RENEE DE NAZARE OLIVEIRA DA SILVA

EFEITO PROTETOR DO BACO CONTRA A RESPOSTA INFLAMATORIA
DO TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR DO LEITO MESENTERICO DE
CAMUNDONOGOS OBESOS

Sao Paulo

2018

Tese apresentada ao Programa
de Pés-Graduacgéao em
Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Doutora

em Ciéncias.



RENEE DE NAZARE OLIVEIRA DA SILVA

EFEITO PROTETOR DO BACO CONTRA A RESPOSTA INFLAMATORIA
DO TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR DO LEITO MESENTERICO DE
CAMUNDONOGOS OBESOS

Sao Paulo

2018

Tese apresentada ao Programa

de Pos-Graduacéao em
Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da

Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Doutora
em Ciéncias.

Area de concentracao:
Farmacologia

Orientadora: Profa. Dra. Eliana

Hiromi Akamine.

Verséao Corrigida



CATALDGAQAO NA PUBLICA{;ﬁ\O (CIP)
Servico de Biblioteca e informacéo Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Silwva, Renee de Nazare Oliveira
Efeito protetor do bago contra a resposta
inflamatdéria do tecido adiposo perivascular do leito

mesentérice de camundongos cbesos. [/ Rense de
Nazare 0Oliveira Silwva; orientadora Eliana Hiromi
Zkamine. -- S3o Paulo, Z018.

94 p.

Tese (Doutorado)) -- Universidade de S3o Paulo,

Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. Tecideo adiposo perivascular. 2. bago. 3. dieta
hiperlipidica. 4. AMPEK. I. Rkamine, Eliana Hiromi,
orientador. II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Renée de Nazaré Oliveira da Silva.

Titulo da Tese: Efeito protetor do bago contra a resposta inflamatéria do tecido adiposo
perivascular do leito mesentérico de camundongos obesos.

Orientador(a):Dra. Eliana Hiromi Akamine.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em

sessaon publica realizada a ................. Lo, Lo, , considerou
( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): Assinatura:

N[0 1 =P

143 (] (Vo= To PP TP URPPP
Examinador(a): Assinatura:

L0 0T PP

1053 (1010 To PP PPPPP PP
Examinador(a): Assinatura:

N O, e

1S3 (1 (U o= To PP
Examinador(a): Assinatura:

L0 11

10153 (0T ox= To PP PSP PPPPPR TP
Presidente:  ASSINALIUIA: ......ocoiiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e et e e e e e e rb bt eas

L0 1 1

10153 (0 ox= To PP PSP PPPPPR O



&

ICBUSP

Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira”, Butanta, S3o Paulo, SP - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 -

Comissdo de Etica no Uso de Animais - Telefone (11) 3091-7733 - e-mail cep@icb.usp.br

Of.CEUA.071.2017

ICB Il - 05508 000

Sao Paulo, 10 de agosto de 2017.

Prezado(a) Professor(a),

Informo que o projeto intitulado "Participagdo do bago na infiltracdo de células

imunolégicas no tecido adiposo perivascular de camundongos obesos",

registrado sob o

protocolo n® 90/2013 e aprovado em 13/08/2013, que envolve a produgdo, manutengio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para

fins de pesquisa cientifica, foi prorrogado até 13/08/2021.

Diante desta prorrogagao e da declaragao de que ndo houve alteragdo da metodologia
e das técnicas descritas na licenca inicial para o uso de animais, autorizo a inclusio das espécies e

quantidades descritas abaixo para continuidade ao referido projeto:

Espécie Linhagem Sexo Idade/Peso

Quantidade por ano

Mus musculus C57BL/6 Macho 20 semanas

12ano: 100

Reitero que havendo alteragdo de metodologia e inser¢ao de novos
de pesquisa vinculado a referida licenga a CEUA-ICB dever4 ser informada.

Cordialmente,

Ludany g, Sk
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Coordenadora - CEUA-ICB/USP

Prof.(a) Dr.(a) Eliana Hiromi Akamine
Departamento de Farmacologia
Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP

alunos ao projeto




Aos meus pais amados
Nilson e Renée, por todo amor,
compreensao, incentivo e apoio.
As minhas amadas irmas Renaira
e Raisa, pelo companheirismo e
amor. O meu muito obrigada por
fazerem parte da minha vida, amo

muito vocés.



AGRADECIMENTO

Incialmente agradeco a Deus por toda luz, forga e sabedoria concedida

a mim para a realizacdo desse trabalho.

