (LEY et al., 2005).

A microbiota intestinal de humanos obesos ja foi descrita como alterada em
comparagao aos individuos eutroficos (LEY et al., 2006). Foi observado tanto em
camundongos quanto em humanos que existe um desbalango entre os filos
dominantes que compde a microbiota intestinal, havendo aumento de Firmicutes e
diminuicao de Bacteroidetes em obesos quando comparados aos eutréficos (LEY et
al., 2005, 2006; TREMAROLI; BACKHED, 2012).

Em camundongos e humanos, através de analise metagenémica de amostras
fecais, foi possivel concluir que a microbiota intestinal de individuos obesos tem maior
capacidade degradacdo dos polissacarideos, ou seja, maior extracdo de energia
(TURNBAUGH et al., 2006, 2009).

O consumo de dieta hiperlipidica (HFD) também contribui para o rompimento
da barreira epitelial intestinal que promove o aumento da circulagdo de

lipopolissacarideos (LPS), ativacdo de células do sistema imune intestinais e,
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consequentemente, aumento de citocinas pro-inflamatérias, dessa forma, pode
promover respostas imunoldgicas locais e sistémicas e afetar ainda mais o
metabolismo do hospedeiro (CAESAR et al., 2012; SITTIPO et al., 2018).

Lesbes na barreira intestinal pelo consumo de HFD e consequente circulagao
de LPS influenciam na progressao da obesidade e no desenvolvimento da resisténcia
a insulina em diabetes tipo 2 (DING et al., 2010). Em camundongos alimentados com
HFD foi demonstrado aumento da inflamagdo do seu tecido adiposo (VAN DER
HEIJDEN et al., 2015).

A citocina IL-12 é produzida em casos de lesdes da barreira epitelial intestinal
e induz a diferenciagao de células linfoides intatas (ILCs) para ILC1, que em resposta
produz ia citocina pro-inflamatdéria interferon-y (IFN-y) (SPITS; BERNINK; LANIER,
2016). O IFN-y, por sua vez, estimula a polarizagcdo de macréfagos M2 (anti-
inflamatorio) a macréfagos M1 (pro-inflamatorios) e a resisténcia a insulina
(O’SULLIVAN et al., 2017).

Doencas infecciosas como a tuberculose (TB) também s&o capazes de levar a
disbiose da microbiota intestinal. HU et al. (2019) demonstraram, através de
sequenciamento metagendmico, significativa alteracdo da microbiota intestinal e suas
funcbes metabdlicas de pacientes com TB. Entretanto, ainda é proposta a
possibilidade dessa alteracao ter ocorrido anteriormente a infeccédo e ainda contribuir
para a mesma.

A microbiota intestinal, portanto, possui fungdées amplamente diversas dentre
as quais destaca-se seu papel na resposta imunolégica em diversas doengas
interferindo diretamente na resposta do hospedeiro. Desta forma, as associag¢des
entre a microbiota e estado nutricional do individuo podem ter impacto direto para o

desenvolvimento ou n&o de determinadas doencas, inclusive a Tuberculose.

1.3 TUBERCULOSE

A Tuberculose (TB) € uma doenga causada pela micobactéria Mycobacterium
tuberculosis e é considerada um problema de saude mundial (Figura 9), uma vez que
esta entre as 10 principais causas de morte por doencas infecciosas, sendo a maior
causadora de mortes quando proveniente de um unico agente infeccioso, ficando a

frente, inclusive, da infecg¢ao pelo virus do HIV (OMS, 2018).
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Figura 9 - Estimativa de novos casos de Tuberculose ao redor do mundo.
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Fonte: Adaptado de Global Tuberculosis Report, 2018, Organizagdo Mundial da Saude.

As consequéncias advindas da infeccdo por M. tuberculosis e suas
manifestacdes clinicas dependem de uma série de fatores correlacionados, como a
genética do hospedeiro, fatores de viruléncia, a saude e o estado nutricional do
hospedeiro e possiveis exposi¢gdes prévias ao patdégeno ou imunizagdo contra o
mesmo através da vacinagado (LERNER et al, 2015).

A transmissado do M. tuberculosis ocorre pela via aérea, quando uma pessoa
com a doencga ativa ao espirrar, tossir ou mesmo durante sua fala, libera particulas
contendo os bacilos infectantes que podem ser inaladas por outras pessoas
infectando-as (Figura 10) (O'GARRA et al., 2013; CASPER et al., 2017). Entretanto, a
exposicdo ao M. tuberculosis nao necessariamente levara o paciente ao
desenvolvimento da forma ativa/sintomatica da doenca. Apenas 30% das pessoas sio
infectadas quando expostas ao agente etioldgico da doencga e este também evento
depende do grau de exposigao, como proximidade, condigbes do ambiente e tempo
de convivéncia, da infectividade do caso indice (quantidade de bacilos eliminados) e
fatores imunolégicos individuais. Em sua maioria, pessoas infectadas permanecem

saudaveis por anos devido a contenc¢ao do bacilo pelo sistema imune do hospedeiro,
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caracterizando o estado de infecc&o por tuberculose latente (LTB) (GETAHUN et al.,
2015).

Figura 10 - Cascata de transmissao da tuberculose.
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A infeccdo por M. tuberculosis geralmente resulta em um estado latente e
assintomatico (LTB), em que ndo ha evidéncia de doenga e a unica indicagdo de
infeccdo € a presencga de resposta imunoldgica a antigenos micobacterianos. Apenas
uma fracao de 5 a 10% desses individuos infectados realmente evoluem para TB ativa
durante sua vida, em que a carga bacteriana € alta e a transmissdo pode ocorrer
(PHILIPS e ERNST, 2012; ANURADHAA et al, 2016).

A tuberculose é uma doenga que acomete principalmente os pulmdes (TB
pulmonar), mas pode também apresentar outros sitios de infeccdo (TB
extrapulmonar). Neste segundo caso, a doenga € mais comum em pacientes
imunocomprometidos, atingindo, principalmente, criangas e individuos portadores do
virus HIV (OMS, 2018).
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A TB é uma doenga negligenciada, porém, devido a sua ressurgéncia em
paises do mundo todo, ela tem causado imensa preocupagao por parte destes
ganhando cada vez mais destaque no campo da pesquisa. Nesse sentido,
investigagcdes quanto a defesa do hospedeiro e mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na infecgao por M. tuberculosis tém sido alvo desses estudos.

A vacina atualmente utilizada na prevencao contra infecgao por tuberculose &
a Mycobacterium bovis-bacillus Calmette-Guérin (BCG), ja utilizada ha mais de 90
anos, mas que infelizmente € incapaz de garantir que individuos adultos nao
desenvolvam a doenca pulmonar. Portanto, para o desenvolvimento de vacinas mais
eficientes se faz necessario o estudo mais aprofundado da patogénese da doenca
(PHILIPS e ERNST, 2012).

A capacidade dessa micobactéria em se adaptar a ambientes hostis de
macrofagos tem sido de suma importancia para a sobrevivéncia desses organismos e
conferido sucesso na sua patogenia. Uma vez no organismo, a M. tuberculosis é
capaz de interferir no trafego de vias do hospedeiro através da modulagdo da
maturagao de vias endossomais e fagossomais a fim de criar um potencial nicho de
sobrevivéncia em fagossomos micobacterianos (ARMSTRONG; D’ARCY HART,
1975; RUSSELL, 2011; RUSSELL; MWANDUMBA; RHOADES, 2002).

Um aspecto muito comum durante o processo infeccioso da tuberculose é a
formacdo de granulomas, que sao aglomerados organizados de macréfagos
infectados rodeados por diversas outras células como linfécitos, monécitos e células

epiteliais que também sdo componentes do sistema imune (Figura 11).



Figura 11 - Progresséo histolégica do granuloma humano durante a Tuberculose.
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Nos granulomas também destacam-se os “macréfagos espumosos”,

caracterizados pelo acumulo intracelular de lipidios ou corpusculos lipidicos, e que

perderam a habilidade bactericida e fagocitica (Figura 12).
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Figura 12 - Granuloma pela infecgao por tuberculose.
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Fonte: Adaptado de Lugo-Villarino et al., 2013.

Ja é bem estabelecido que citocinas do sistema imune inato e adaptativo
conduzem a resposta imune frente a infecgao por M. tuberculosis através de citocinas
pré-inflamatérias como IFNy, TNF-a, IL-1a, IL-B e GM-CSF que respondem de
maneira protetiva a Tuberculose em modelos murinos (GRIS, 2013), em contrapartida,
citocinas anti-inflamatdérias, como IL-10 e TGF, levam ao aumento da suscetibilidade
a doenca (DORHOI; KAUFMANN, 2014; ETNA et al., 2014). Os niveis sistémicos de
citocinas pro-inflamatérias como IFNy, TNFa, IL-22, IL-1a, IL-12 e GM-CSF séao
significativamente aumentadas em individuos obesos em comparagao aos eutroficos,
enquanto citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5 e TGFB sdo diminuidos
(ANURADHAA et al, 2016). Esses dados fizeram com que a investigagao acerca da
comorbidade obesidade-tuberculose fossem intensificadas (GRIS, 2013; DORHOI;
KAUFMANN, 2014; ETNA et al., 2014; ANURADHAA et al., 2016).

Em Lima, Peru, foram observados maiores niveis sanguineos nao estimulados
de IFN-y em pessoas com infecgao latente da tuberculose (ILTB) do que pessoas sem
ILTB, demonstrando ativagdo do sistema imune durante o curso da infeccdo por M.
tuberculosis (HUAMAN et al., 2018).
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Um aspecto fundamental da patogénese da infecgao por micobactérias que tem
sido observado é quanto a alteragdes no metabolismo lipidico de células hospedeiras
infectadas por patégenos intracelulares. Micobactérias patogénicas, como a
Mycobacterium tuberculosis, sobrevivem e crescem a partir de lipidios provenientes
das células hospedeiras e diferentes estudos sugerem que elas sdo capazes de
induzir a formacao de corpusculos lipidicos em infecgdes micobacterianas como na
Tuberculose (ALMEIDA et al., 2009; RAJARAM et al., 2010; FATIMA et al., 2020).

1.4 CORPUSCULO LIPIDICO

Esta sessdao foi subdividida em “caracteristicas gerais e biogénese” e
“corpusculos lipidicos e seu papel em Infecgdes micobacterianas” para melhor

compreensao do assunto.

1.4.1 Caracteristicas Gerais e Biogénese

Os corpusculos lipidicos (CL), ou goticulas lipidicas, séo organelas esféricas
presentes no citoplasma celular da maioria das células eucaridticas. Sao ricas em
lipidios, com tamanho variavel entre alguns nanémetros a centenas de micrémetros
(como é o caso de adipocitos que apresentam corpusculos lipidicos preenchendo todo
o citoplasma da célula). Essas organelas sdo revestidas por uma monocamada
fosfolipidica, além de apresentar conteudo proteico associado e a composicao lipidica
inclui lipidios neutros, como triacilglicerol (TAG), ésteres de esterol (SE) e colesterol
(TAUCHI-SATO et al., 2002; D’AVILA et al., 2006; BOZZA; MAGALHAES; WELLER,
2009; WALTHER; FARESE, 2012). Inicialmente considerou-se que células que
apresentavam em seu conteudo corpusculos lipidicos eram exclusivamente
associados ao armazenamento e transporte de lipidios neutros, entretanto, estudos
recentes ja demonstraram que essas organelas sao de carater dindmico e altamente
funcionais, servindo como sitios de sinalizagdo em leucécitos, além de contribuir para
a regulagcdo do metabolismo lipidico, sinalizagao intracelular, trafego de membrana
além de participarem da sintese de mediadores inflamatérios (BOZZA; MELO;
BANDEIRA-MELO, 2007; BOZZA et al., 2009; FARESE; WALTHER, 2009; LINGALA;
GHANY, 2016).
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Devido ao seu carater estrutural, a compreensao de como ocorrem as vias de
transporte de proteinas e lipidios nos CL sdo desafiadoras, pois seu arranjo se
diferencia dos mecanismos classicos de transporte vesicular. Entretanto, sua distingéo
de outras organelas pode ser caracterizada por analises ultra-estruturais e por
marcacao através de sondas fluorescentes com afinidade por lipidios neutros
(FARESE; WALTHER, 2009; MELO et al., 2011).

Uma ampla variedade de enzimas e proteinas podem ser compartimentalizadas
nos CL. Sdo exemplos proteinas quinases especificas e pequenas GTPases além de
outras proteinas associadas a estrutura desta organela. Os CL compartimentalizam
enzimas que estdo envolvidas na biossintese, transporte e catabolismo de lipidios,
formadores de eicosanoides, caveolinas, proteinas quinases, como fosfatidilinositol
3-quinase (PI3 quinase), proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAP), proteina
quinase C (PKC) e proteinas envolvidas no transporte vesicular, como VAT 1, SNAP
e VAMP (Figura 13) (BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009).

O conteudo proteico dessas organelas foi descrito através de analise
protedmica e sua classificagcao é feita em trés grupos: proteinas estruturais (KIMMEL
et al., 2010), que inclui perilipina 1 (PLIN1), PLIN2 (ADRP) e PLINS; proteinas de
trafego de membrana, incluindo GTPases, proteinas da familia Rab e chaperonas;
enzimas de metabolismo de lipidios, como DGAT2, ATGL e HSL (BRASAEMLE et al.,
2004; KORY et al., 2016). A composicao proteica dos CL, assim como de lipidios,
depende do tipo celular e seu estado fisioldgico (MELO; DVORAK, 2012).
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Figura 13 - Morfologia Basica do Corpusculo Lipidico e Proteinas Associadas.
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Fonte: Adaptado de Onal et al., 2017.

A principal fungdo das PLINs €& coordenar a agédo das lipases nos CLs,
dependendo do estado energético celular, mas também cooperam na formacao de
sitios de contato de CL. Além disso, a monocamada dos CLs acomoda enzimas
envolvidas na sintese de TAG, lipases neutras, metabolismo de fosfolipidios, autofagia
e enzimas redox (BOSCH et al., 2020).

A biogénese dos corpusculos lipidicos ja foi amplamente investigada e entre as
teorias propostas a mais aceita atualmente € a de que este processo se inicia a partir
do Reticulo Endoplasmatico (RE) (Figura 14), que apresenta um acumulo de lipidios
neutros entre a membrana dos folhetos citoplasmatico e luminal do RE, gerando um
brotamento dessa organela revestida pela monocamada fosfolipidica proveniente
justamente do folheto citoplasmatico (BOZZA et al., 2009; MURPHY et al., 2010;
WALTHER et al., 2017). O aumento do volume dos CL pode-se dar de duas maneiras:
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tanto pela sintese localizada de lipidios (KUERSCHNER; MOESSINGER; THIELE,
2008), quanto pela fusdo de corpusculos (OLOFSSON et al., 2009).

Figura 14 - Biogénese do Corpusculo Lipidico.

M i !

Fonte: Adaptado de Walther et al., 2017.

O aumento no numero de CL citoplasmaticos no interior de leucdcitos vém
sendo cada vez mais associados a condi¢cdes infecciosas, ateroscleréticas e
inflamatérias de outras origens (BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009). Em
leucdcitos inflamatérios ha o armazenamento de acido araquiddnico (AA) em
sua forma esterificada no interior de corpusculos lipidicos, e sua importancia se da
devido ao seu papel como precursor de mediadores lipidicos inflamatérios (D’AVILA
et al., 2006). Em infecgdes por micobactérias, o AA e seus metabdlitos lipidicos tém
sido cada vez mais associados com a defesa do hospedeiro (ANES et al., 2003).

Um exemplo de mediador lipidico derivado de AA sao os eicosanoides, capazes
de desencadear respostas pro e anti-inflamatoérias as quais incluem prostaglandinas,
resolvinas, lipoxinas e leucotrienos. A formacao de prostaglandinas pode-se dar por
competicdo do substrato do AA pela ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LO), ou
pela via de oposicdo 5-lipoxigenase (5-LO, alox5) ou lipoxinas e leucotrienos
(SERHAN et al., 2008; GRIS, 2013; BUCKLEY et al., 2014). Em estudo realizado com
infeccdo de camundongos por M. bovis, produtos do eixo 5-LO promovem o
crescimento bacteriano e dificultam seu controle, enquanto a prostaglandina E2
(PGEZ2) garante resisténcia contra a infecgédo, portanto, deficiéncia de PGE2 gera
aumento na carga micobacteriana (BAFICA et al., 2005; CHEN et al., 2008; KAUL et
al., 2012).
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A formacéao de corpusculos lipidios ocorre em resposta ao excesso de lipidios
e diversos tipos de estresse, como reacgdes inflamatodrias. Ja foi observado tanto em
contexto clinico, quanto experimental de doengas inflamatérias, o aumento do
acumulo citoplasmatico de CLs, em diversos tipos celulares, em leucécitos de
pacientes com artrite (BOZZA et al., 1996), no lavado broncoalveolar de pacientes
com sindrome respiratéria aguda grave (TRIGGIANI et al., 1995), em leucdcitos
peritoneais de pacientes com sepse (PACHECO et al., 2007), em macréfagos em
lesdes ateroscleréticas (PAUL et al., 2008; SCHMITZ; M. GRANDL, 2008), em
eosinofilos durante resposta alérgica (VIEIRA-DE-ABREU et al., 2011), e em
granulomas no pulmao e pele de pacientes com Tuberculose e Hanseniase (D’AVILA
et al., 2006; LUGO-VILLARINO et al., 2012; MATTOS et al., 2011) e infec¢des por
protozoarios (TOLEDO et al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2018; VALLOCHI et al., 2018).