A minha familia, meus pais Nilson e Renée, minhas irmas Renaira e
Raisa, por todo amor e incentivo diario a persistir na busca pelos meus
objetivos. A minha tia Rejane e minhas primas Juliana e Raielli, aos meus avés
Jodo, Lourdes, Pedro (em memoéria) e Maria Fausta (em memoria) por toda

incentivo e amor.

A minha querida orientadora professora Dra. Eliana Hiromi Akamine,
pela oportunidade de receber todos seus ensinamentos. Obrigada Chefinha
pela paciéncia na correcdo dos relatérios, por me tornar uma pesquisadora
mais prudente e ao mesmo tempo critica e pela amizade gerada entre nos.

Serei eternamente grata.

As professoras Dra. Zuleica Bruno Fortes e Dra. Maria Helena Catelli

de Carvalho pela oportunidade de convivermos e ensinamentos.

Ao professor Dr. Ricardo Ambrosio Fock e sua aluna Msc. Carolina

Dias pela colaboracéo e todo aprendizado. Muitissimo obrigada.

Ao Dr. Stephen Rodrigues pela colaboracédo, ensinamento, amizade e

discussoes cientificas.

Ao professor Dr. Tomasz Guzik e sua equipe: Dominik, Tomasz, Eilidh

e Selena, por todo aprendizado e amizade.

A professora Dra. Rhian Touyz e sua equipe: Guto Montezano, Rhéure
Lopes, Karla Neves e Livia de Lucca. Obrigada por todo ensinamento,

paciéncia e amizade. Vocés sdo muito especiais.

A equipe (Japa-india) mais maravilhosa de todas, as irmas que
doutorado me presenteou Aline Inada e Carolina Midori. Obrigada por tanto

amor, confianca, irmandade e paciéncia. Amo muito vocés.

Aos amigos nédo so de laboratério, mas pessoas que se tornaram meus

grandes amigos: Cinthya Echem, Vanessa Oliveira, Tiago Janudrio, Maristela



Ladgraf, Andrea, Paula Barros, Bruno Marques, Anna Patsea, Vanessa Miyoshi
e Beatriz Costa muito obrigada. Aos queridos técnicos Bazinha (So6nia),
Rosangela, Tonho, Cidorinha, Martinha, Ritinha e a Sandra, muito obrigada por

todo ensinamento e amizade. Vocés sdo muito especiais na minha vida.

As queridas secretarias: Monica, Camila, Selminha, Rosa e Laiane pela

paciéncia com todas as minhas duvidas. Vocés sdo muito especiais.

As amigas amadas que fazem parte da minha caminhada em S&o
Paulo: Gisele Facholi Bonfim, Simone Sartoretto, Karla Santiago, Franciele
Knebel, Vanessa Franco, Milene Fontes, Gisele Couto, Tainara Sartoretto e
Fernanda Gonzales. Muito obrigada pelas cervejas, apoio e amizade. Vocés

tornam minha vida mais leve e feliz.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolbgico
(CNPqQ), numero do processo0:1441156/2013-0, pelo apoio financeiro.

A CAPES-PDSE, numero do processo:88881.132199/2016-01, pelo

apoio financeiro para a realizacdo do Doutorado Sanduiche.

A Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP)

pelo apoio financeiro.

Agradeco a todos que me auxiliaram nessa jornada.



RESUMO

SILVA, R.N.O. Efeito protetor do baco contra a resposta inflamatoria do tecido
adiposo perivascular do leito mesentérico de camundongos obesos. 2018. 95 f.
Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade
de Sao Paulo. Sdo Paulo,2018.