Assim, pode-se compreender a importancia e influéncia dessas organelas
durante processos infecciosos causado por patdgenos intracelulares, uma vez que
CLs representam sitios de formagao de mediadores lipidicos e inflamatdrios.

Além disso, fatores de transcricdo estdo envolvidos na formacido dessas
organelas (ALMEIDA et al.,, 2009). Os PPARs (peroxisome proliferator-activated
receptors) sao fatores de transcricado da familia dos receptores nucleares, que incluem
3 isoformas: PPAR-a (também chamado de NR1C1), PPAR-B/6 (NR1C2), and PPAR-
Yy (NR1C3) (FANALE et al., 2017). Cada isoforma, apesar de apresentarem diversas
similaridades, possuem propriedades bioquimicas individuais, variada distribuicdo nos
tecidos e indugao de diferentes respostas celulares, o que confere fungdes distintas
para cada uma delas (FANALE et al.,, 2017). Os PPARs sao responsaveis pela
regulacao direta da transcrigdo de genes que estao relacionados ao metabolismo de
glicose e lipidios (GENOLET et al., 2005; MANDARD et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2009), adipogénese, diferenciacdo celular (NADRA et al., 2006; TAN et al., 2007),
além do estoque intracelular e oxidagao de acidos graxos e inflamagao (ALMEIDA et
al., 2009; BENSINGER; TONTONOZ, 2008). A formacao de heterodimeros com o
receptor retinoide X (RXR) leva a ativagdo de genes especificos quando se ligam a
elementos responsivos de genes alvo (GEARING et al., 1993; KELLER et al., 1993;
CHAWLA et al., 2001).

Além de ser essencial na diferenciagao de adipdcitos, o PPARy também atua
na resposta inflamatéria, sendo observada sua expressdao em diversas células do

sistema imunologico, como mondcitos/macréfagos, células dendriticas, linfocitos T e
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B e plaquetas (HEMING et al., 2018). Estudos anteriores demonstraram que o PPAR
€ capaz de regular negativamente a expressao de genes inflamatorios, incluindo
genes de citocinas pré-inflamatdrias (JIANG et al., 1998) e da enzima éxido nitrico
sintase (INOS), através da repressao transcricional de STAT6, AP-1 e NFkB (GLASS;
SAIJO, 2010; ALMEIDA et al., 2012), além de inibir a ativacdo macrofagica (RICOTE
et al., 1998).

1.4.2 Corpusculos Lipidicos e seu papel em Infecgées micobacterianas

A formacao de corpusculos lipidicos durante o processo inflamatério € um
evento altamente controlado e dependente de vias sinalizagdo e estimulos. Os
mecanismos e vias de ativagao responsaveis pela formacgdo de CLs induzidas por
micobactérias envolvem o reconhecimento de padrbes moleculares associados a
patdgenos bacterianos (PAMPs) por toll like receptors (TLRs) (D’AVILA et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2009; CHEN et al., 2008; MATTOS et al., 2010). Além disso, o fator
transcricional Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos Gamma (PPARYy)
possui papel fundamental na regulacdo do metabolismo lipidico, e na resposta
imunoldgica frente a infecgdes micobacterianas (ALMEIDA et al., 2009).

Nosso grupo demonstrou que os CLs formados em resposta ao bacilo
Calmette-Guérin (BCG) e Mycobacterium leprae constituem sitios para sintese de
eicosanoides, acarretando no aumento da produgcao de PGE2 por macrofagos
infectados (BOZZA et al., 1998, 2011; BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009). A
PGEZ2 é um potente modulador imune que regula negativamente as respostas Th1 e
a atividade bactericida em organismos intracelulares (D’AVILA et al., 2006). As vias
TLR2 e TLR6 sao ativadas preferencialmente durante a biogénese do CL
desencadeada pela infec¢ao por M. bovis BCG e M. leprae respectivamente (BOZZA
et al., 2009; D’AVILA et al., 2006; D’'AVILA et al., 2008; MATTOS et al., 2010).

Em estudos do nosso grupo, foi demonstrado que o aspecto espumoso de
células enriquecidas com CLs também é observado em infecgbes por M. leprae como
estratégia intracelular micobacteriana para adquirir lipidios e modular a resposta
imune favorecendo a sua sobrevivéncia (DE MATTOS et al., 2012). Em contrapartida,
a ativagdo de macroéfagos in vitro com M. smegmatis, ou Pam3CSK4, ambos potentes
ligantes de TLR2, n&o foi capaz de induzir a biogénese de corpusculos lipidicos em

macréfagos, assim, sugere-se que o TLR2 sozinho n&o é suficiente sendo necessaria
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associagao de co-receptores para o reconhecimento bacteriano e estes podem ser
responsaveis pelo recrutamento de sinalizagao moléculas importantes para expressao
de PPARYy e formacgao de CL (ALMEIDA et al., 2014).

O aumento da expresséao e ativagao de PPARYy, através de vias independentes
de NF-kB se da por associagédo entre CD36-TLR2, juntamente a CD11b e CD14,
compartimentalizados em “lipid-rafts”, o que gera, por consequéncia, aumento do
acumulo de lipidios em macréfagos e modulagao da resposta imune (ALMEIDA et al.,
2009, 2014). A expressao de PPARy e acumulagao de lipidios de macréfagos apos
infeccao por M. bovis BCG deve-se a essencial sinalizagado de TLR2 (ALMEIDA et al.,
2009). Além disso, distintas vias de sinalizacdo do TLR2 estdo envolvidas na
expressao de citocinas e na regulacdo do metabolismo lipidico (ALMEIDA et al.,
2014). Durante as infecgdes por Mycobacterium bovis BCG e por Trypanosoma cruzi,
a formacéo de corpusculos lipidicos mostra-se dependente do receptor semelhante
ao receptor TLR2, mas ndo TLR4 (ALMEIDA et al., 2009; D’AVILA et al., 2006, 2011).
Estudos realizados pelo nosso e outros grupos demonstraram que infecgao
micobacteriana aumenta significativamente a expressdao de PPAR-y em macréfagos
humanos e murinos (ALMEIDA et al.,, 2009; RAJARAM et al., 2010). Durante a
infeccdo, PPAR-y é capaz de regular positivamente a expressdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) e, consequentemente, aumentar a sintese de
prostaglandina E2, um mediador inflamatério que inibe a reposta Th1 e atividades
microbicidas (D’AVILA et al., 2006; MORTENSEN et al., 2019).

As formas dormentes das bactérias de M. tuberculosis geralmente nao
respondem ao tratamento com antibidticos, e sua localizacdo ou mecanismos de
escape dos medicamentos e detecgao ainda séo pouco compreendidos. No entanto,
estudos ja demonstraram que as células-tronco mesenquimais (CTM) representam
um nicho importante para a TB latente (DAS et al., 2008; RAGHUVANSHI et al., 2010;
KHAN et al., 2017). Fatima e colaboradores (2020) demonstraram que o M.
tuberculosis promove a rapida sintese lipidica nas CTMs, levando a formacao de
corpusculos lipidicos que protegem as bactérias internalizadas. Além disso, a inibigao
da sintese lipidica reduz drasticamente a expressao de genes relacionados a
dorméncia (Rv3131, hspX, Rv0571c, devR) enquanto regula positivamente os genes
relacionados a replicacdo (FtsQ e parA), o que sensibiliza os organismos a morte
mediada por antibiéticos (FATIMA et al., 2020).
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Todos esses dados reforgcaram o papel das CLs favorecendo a sobrevivéncia e
persisténcia de micobactérias na célula hospedeira e suportam um papel critico para
os corpusculos lipidicos na patogénese micobacteriana.