Na obesidade ocorre hipertrofia dos adipécitos e inflamagdo do tecido adiposo
visceral. O tecido adiposo perivascular (PVAT) circunda a maioria dos vasos
sanguineos. Assim como outros depésitos, o PVAT também é propenso a inflamacao.
A proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) estd presente no
PVAT e esta relacionada com a reducdo da inflamacéo nesse tecido. O baco é um
orgao linfoide e é um importante regulador do sistema imunologico. Dessa maneira, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a participacdo do bago na resposta inflamatoria
do PVAT do leito mesentérico e o possivel envolvimento da AMPK nos camundongos
obesos. Para isso, camundongos machos C57BL/6 de 4 semanas de idade foram
submetidos a esplenectomia (SPX) ou a cirurgia ficticia (SHAM) e passaram a ser
alimentados com racdo padrdo (CT-controle) ou racao hiperlipidica (OB-obeso)
durante 16 semanas. O bagco e o PVAT do leito mesentérico foram utilizados para
analisar: o conteudo proteico de citocinas, imunofenotipagem de leucdcitos, expressao
de AMPK e pAMPK!"72 e quimiotaxia de células de baco para PVAT. A expresséo do
MRNA da adiponectina foi avaliada no PVAT mesentérico. Bagos de camundongos
selvagens (WT) e com delecdo genética da AMPKal (KO) alimentados com dieta CT
ou HF foram utilizados para avaliar a expressdo de mMRNA de citocinas e
imunofluorescéncia para deteccdo de linfécitos totais. O bago de camundongos
obesos apresentou aumento no contetudo de TNF-a, diminui¢do no conteudo de IL-10
e populacdo similar de células imunologicas e fosforilagdo da AMPK. O PVAT
mesentérico de OB-SHAM mostrou reduzido contetdo de citocinas pro-inflamatdrias,
inalterada area de adipdcitos, fosforilagdo de AMPK, células T e macréfagos M1 e
reducdo de células B e macréfagos M2. Por outro lado, o PVAT mesentérico de SPX-
OB mostrou hipertrofia de adipdcitos, reducdo da fosforilacdo de AMPK, aumento de
citocinas pro-inflamatérias, reducdo de células B e macréfagos M2 e aumento de
macrofagos M1. No entanto, a resposta dos leucdocitos migratorios do bagco para o
PVAT foi reduzida nos grupos OB-SHAM e OB-SPX. O baco de camundongos AMPK
KO mostrou um perfil inflamatério diminuido. Em conclusdo, nossos dados indicam
gue a associagdo da atividade da AMPK e a inflamacéo é diferente no PVAT do leito
mesentérico e no bago de camundongos obesos. O bago e a AMPK expresséo no
PVAT podem proteger esse tecido contra os danos promovidos pela dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Tecido adiposo perivascular, baco, dieta hiperlipidica, AMPK



Abstract

SILVA, R. N.O. Spleen protective effect against the inflammatory response of
perivascular adipose tissue from bed mesenteric of obese mice. 2018. 95 p.
Ph.D.thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Séo
Paulo. Sdo Paulo. 2018.

Adipocyte hypertrophy and inflammation in the visceral adipose tissue are observed in
obesity. The perivascular adipose tissue (PVAT) surrounds blood vessels and exerts
paracrine action on the vasculature. The enzyme AMP-activated protein kinase
(AMPK) appears reduce inflammation. Spleen is the largest lymphoid organ and it is an
important regulator of the immune system. In this study, we investigated the influence
of the spleen on the inflammatory profile of mesenteric PVAT in obese mice and
whether AMPK would protect from effects promoted by high fat diet. To test this
hypothesis C57BL/6 male mice were either splenectomized (SPX) or sham operated
(SHAM) and received either control (CT) or high fat diet (HF, OB). Spleen and
mesenteric PVAT were used to analyse: protein content of cytokines,
immunephenotyping of leukocyte, AMPK and pAMPK"72 expression and spleen cell
chemotaxis for PVAT. Expression of adiponectin mRNA was evaluated in mesenteric
PVAT. Spleens from wild type (WT) and AMPKal knockout (KO) mice fed CT or HF
diet were used for expression of mMRNA of cytokines and immunofluorescence for
detection leukocyte. Spleen of obese mice showed increase in TNF-a content,
decrease in IL-10 content and similar population of immune cells and AMPK
phosphorylation. Mesenteric PVAT from OB-SHAM showed reduced proinflammatory
cytokine content, unchanged adipocyte area and AMPK phosphorylation, T cells and
M1 macrophages, and reduced B cells and M2 macrophages. On the other hand,
mesenteric PVAT from SPX-OB showed adipocyte hypertrophy, reduced AMPK
phosphorylation, increased proinflammatory cytokines, reduced B cells and M2
macrophages and increased M1 macrophage. However, migratory leukocyte response
from spleen to PVAT was reduced in both OB-SHAM and OB-SPX groups. Spleen
from AMPK KO mice showed a decreased inflammatory profile. In conclusion, ours
results showed the association between AMPK activity and inflammation is different in
mesenteric PVAT and spleen of obese mice. The spleen and AMPK expressed in the
mesenteric PVAT may protect this tissue against deleterious effects promoted by HFD.