A fim de ampliar os estudos acerca da associagado entre a obesidade e a
microbiota intestinal durante a infecgdo por Mycobacterium bovis BCG e suas
possiveis interferéncias na modulacdo e ativacdo do sistema imunoldgico,
estabelecemos um estudo multidisciplinar realizado com auxilio de ferramentas da

biologia celular e molecular, bioquimicas, imunolégicas e microbiolégicas.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos foram caracterizados como “Objetivo Geral” e “Objetivos Especificos”

como descrito abaixo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as associagdes entre Obesidade e Microbiota Intestinal na Tuberculose
Experimental no que se refere a formagao de corpusculos lipidicos e aspectos da

resposta inflamatéria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(I) Analisar se a indugao da obesidade pelo modelo de dieta hiperlipidica e o seu
impacto no ganho ou perda de peso apds infecgao por Mycobacterium bovis BCG,;

(I Analisar a ativacao e migracao de leucdécitos para o sitio inflamatério em
camundongos eutréficos e obesos durante a infecgdo micobacteriana;

(1) Analisar se a biogénese de corpusculos lipidicos em leucécitos pleurais &
afetado pela obesidade em camundongos infectados ou nao por Mycobacterium bovis
BCG;

(IV) Avaliar a sintese de citocinas (TNF-a, KC e IL-10) no lavado pleural de
camundongos obesos e eutroficos durante a infecgdo micobacteriana;

(V) Analisar infiltragdo inflamatéria intestinal nos camundongos eutrdficos e
obesos infectados por Mycobacterium bovis BCG,;

(VI) Avaliar a estrutura microbiana intestinal dos grupos Eutréfico e Obeso

infectados ou nao por Mycobacterium bovis BCG.
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3 MATERIAL E METODOS

Cada etapa da pesquisa esta descrita separadamente a seguir.

3.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O modelo animal escolhido para a realizagdo do presente trabalho foi o
Camundongo da linhagem C57BL/6 machos, fornecidos pelo Biotério do Centro de
Biologia da Reproducédo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Os animais foram recebidos com idade entre 4 e 6 semanas e mantidos no
Biotério de Experimentagdo Animal do Laboratério de Biologia Celular (LBC), com
temperatura entre 22 a 24°C, com ciclos de 12 h luz/escuro e livre oferta de agua e
comida.

Os 48 animais de cada experimento foram divididos entre grupos Eutrofico e
Obeso, infectados ou ndo. Foram realizados 4 experimentos, totalizando 192 animais
(Tabela 1):

Tabela 1 - Divisdo dos animais em grupos por experimento.

Grupos Total de animais

Eutréfico Controle (EU/CT) 12 animais

Eutréfico BCG (EU/BCG) * 24 horas (EU/BCG 24 h): 3 animais
* 48 horas (EU/BCG 48 h): 3 animais
* 72 horas (EU/BCG 72 h): 3 animais
* 96 horas (EU/BCG 96 h): 3 animais
Obeso Controle (OB/CT) 12 animais

Obeso BCG (OB/BCG) * 24 horas (OB/BCG 24 h): 3 animais
* 48 horas (OB/BCG 48 h): 3 animais
* 72 horas (OB/BCG 72 h): 3 animais
* 96 horas (OB/BCG 96 h): 3 animais
Fonte: Elaborado pela autora.

Os materiais biologicos extraidos dos animais para posteriores analises foram
o lavado pleural, o plasma sanguineo, as gorduras retroperitoneal e perigonadal, a

porgéao final do intestino grosso e as fezes (Figura 15).
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Todos os procedimentos realizados nos experimentos foram aprovados pelo

Comité de Etica/UFJF com nuimero de protocolo 028/2016.

Figura 15 - Desenho Experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 INDUCAO DA OBESIDADE

Os camundongos da linhagem C57BL/6 pertencentes ao grupo Obeso foram
submetidos a uma dieta por ragao hiperlipidica (Tabela 2) (KENNEDY et al., 2008).

A confirmagédo da obesidade foi feita através do céalculo do indice de Lee (peso

corporal (g) "3/ comprimento naso-anal (cm) x 1000), e, também, através do peso das

gorduras retro-peritoneal e perigonadal (ANDREAZZI et al., 2009).
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Tabela 2 - Composigao da ragao hiperlipidica.

Dieta Hiperlipidica 35,2%
COMPONENTES (g)
Amido de Milho 1155
Amido de Milho Dextrinizado 132
Caseina 200
Sacarose 100
Banha de Porco 312
Celulose Microfina 50
Mistura de Vitaminas 10
Mistura de Minerais 35
Oleo de Soja 40
L-cistina 3
Bitartarato de Colina 2.5

TOTAL: 1000g

Fonte: Adaptado de Kennedy et al., 2008.

3.3 INFECCAO COM Mycobacterium bovis, (BCG)

A infeccdo dos animais foi realizada através da utilizagdo de Mycobacterium
bovis, BCG da cepa Moreau obtidas na forma de vacina liofilizada em ampolas de 40
mg contendo aproximadamente 2,0 x 108 bacilos. Os bacilos foram diluidos em PBS
estéril e ajustados na concentragdo de 5,0 x 10 unidades formadoras de col6nia
(UFC) / ml. Anteriormente a infecgéo, os bacilos foram sonicados durante 5 minutos e

homogeneizados 10 vezes em seringa descartavel 32G.

3.4 PLEURISIA INDUZIDA POR BCG

Foi realizada infecgdo intratoracica (IT) dos animais com BCG (5 x 108
bacilo/cavidade) diluidos em 100 uL salina estéril, e os animais controles receberam
volume igual a 100 uL de salina estéril. Apds a infecgado por BCG os animais foram
mantidos por 24, 48, 72 ou 96 horas e apods o tempo de infecgdo os animais foram
eutanasiados pelo método de inalagdo de CO?, seguido por ruptura do diafragma.

Os animais infectados continuaram com dieta, ingestdo de agua e
comportamento idénticos aos animais controle que nao receberam a injecéao por BCG.
Em seguida, foi realizada lavagem da cavidade pleural com 1 mL de PBS estéril para

obtencao da suspensao celular.
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3.5 AQUISICAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Posteriormente a eutanasia, as cavidades peritoneais dos animais foram
abertas e seus tecidos adiposos retro-peritoneal e perigonadal foram removidos com
auxilio de pinga e tesoura e pesados para predicado da obesidade. Além disso, a
porcao final do intestino foi coletada, fixada em paraformaldeido (PFA) 4% e mantida

em geladeira, para posterior analise histoldgica.

3.6 CONTAGEM TOTAL DE CELULAS

Apos realizada a coleta do lavado pleural foi retirada uma aliquota de 10 pl da
suspensao celular e diluida em 390 uL de TURK (cristal violeta a 0,0005% em solugao
de Acido Acético a 2% em PBS). Os leucdcitos pleurais da suspensao foram contados

em camara de Neubauer em microscépio de campo claro.

3.7 COLORAGAO E CONTAGEM DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Foram retiradas aliquotas do lavado pleural e citocentrifugadas para a
confecgdo das laminas que foram posteriormente fixadas em formalina 3,7%. Essas
laminas foram coradas com Oil-Red-O ou Bodipy.

A solugao estoque de Oil-Red-O (Sigma Aldrich) foi preparada a 0,3% (0,3 g de
Oil Red O/100 mL de isopropanol (acido isopropilico) (Sigma Aldrich), filtrada e
acondicionada em temperatura ambiente. No dia da coloracéo, a solucdo de uso foi
preparada diluindo-se a solugao estoque em agua destilada na proporgcédo 3:2.
Concluida a diluicédo, a solugao foi novamente filtrada e utilizada para a coloragao de
corpusculos lipidicos. A solucdo de formalina 3,7% foi retirada e os pocos foram
lavados com agua destilada. Em seguida, foram adicionados 300 pl da solu¢do de uso
de Oil-Red-0O, e incubando por 5 minutos no escuro. Decorrido o tempo, as células
foram lavadas em sequéncia 2 x com agua destilada, isopropanol 30% e PBS 1%. As
ldminulas foram montadas com meio de montagem contendo DAP| (VECTASHIELD®
mounting medium containing DAPI, 4'6-Diamidino-2-Phenylindole, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) para a marcagao do nucleo das células. Os
corpusculos lipidicos foram contados em 50 células consecutivas apds analise em

microscopio de fluorescéncia BX-51 acoplado com camera digital XC-50, sob objetiva
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de 100 ou 40 x (Olympus, Tokyo, Japan) ou a partir de microscépio de fluorescéncia

invertido Nikon Eclipse TS100, com auxilio do programa CellSens Dimension.

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS E ADIPOCINAS

Para dosagem das concentragbes das quimiocinas, KC (homologa a IL-8
humana) e citocinas IL-10 e TNF-a no lavado pleural foi realizado o teste
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) por meio da
utilizacao de kits Duo set (R&D Systems) e os ensaios foram realizados seguindo as
recomendac¢des do fabricante.

A leitura da densidade otica foi realizada em leitor de microplacas
(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450 nm utilizando o programa Softmax
Pro. A quantificagdo das citocinas foi calculada a partir das curvas padrado, obtidas da
diluicdo seriada dos respectivos recombinantes. Os resultados foram expressos como

média + erro padrao da média (EPM).

3.9 HISTOLOGIA

O processador automatico Lupetec, modelo PT 05, foi utilizado para os
procedimentos histoldgicos. Inicialmente, os tecidos foram colocados em Alcool 70 %
por 1 hora, Alcool 95% (por 1 hora), Alcool Absoluto I, 11, Ill, IV e V (por 1 hora em
cada um), Xilol | e Il (por 90 minutos cada um), e finalmente, Parafina a 60°C | e Il (por
90 minutos cada um). A inclus&o dos tecidos foi realizada em posi¢&o transversal em
moldes previamente preenchidos com parafina liquida e com sua superficie a ser
seccionada para baixo.

Os blocos sofreram cortes de 4 ym de espessura no micréotomo Lupetec
(modelo rotativo). A fim de que os cortes se alongassem na superficie da agua, as
fitas foram deixadas em banho-maria (em torno de 40°C). Com o auxilio de uma
lamina previamente limpa, os cortes foram coletados e colocados em suporte préprio
para escorrimento da agua. Como forma de complementagédo da adesdo do corte a
lamina, estas foram colocadas em estufa aquecida a 60°C overnight.

Foi realizada coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) no tratamento dos cortes.
Primeiramente, foi feita desparafinizagdo em Xilol I, 1l e Il por 5 min em cada imersao.

Para remocao do Xilol, utilizou-se Alcool 1, Il e Il (todos absolutos) também por 5 min
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cada imersdo. Para a etapa de coloragdo foi utilizada a Hematoxilina de Mayer
(Hematoxilina 1g, agua destilada 1000mL, iodato de sdédio 0,2g, alumen de amdnia ou
potassio 50g, acido citrico 1g e hidrato de cloral 50g) por 1 minuto, em seguida as
laminas foram lavadas em agua corrente (3 minutos), e, finalmente, coradas com
Eosina-Floxina por 1 minuto e imediatamente lavados em agua corrente durante 3
min. Ao final deste processo, as laminas foram submetidas a lavagens curtas de 10
segundos em Alcool IV, V e VI (todos absolutos).

As laminas foram mantidas em Xilol para realizagdo da montagem. O meio de

montagem utilizado nas |laminas foi o Verniz Vitral Incolor.

3.10 ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL

Para realizagdo da analise da microbiota intestinal trés etapas foram
necessarias: extragdo de DNA, realizagdo da técnica de rep-PCR e analises

fingerprints.

3.10.1 Extracdao de DNA

A partir do primeiro dia de infeccdo amostras fecais foram coletadas
diariamente para caracterizar a estrutura da microbiota intestinal por rep-PCR. Para
isso, foi realizado pool das amostras com no minimo 3 animais. As aliquotas foram
congeladas a - 80°C até a realizagdo da extracdo de DNA. A extragdo do DNA foi
realizada seguindo protocolo de utilizagdo de fenol-cloroférmio (STEVENSON,;
WEIMER, 2007).

3.10.2 Técnica de rep-PCR

O DNA extraido das amostras foi utilizado, entdo, para a realizacdo de analises
por rep-PCR. Um unico oligoiniciador (GTG)5 (5" - GTGGTGGTGGTGGTG-3’) foi
utilizado para a realizacédo das reacoes.

O volume das reacgdes de PCR foi de 25 L, contendo 1x de Go Tag® Green
Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 0,4 uM do primer, aproximadamente 50
ng/uL de DNA, 20 pMol de oligoiniciador e o volume completado com agua de PCR

ultrapura (Promega Corporation).
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A amplificagdo foi realizada em termociclador automatizado (Biometra T1
Thermal Cycler, Gttingen, Alemanha) programado nas seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturagcéo a 94°C por 1
minuto; anelamento a 50°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 2 minutos; extensao
final a 72°C por 10 minutos. Os amplicons foram separados em gel de agarose 2%
usando tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA), por aproximadamente 1 hora e 40 minutos
a 100 volts. Foi utilizado o padrao de peso molecular 100 bp ou 1 kb DNA ladder
(Promega, Madison, WI, USA).

Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etidio e visualizado em
transluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido). A imagem do gel foi
visualizada no transluminador ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido) e salvas no

formato TIF.

3.10.3 Analises fingerprints

As analises de fingerprints foram realizadas utilizando o programa BioNumerics
5.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). O dendrograma foi construido com
base no coeficiente Jaccard de similaridade e no método UPGMA (Unweighted Pair

Group Method with Arithmetic Averages) para analise dos grupamentos.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM)
seguido pelo Teste t de Student e/ou Anova com poés teste Tukey com significancia de
p < 0.05. Todos os graficos e analises foram obtidos através do programa GraphPad

Prism 5.
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4 RESULTADOS
Os dados obtidos nesta pesquisa estao descritos a seguir.
4.1 A DIETA HIPERLIPIDICA FOI CAPAZ DE INDUZIR A OBESIDADE

No presente trabalho foi utilizada a dieta hiperlipidica, conforme ilustrada na
Tabela 2, devido ao seu carater, ja bem estabelecido na literatura, de indugdo no
ganho de peso e aumento da inflamac&o (KENNEDY et al., 2008).

Todos os animais foram pesados uma vez por semana no periodo da manha3,

durante doze semanas e a média de peso foi registrada (Figura 16).

Figura 16 - Peso médio dos camundongos tratados ou ndo com dieta
hiperlipidica.
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Os animais foram pesados uma vez por semana até completarem as 12 semanas do protocolo
de inducdo de obesidade. (A) Grafico obtido através do programa GraphPad Prism 5. A
diferenga significativa entre os grupos e seus respectivos controles foi indicada por *

(p<0,005). (B) Imagem de um camundongo do grupo obeso a esquerda e camundongo do
grupo eutréfico a direita. Fonte: Elaborado pela autora.

Apods submetidos a dieta hiperlipidica pelo periodo de 12 semanas, foi possivel
concluir que estes animais apresentaram um quadro de obesidade quando
comparados aos animais que se alimentaram de dieta tradicional, através do calculo
do indice de Lee (Figura 17).
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Figura 17 - indice de Lee dos camundongos tratados ou ndo com dieta
hiperlipidica.
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Média do indice de Lee, calculada com base no peso final de cada camundongo. Gréfico
obtido através do programa GraphPad Prism 5. A diferenga significativa entre os grupos e
seus respectivos controles foi indicada por * (p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

Além disso, a fim de gerar confirmagdo de mais um parédmetro da indugéo da
obesidade pela dieta hiperlipidica, foram pesadas as gorduras retroperitoneal e
perigonadal apés eutanasia dos animais (Figura 18A e B). Foi analisada a raz&o entre
essas gorduras e o peso final de cada animal (Figura 18C e D), sendo possivel, assim,
observar diferenga significativa no peso das gorduras retroperitoneal e perigonadal
dos camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, grupo obeso, em comparagéo aos

camundongos que receberam a dieta convencional (eutréficos).
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Figura 18 - Comparagao entre as gorduras retroperitoneal e perigonadal de
camundongos eutréficos e obesos.
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(A) Peso médio da gordura perigonadal, (B) Peso médio da gordura retroperitoneal, (C)
Porcentagem relativa entre o peso da gordura perigonadal e o peso total do animal, e (D)
Porcentagem relativa entre o peso da gordura retroperitoneal e o peso total do animal.
Graficos obtidos através do programa GraphPad Prism 5. A diferencga significativa entre os
individuos obesos e eutréficos foi indicada por * (p<0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Foi realizado também o calculo da diferenga do peso dos camundongos apos
12 semanas de dieta para cada grupo e observa-se diferenga significativa entre

obesos e eutroficos (Figura 19).
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Figura 19 - Diferenc¢a de peso final e peso inicial dos animais tratados com
dieta hiperlipidica ou padrao.
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Os animais foram pesados do dia 0 (inicio da dieta) até ao final das 12 semanas (pds dieta)
protocolo de inducdo de obesidade. Grafico obtido através do programa GraphPad Prism 5.
A diferenca significativa entre os grupos e seus respectivos controles foi indicada por *
(p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 A INFECGCAO POR Mycobacterium bovis BCG INDUZIU A PERDA DE PESO EM
CAMUNDONGOS OBESOS APOS 96 HORAS

Para avaliar o ganho ou perda de peso dos camundongos dos grupos eutroficos
e obesos infectados, os animais foram pesados no tempo 0, e sucessivamente nos
tempos de 24, 48, 72 ou 96 h. Foi possivel observar que os animais obesos infectados
tiveram uma perda significativa no peso corporal, ao final das 96 horas de infecgéo
por M. bovis BCG (Figura 20).
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Figura 20 - Peso corporal dos camundongos eutréficos e obesos apés infecgao
por Mycobacterium bovis BCG.
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Os animais foram pesados no dia da infec¢ao e apds 24, 48, 72 e 96 horas. Grafico obtido
através do programa GraphPad Prism 5. A diferenga significativa entre os grupos e seus
respectivos controles foi indicada por * (p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 A PLEURISIA COM Mycobacterium bovis BCG INDUZIU O AUMENTO DA
MIGRACAO LEUCOCITARIA