Keywords: Perivascular adipose tissue, spleen, high fat diet, AMPK



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Descricdo esquemética da organizacao arquitetdnica de areas esplénicas

contendo Varias CElulas iMUNOIGQICAS. .........uuuruuuiuruiiiiiiiiiiiieie e 26
Figura 2. Ganho de massa corpdrea ao longo de 16 Semanas............cccccevvvvvvvnnnnnnnns 41
Figura 3. indice de Lee {[peso corporal*3(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100},
massa relativa dos depdsitos de gOrdUras............eeeueeeeeerieerieeieeiiieeeeee e e ee e eeeeees 42
Figura 4. Glicemia € iINSUINEMIBL.........ooiuiiiiiiie e 43
Figura 5. Analise morfolégica do baco.............ccc 44
Figura 6. Imunofenotipagem de células isoladas do bago............ccceeeriiiiiiiniiieeeenne 46
Figura 7. Avaliagao do perfil INflamatOorio...........ccuvviriiiiiii i 47
Figura 8. Analise morfol6gica do PVAT do leito mMeSentérico.........cuuvvvevvvevrvervvenenennne. 48
Figura 9. Imunofenotipagem de células do PVAT do leit0..........coccuveriiiiiieeiiiiiieecee 50

Figura 10. Avaliacéo da populagdo de macrofagos M1 e M2 no leito mesentérico ....51
Figura 11. Avaliacéo do contetdo de citocinas no PVAT do leito mesentérico........... 53

Figura 12. Migragéo dos leucocitos do bago para o tecido adiposo perivascular (PVAT)
(o (oM [=T 1 (o I g g =E]=T ) =] [ o PP POPUPPRPRRR 54

Figura 13. Analise da expressao proteica de AMPK total (A) e fosforilada no residuo
treonina 172 (B, PAMPK T172) N0 DAGO......ccuiirieitieieeieiee st eiesee e ete et eae e srae e 55

Figura 14. Analise da expressao proteica de AMPK total (A) e fosforilada no residuo
treonina 172 (B, pAMPK ™172) no PVAT do leito meSenterico............ccceveeeveeereecenennne. 56

Figura 15. Andlise da expressdo de RNAm da adiponectina no PVAT do leito
TSI =T 0] (=T o o J USSR 57

Figura 16. Andlise da expressdo de RNAm relativa do (A) INF-y, (B) t-Bet e (C) IL-10,
normalizadas pelo controle endégeno GAPDH, (D) cortes de baco marcados com
anticorpo anti-CD3 E (E) analise quantitativa da populacdo de CD3 no baco de

camundongos selvagens (WT) e deficiéntes para AMPKa1 (KO).......cooocvviiveeeeieiniinnns 58
Figura 17. Analise morfoldgica do tecido adiposo periepididimal..............cccccoeiiiieeen. 59
Figura 18. Imunofenotipagem de células do depdsito do tecido adiposo
PEMHEPIAIIMAL ...t e e e e e e e s e s 61
Figura 19. Avaliagdo da populacdo de macréfagos M1 e M2 no tecido adiposo
(ST g=T o1 o 1o |14 o= | PP PPP PP OPPPPP 62
Figura 20. Avaliacdo do contetdo de citocinas no tecido adiposo periepididimal........ 63

Figura 21. Migracdo dos leucocitos do bago para no tecido adiposo
PeriEePIdidIMAl.........ooi i 64



Figura 22. Andlise da expressao proteica de AMPK total (B) e fosforilada no residuo

treonina 172 (C, pAMPK ™172) no tecido adiposo periepididimal..............c..cceeevveeneenn 65
Figura 23. Andlise relativa da expressdo do RNAm da adiponectina no tecido adiposo
PErEPIdidIMAl ........oovviiiiieee 66
Figura 24. Imunofenotipagem de células do Sangue ...........ccoccvveeiiiiiiicniiieee e 68
Figura 25. Imunofenotipagem de células isoladas da medula éssea ......................... 70

Figura 26. Imunofenotipagem de células isoladas do timo.............ccccvvvvvinriiiiinininnnn, 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacao do indice de massa corpérea (IMC) (OMS,2015) ..................