A infecgao por M. bovis BCG pbde ser confirmada através de uma analise de
migracgao total de células na cavidade pleural dos animais. Observa-se maior influxo
leucocitario em ambos os grupos infectados e aumento significativo quando
comparados aos seus respectivos grupos Controles (Figura 21). Desta forma, é

possivel afirmar que a infecgdo dos animais eutréficos e obesos foi efetivada.
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Figura 21 - Contagem da migragao celular em camundongos eutréficos e
obesos durante a infecgao experimental por Mycobacterium bovis BCG em 24,

48,72 e 96 h.
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(A) Diferenca entre os grupos Eutréficos e Obesos BCG 48h, 72 h e 96 h em relagao aos seus
respectivos grupos Controle e ao grupo 24h foi indicada por * (p<0,005). Grafico obtido através
do programa GraphPad Prism 5. A diferenca significativa entre os grupos e seus respectivos
controles foi indicada por * (p<0,005). (B) Imagens obtidas por microscopia de luz de animal
eutrofico controle (CT) e infectado por Mycobacterium bovis BCG apés 72 h (BCG 72 h).
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 A INFECCAO POR Mycobacterium bovis BCG AUMENTOU A BIOGENESE DE
CORPUSCULOS LIPIDICOS EM CAMUNDONGOS EUTROFICOS E OBESOS
APOS 24 H,48H, 72HE 96 H

Varios estudos tém demonstrado que os corpusculos lipidicos estao
relacionados ao processo inflamatdrio em que a partir de estimulos micobacterianos,
ha um aumento no numero e tamanho dessas organelas em leucécitos (ALMEIDA et
al., 2009, 2012, 2014; RAJARAM et al., 2010; FATIMA et al., 2020).

A formacao de corpusculos lipidicos foi analisada a partir da confecgao de
laminas feitas por citospin de leucécitos provenientes do lavado pleural. As coloragdes
utilizadas para visualizagcédo dessas organelas foram Qil-Red-O e Bodipy, e as contra-
coloragdes dos nucleos foram observadas com DAPI.

Foi possivel observar que a infecgao por M. bovis BCG induziu um aumento

significativo na formacao de corpusculos lipidicos tanto em animais eutréficos quanto
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em obesos (Figura 22A e B). Além disso, também podemos observar que nos tempos
de 72 e 96 h os animais obesos apresentaram aumento significativo no numero de
corpusculos lipidicos quando comparados aos camundongos eutréficos considerando

0s mesmos tempos de infecgéo (Figura 22B).

Figura 22 - Formagao de Corpusculos Lipidicos em leucécitos do lavado
pleural apés 24, 48, 72 ou 96 h de infecgao por Mycobacterium bovis BCG.
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(A) Figuras de leucécitos pleurais de animais eutroficos controle e infectado. Os nucleos foram
corados com DAPI e a seta indica a formagao de Corpusculos Lipidicos corados com Bodipy.
(B) Grafico da média de corpusculos lipidicos por célula. Cada barra representa a média, *
erro padrao de no minimo 3 animais por grupo. A diferenca entre os grupos infectados e seus
respectivos controles foi indicada por * (p<0,005). A diferenga entre os grupos infectados no
tempo de 96 h e seus respectivos outros tempos de infecgao foi indicada por @ (p<0,005). A
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diferenga entre os grupos Eutréfico BCG 72 e 96 h e Obeso BCG 72 e 96 h foi indicada por #
(p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 A INFECCAO POR Mycobacterium bovis BCG INDUZIU AUMENTO NA SINTESE
DAS CITOCINAS TNF-a E KC EM LAVADOS PLEURAIS DE CAMUNDONGOS
EUTROFICOS E OBESOS

Dados da literatura ja demonstraram que, tanto em murinos quanto em
humanos, o aumento de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, desempenha um
papel protetor no curso de infecgdes por Mycobacterium tuberculosis (LIN et al., 2007;
COOPER; MAYER-BARBER; SHER, 2011; GRIS, 2013; O'GARRA et al., 2013).

Como esperado, nossos dados apresentam um aumento significativo nos niveis
de TNF-a e KC frente a infeccéo por M. bovis BCG (Figura 23A e B). E, apesar de nédo
apresentar diferengas significativas, o perfil de aumento dessas citocinas em animais
obesos apresenta-se mais expressivo quando comparado aos animais eutroficos,

corroborando, os estudos realizados por Anuradhaa e colaboradores em 2016.

Figura 23 - Estudo da sintese de TNF-a e KC produzidas por leucécitos pleurais
infectados ou nao por Mycobacterium bovis BCG apos 24, 48, 72 e 96 horas de
infecgao.
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Anadlise da sintese (A) TNF-a e (B) KC provenientes de lavados pleurais de camundongos
eutroficos ou obesos. Grafico obtido através do programa GraphPad Prism 5. Cada barra
representa a média, + erro padrao de no minimo 5 animais por grupo. A diferenga significativa
entre os grupos e seus respectivos controles foi indicada por * (p<0,005). A diferencga entre os
grupos Eutrofico e Obeso foi expressa por # (p<0,005). A diferenca entre os tempos de
infeccdo de um mesmo grupo expressa por @ (p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.
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46 A INFECQAO POR Mycobacterium bovis BCG LEVOU A DIMINUICAO DA
PRODUCAOQO DE IL-10 EM LAVADOS PLEURAIS DE CAMUNDONGOS OBESOS
APOS 48 HORAS

Ja foi demonstrado que as citocinas anti-inflamatérias sdo diminuidas em
individuos obesos (ANURADHAA et al., 2016).

Nossos dados demonstram que houve uma diminuigdo significativa nos niveis
de IL-10 nos animais obesos no tempo de 48 h quando comparados aos animais

eutroficos no mesmo tempo de infecgéo (Figura 24).

Figura 24 - Estudo da sintese de IL-10 por leucoécitos pleurais infectados ou nao
por Mycobacterium bovis BCG apés 24, 48, 72 e 96 horas de infeccao.
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Anadlise da sintese IL-10 provenientes de lavados pleurais de camundongos eutréficos ou
obesos. Gréfico obtido através do programa GraphPad Prism 5. Cada barra representa a
média, * erro padrdo de no minimo 5 animais por grupo. A diferenca significativa entre os
grupos e seus respectivos controles foi indicada por * (p<0,005). A diferenca entre os grupos
Eutréfico e Obeso foi expressa por # (p<0,005). A diferenga entre os tempos de infec¢do de
um mesmo grupo expressa por @ (p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

4.7 A INFECGCAO POR Mycobacterium bovis BCG INDUZ AUMENTO DOS
INFILTRADOS INFLAMATORIOS INTESTINAIS NOS CAMUNDONGOS
OBESOS MAIS PRECOCEMENTE QUE EM CAMUNDONGOS EUTROFICOS

O consumo de dieta hiperlipidica contribui para o rompimento da barreira

epitelial intestinal que promove o aumento da circulagéo de lipopolissacarideos (LPS),
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ativacao de células do sistema imune intestinais (CAESAR et al., 2012; SITTIPO et
al., 2018).

Desta forma, no presente estudo, propusemos avaliar a influéncia da infecgao
por Mycobacterium bovis BCG no contexto de obesidade.

Nossas analises realizadas a partir dos cortes histolégicos da porgao final do
intestino grosso dos camundongos demonstraram que houve um aumento significativo
na area de infiltrados inflamatérios em resposta a infecgao (Figura 25A). Além disso,
foi possivel observar que a obesidade parece acelerar o aumento dessas areas no
tempo de 48 horas (Figura 25B). No entanto, de forma interessante, em ambos os
grupos (eutrofico e obeso), houve uma redugao significativa na area dos infiltrados

inflamatorios apds 96 horas de infecgéo (Figura 25B).
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Figura 25 - Infiltrado inflamatério na porgao final do intestino de camundongos
eutroficos e obesos infectados ou ndo por Mycobacterium bovis BCG nos
tempos de 24, 48,72 e 96 h.

(A) Histologia da porg¢éo final do intestino de camundongos eutréficos ou obesos infectados
por M. bovis BCG nos tempos de 48 h, 72 h e 96 h, corada com hematoxilina-eosina. As
imagens foram obtidas em microscépio Olympus DP73 através do programa CellSens
Dimension. (B) Area relativa ao tamanho do infiltrado inflamatério. Grafico obtido através do
programa GraphPad Prism 5. Cada barra representa a média, + erro padrédo de no minimo 5
animais por grupo. A diferenca significativa entre os grupos e seus respectivos controles foi
indicada por * (p<0,005). A diferenca entre os grupos Eutréfico e Obeso foi expressa por #
(p<0,005). A diferenga entre os tempos de infecgdo de um mesmo grupo expressa por @
(p<0,005). Fonte: Elaborado pela autora.

4.8 A OBESIDADE RETARDOU A MUDANCA DA ESTRUTURA DA MICROBIOTA
INTESTINAL DOS CAMUNDONGOS FRENTE A INFECCAO POR
Mycobacterium bovis BCG

Dietas ricas em gorduras levam a mudangas na composi¢cdo microbiana
intestinal que estdo relacionadas a efeitos prejudiciais na saude dos individuos
(TURNBAUGH et al., 2010). Além disso, doengas infecciosas como a TB, também sao

capazes de levar a disbiose da microbiota intestinal (HU et al., 2019). Assim nesse
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estudo, analisamos o impacto da comorbidade obesidade-tuberculose nas alteracoes
da Ml de camundongos eutroficos e obesos infectados ou ndo por BCG.

A estrutura da microbiota intestinal foi analisada a partir de amostras fecais
coletadas dos camundongos infectados ou nédo nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas
no experimento 1 (Figura 26) e nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h no experimento 2
(Figura 27).

Observamos que os camundongos obesos possuem sua composi¢cao da
estrutura da microbiota intestinal distinta (OB/CT), quando comparados aos animais
eutréficos (EU/CT) nos dois experimentos realizados (Figura 26A e 27A).

Apos a infecgao dos camundongos eutréficos por M. bovis BCG, em ambos
os experimentos, houve uma rapida mudanga na estrutura da microbiota intestinal nos
grupos infectados nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Ja4 no grupo obeso essa
mudanga da estrutura da microbiota intestinal foi mais lenta, sendo observadas
mudancgas sutis nos tempos de 24 e 48 horas pdés infecgado no experimento 1 (Figura
26A) e nos tempos de 24, 48 e 72 h no experimento 2 (Figura 27A).

Interessantemente, no experimento 1, apés 72 horas de infecgdo, a
estrutura da microbiota intestinal dos animais obesos aproximou-se do perfil
microbiano dos animais eutroficos infectados apos 24 horas, apresentando 97,3% de
similaridade. Esta observagao nos conduziu ao experimento 2, em que foi analisado
o tempo de 96 h de infecgéao.

No experimento 2, animais obesos infectados no tempo de 96 h
apresentam a estrutura da microbiota intestinal com o menor percentual de
similaridade (55,1%) quando comparado a todos os outros grupos de animais
estudados (Figura 27B).
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Figura 26 - Analise da composigao estrutural da microbiota de camundongos
eutroficos ou obesos, infectados ou nao por Mycobacterium bovis BCG nos
tempos de 0, 24,48 e 72 h.

Experimento 1:
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(A) Fingerprint obtido apos amplificagao de fragmentos do genoma bacteriano por rep-PCR a
partir do DNA metagendmico extraido das amostras fecais de camundongos. (B)
Dendrograma obtido pela analise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do
genoma bacteriano amplificados por rep-PCR a partir do DNA metagenémico extraido das
amostras fecais de camundongos eutroficos e obesos. Amostras fecais foram coletadas
diariamente para identificar a composicdo da estrutura microbiana intestinal. O DNA foi
extraido seguindo protocolo de utilizagdo de fenol-cloroférmio por Stevenson e Weimer, 2007.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 27 - Analise da composigao estrutural da microbiota de camundongos
eutroficos ou obesos, infectados ou nao por Mycobacterium bovis BCG nos
tempos de 0, 24,48, 72 h e 96 h.
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(A) Fingerprint obtido ap6s amplificagdo de fragmentos do genoma bacteriano por rep-PCR a
partir do DNA metagenbmico extraido das amostras fecais de camundongos. (B)
Dendrograma obtido pela analise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do
genoma bacteriano amplificados por rep-PCR a partir do DNA metagenémico extraido das
amostras fecais de camundongos eutréficos e obesos. Amostras fecais foram coletadas
diariamente para identificar a composicdo da estrutura microbiana intestinal. O DNA foi
extraido seguindo protocolo de utilizagdo de fenol-cloroférmio por Stevenson e Weimer, 2007.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo objetivou compreender a influéncia da obesidade no curso
da tuberculose experimental com enfoque investigativo no metabolismo lipidico e
resposta inflamatéria, no que diz respeito a formagao de corpusculos lipidicos,
produgado de citocinas, alteragcdes da estrutura da microbiota intestinal e processos
inflamatorios intestinais.

Estudos apontam para um possivel papel protetor da obesidade no
desenvolvimento da tuberculose (COLLEEN F. HANRAHAN et al., 2010; CORNONI-
HUNTLEY, 2018; KIM et al., 2018; LIN et al., 2018). E dados da literatura
demonstraram uma relagao log-linear inversa na incidéncia de TB e o IMC dentro da
faixa de 18,5-30 kg/m? (LONNROTH et al., 2010). Entretanto, os mecanismos
envolvidos nesse processo ainda precisam ser melhor investigados e esclarecidos.

Nosso trabalho demonstrou a eficiéncia da dieta hiperlipidica no
desenvolvimento de um quadro de sobrepeso ou obesidade nos camundongos
alimentados por um periodo de 12 semanas. Para isso, foi avaliada a progressao da
média do peso desses animais que se mostrou superior em relagdo aos animais
eutroficos. Além disso, analisamos o indice de Lee, que é o calculo utilizado para
predicao da obesidade, que corroborou com os resultados anteriores. Demonstramos
que o peso das gorduras perigonadais e retroperitoneais dos animais obesos séo
significativamente superiores as gorduras dos camundongos eutroficos, bem como
suas respectivas proporgdes em relacado ao peso final dos animais.

Outro dado analisado foi quanto a progressao de ganho ou perda de peso dos
animais apos infeccao intrapleural com M. bovis BCG. Nossos dados, demonstraram
uma perda gradual e significativa de peso dos animais obesos infectados apés um
periodo de 96 horas. Entretanto, nos animais eutréficos essa perda de peso nao foi
observada, mas sim um ganho significativo apos 96 h de infec¢do. Este dado nos leva
a acreditar que a infecgao por si sO, ndo € capaz de induzir a perda de peso dos
animais e outros fatores devem estar envolvidos nesse evento.

Nosso grupo ja demonstrou que a infecgao por Mycobacterium bovis BCG induz
maior acumulo de corpusculos lipidicos em macréfagos e que o aumento do numero
dessa organela pode favorecer a sobrevivéncia do patégeno. Além disso, este
mecanismo e um evento altamente regulado e dependente da ativagao de fatores

transcricionais, como o PPARy com fun¢des na ativacado celular no que diz respeito
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tanto no metabolismo lipidico quanto resposta inflamatéria do hospedeiro (ALMEIDA
et al., 2009, 2012, 2014; RAJARAM et al., 2010; FATIMA et al., 2020). O PPARy é
fundamental na regulagao do metabolismo lipidico, formagao de corpusculos lipidicos
e produgdo de mediadores lipidicos como PGE2 na resposta a infecgdes
micobacterianas (ALMEIDA et al., 2009).

Durante a infec¢ao por M. bovis BCG, a indugao da resposta do hospedeiro,
leva ao aumento da expressao e ativacido de PPARYy, através de vias independentes
de NF-kB se da por associagao entre CD36-TLR2, juntamente a CD11b e CD14 que
estdo compartimentalizados em “lipid-rafts”, gerando, assim, um aumento do acumulo
de lipidios em macréfagos e modulacao da resposta imune (ALMEIDA et al., 2014). A
expressado de PPARYy e concentracdo de lipidios de macréfagos apos infeccéo por M.
bovis € devido a sinalizagdo de TLR2 (ALMEIDA et al., 2009) e diferentes vias de
sinalizagcdo do TLR2 estdo envolvidas na expressao de citocinas e na regulagéo do
metabolismo lipidico (ALMEIDA et al., 2014). Além disso, estudos ja demonstraram a
presenca de CL dentro dos fagossomos contendo micobactérias, o que indica que os
patdogenos podem ser favorecidos pelo conteudo lipidico de seu hospedeiro, como
mecanismo de sobrevivéncia e escape (D’AVILA et al., 2006; PEYRON et al., 2008).

Assim, corroborando com os estudos anteriores, no presente trabalho foi
possivel demonstrar que a infecgao in vivo por M. bovis BCG induz aumento na
formacgao de corpusculos lipidicos em camundongos e seu pico de formagao ocorre
no tempo de 48 horas nos grupos eutréfico e obeso. Entretanto, apdés 96 horas de
infeccdo, em ambos os grupos, observamos uma diminui¢ao significativa na formagao
de CL, o que nos leva a acreditar que este evento esta relacionado a ativacdo da
resposta do hospedeiro frente a infec¢ao é dependente do curso da infecgdo. Também
observamos diferengas significativas na biogénese dessas organelas em
camundongos obesos nos tempos de 72 e 96 horas comparados aos eutréficos nos
mesmos tempos de infecgdo, demonstrando que a obesidade influencia positivamente
a formacéao de CL.

As células responsaveis pela fagocitose de micobactérias patogénicas, em
resposta a infecgdo, produzem citocinas que auxiliam no combate ao patdégeno.
Durante a resposta imunoldgica, o que determina a eliminagéo ou sobrevivéncia do
patdgeno é o equilibrio da producao de citocinas pré- e antiinflamatérias (RUSSELL

etal., 2010). Os macréfagos séo capazes de eliminar patégenos intracelulares através
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da producgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), citocinas pro-
inflamatarias, acidificagdo do fagossomo, autofagia e apoptose (HMAMA et al., 2015).

Neste estudo, analisamos a sintese e secreg¢do de citocinas por leucdcitos
pleurais de camundongos C57BL/6. Avaliamos, a producdo das citocinas proé-
inflamatdrias TNF-a e KC e da citocina anti-inflamatdria IL-10. Como esperado, um
aumento significativo nos niveis de TNF-a e KC frente a infecgao por M. bovis BCG
foi observado e, apesar de nao apresentar diferencas estatisticas, o perfil de aumento
da secrecao dessas citocinas durante a obesidade tende a ser mais expressivo,
corroborando com a literatura (ANURADHAA et al., 2016; VALLOCHI et al., 2018). Em
relacdo a IL-10, uma citocina antiinflamatéria, menores niveis foram observadas nos
animais obesos apods 48 horas quando comparados aos animais eutréficos no mesmo
tempo de infeccdo, também corroborando com a literatura que diz que citocinas
antiinflamatorias tem seus niveis diminuidos durante a obesidade (ANURADHAA et
al., 2016).

O consumo de uma dieta hiperlipidica pode acarretar também uma maior
inflamacéao intestinal o qual pode ser associado a uma alteragdo da microbiota
intestinal, que é responsavel por aumentar o nivel de LPS circulante, influenciando,
assim, na progressao da obesidade e no desenvolvimento da resisténcia a insulina
em diabetes tipo 2 (DING et al., 2010). A disbiose intestinal leva a ruptura da barreira
epitelial intestinal, acarretando no aumento da circulagao de células do sistema imune
e secrecgao de citocinas que podem ser de carater pré-inflamatério, como no caso da
obesidade (SITTIPO et al., 2018). A disbiose também pode ser causada por doencgas
infecciosas, como a tuberculose levando a uma significativa alteracdo da microbiota
intestinal e de suas fungdes metabdlicas (HU et al., 2019).

Além disso, ja foi demonstrada a influéncia da microbiota intestinal no
desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro uma vez que que a linha de frente
de defesa da mucosa intestinal & prejudicada na auséncia dos microrganismos
intestinais (MACPHERSON; HARRIS, 2004; PATTERSON et al., 2016), levando,
também, a diminuicdo de acidos graxos de cadeia curta circulantes no intestino
(TREMAROLI; BACKHED, 2012) e alteragdes de genes que codificam horménios
fundamentais, como a leptina, que conferem saciedade ao individuo (LEY et al., 2005).

Assim, avaliamos a influéncia da obesidade no aumento da area de infiltrados
inflamatdrios no intestino de camundongos. Observamos um aumento significativo das

areas dos infiltrados inflamatdérios em ambos os grupos frente a infeccéo por M. bovis
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BCG. Foi possivel observar que a obesidade foi capaz de acelerar esse aumento em
48 horas de infecgdo. Entretanto, apds 96 horas de infeccdo, em ambos os grupos, é
observada uma drastica reducado na area dos infiltrados inflamatérios. Esses dados,
sugerem que os niveis basais de infiltrados inflamatérios sdo mantidos para manter a
resposta a infecgao por M. bovis BCG apés 96 h de infecgao. Entretanto, outros fatores
sao necessarios para melhor compreender a influéncia da obesidade no curso da
Tuberculose.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que o risco do desenvolvimento de
tuberculose em pacientes infectados com o virus do HIV, na Africa do Sul, nas
categorias de abaixo do peso, normal, sobrepeso e obesidade possuem suas
respectivas incidéncias em carater decrescente, demonstrando que o IMC elevado
protege contra a progressao da tuberculose nesses individuos (COLLEEN F.
HANRAHAN et al., 2010). Em estudo de avaliacao dos riscos de fatores nutricionais
na tuberculose entre individuos adultos dos Estados Unidos foi relatada incidéncia de
24.7 a cada 10* pessoas por ano em individuos com IMC dentro da normalidade. Ja
em individuos abaixo do peso, com sobrepeso e obesos os indices foram 260,2, 8,9,
5,1, respectivamente (CORNONI-HUNTLEY, 2018). Em estudo realizado na Coréia,
resultados similares ao ultimo descrito foram encontrados, sugerindo que aumento no
IMC pode estar associado a diminuigdo do risco de TB, entretanto seus achados
demonstraram que em indices muito elevados nao ocorreu diminui¢gao desse risco em
mulheres jovens ou em diabéticos que compuseram a base de dados da pesquisa
(KIM et al., 2018). Através da realizagdo de metanalise de diferentes estudos acerca
da relacdo entre o estado nutricional e a tuberculose, entdo, foi possivel demonstrar
uma relacao log-linear inversa na incidéncia de TB e o IMC dentro da faixa de 18,5-
30 kg/m? (LONNROTH et al., 2010).

Diante desses dados da literatura, podemos sugerir com analise dos nossos
dados, que a dieta hiperlipidica foi capaz de gerar um quadro de sobrepeso ou
obesidade, que veio acompanhado de altera¢des na estrutura da microbiota intestinal
entre os camundongos alimentados com dieta padrao e aqueles alimentados com
dieta hiperlipidica durante 12 semanas, corroborando com os dados de estudos
anteriores.

Foi observada uma certa resisténcia na alteragao da estrutura microbiana dos
animais obesos e sua consequente estimulagdo do sistema imune pode estar

associada a um efeito protetor no desenvolvimento da tuberculose nesses animais.
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Além disso, a aparente semelhanca no perfil microbiano de animais obesos apds 72
h de infecgdo e de animais eutréficos com 24 h (98,3% de similaridade) nos leva a
acreditar que este pode ser um dos fatores, entre outros, os quais podem induzir a
perda de peso desses animais ao longo do tempo de infecgao.

Desta maneira, a investigagdo dos mecanismos fundamentais na interagéo e
alteracdes provocadas pela infeccdo — e o impacto na microbiota residente ou vice-
versa, no ambito da comorbidade obesidade-tuberculose, podendo garantir melhores
estratégias de controle de infecgbes por patdogenos intracelulares in vivo. Todos esses
dados reforgam a importéncia da investigagdo do papel da microbiota em resposta a
diversas doencas metabdlicas e/ou de carater infeccioso, abrindo a possibilidade de
desenvolvimento de terapias de restauracdo microbiana de carater benéfico para

essas e outras patologias.
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6 CONCLUSOES

* Houve perda significativa de peso apenas em animais obesos apés 96 h de
infecgao;

» A biogénese de corpusculos lipidicos foi influenciada pela obesidade nos
tempos 72 e 96 h durante a infecgdo micobacteriana;

* A infecgédo por M. bovis BCG modulou positivamente os niveis de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e KC) e este perfil, apesar de ndo apresentar diferencas
significativas, mostrou-se mais expressivo no grupo dos obesos. Além disso, houve
diminuicdo nos niveis de IL-10 citocina de perfil anti-inflamatério, em camundongos
obesos apds 48 h de infecgao;

A obesidade parece acelerar o aumento de areas de infiltrados inflamatorios
nos intestinos dos camundongos com 48 horas de infec¢do. Entretanto, camundongos
eutroficos e obeso apds 96 h de infecgao, tiveram uma redugédo significativa na area
dos infiltrados inflamatérios;

* Os animais obesos apresentam uma estrutura microbiana diferente dos
animais eutroficos. Mudancas da estrutura da microbiota intestinal de animais
eutréficos e obesos foi observada apds a infeccdo por BCG, sendo que os animais
obesos no tempo de 72 h apresentam alteragdes do perfil microbiano intestinal que se
assemelharam ao perfil dos eutrdéficos infectados no tempo de 24 h. Entretanto, apés
96 h de infecgao os animais eutroficos e obesos apresentam uma estrutura microbiana
totalmente diferente de todos os outros grupos estudados;

Alteragdes na composigao da microbiota intestinal e suas fungées em resposta
a varias doencas ainda s&o pouco compreendidas e torna necessaria a investigacao

mais aprofundada acerca de suas interagdes com o sistema imune.
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