Tabela 2. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo

Tabela 3. Especificagdo dos oligonucleotideos..............uuevieieiiiiiiiiiieee e



LISTA DE ABREVIATURAS

AMP Adenosina monofosfato

AMPK  Proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
AMPKK Quinase reguladora da AMPK

ATP Adenosina trifosfato

CCR2 Receptor de quimiocina 2

cDNA DNA complementar

CEUA  Comissdo de Etica no Uso de Animais

DNA Acido Desoxirribonucleico

EDTA  Acido etilenodiamino tetra-acético

eNOS  Sintase da 6xido nitrico endotelial

FBS Soro fetal bovino

FRDP Fator relaxante derivado do tecido adiposo perivascular

GAPDH Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

IL-10 Interleucina 10

IL-1B Interulencia 1

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IMC indice de massa corpérea

INF-y Interferon y

KO Camundongo knockout
M1 Macroéfagos do fenétipo 1
M2 Macroéfagos do fenétipo 2

MCP-1  Proteina quimioatraente de macrofagos-1

MTOR  Mechanistic target of rapamycin

NK Natural killer

NO Oxido nitrico

OMS Organizac¢do Mundial de Saude
PBS Tampao salina fosfato

PCR Proteina C reativa

PCR Reacdo em cadeia da polimerase



PPAR
PVAT
PVDF
RIPA
RNA
RNAmM
SPX
t-Bet
TNF-a
ucpP
WT

Receptor ativado por proliferador de peroxissoma
Tecido adiposo perivascular

Difluoreto de polivinilideno
Radioimmunoprecipitation assay buffer

Acido ribonucleico

RNA mensageiro

Esplenectomizado

Fator de transcri¢cao para diferenciacao do perfil Thl
Fator de necrose tumoral o

Proteina desacopladora

Camundongo selvagem



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt e, 18
P2 © 1= N 1 LV 28
2.1 Delineamento experimental ............ccccoviiiiiiiiii 28

3 MATERIAIS E METODOS ......ooiviiieceeeeeeeeete ettt 29
S L ANIMAIS e 29
3.1.1 LINhagem SVI129 ... e 29

A =S o] [T 0 [T o (o1 ] - VRSP 30
ICIRCT 1o [N or=To o F= o] o T= 151 o F= o [OOSR 30
3.4 Caracterizacao da obesidade ............ccoooeeiiiiiiiiiiiiii e 31
3.5 Obtencdo do sangue € teCIAOS.........uuiiiiiieiiieieecee e 31
3.6 Histologia do PVAT € dODago .........uvviiiiiiiiiiiee e, 31
3.7 Citometria de flUXO ......cooveeiiiiiii 32
Gt Y o o0 1 T 1SRRI 32
3.7.2 EXtrac80o de CEIUIAS...........oovviviiiiie e 32
3.7.3 IMUNOTENOLIPAGEIM .....vviiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 34

3.8 Quantificagdo de citocinas pré-inflamatorias...........cccccceeeeeiiiiiiiiiiieeennn. 35
3.9 WeStern BIOtNG ......coooviiiiiiii 35
3.9 Ensaio de transmigragao iN VItr0...........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 37
3.11 Determinagéo da expressao de RNAm por PCR em tempo real .......... 37
3.12 Imunofluorescéncia do bago ... 38
3.13 Andlise estatiStiCa ............ccovveeiiiiiiii 39

A RESULTADOS . ...t e e e e e e et e e e e eeaas 40
4.1 Caracterizagcado do modelo experimental...........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiineenn. 40
4.1.1 Evolucao ponderal e consumo de 4gua, ragéo e calorias................. 40
4.1.2 indice de Lee, massa dos depdsitos de gordura e massa magra..... 42
4.1.3 Glicemia € INSUIINEMIA ..........uuuuumuniiiiiiiiiiiiiiiiiee e 43

4.2 Efeitos da dieta hiperlipidica N0 bago............coovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 44
o |V o ] (o] (o o | - SRR 44
4.2.2 Imunofenotipagem das células imunoldgicas ..........cccoeeeeeeeeevvinnnnnnnn. 45
4.2.3 Avaliacdo do conteldo de CitOCINAS.........uuvvrurrmmmniiiiiiniiiiiiiiiieninnnnnenes 47

4.3 Efeitos da dieta hiperlipidica e da esplenectomia no PVAT do leito
EaLSTST= 01 =] Tl TR 48

0 I |V o ] (o] (o o | = RPN 48



4.3.2 Imunofenotipagem das células imunoldgicas ..........ccceeeeeeeeeeviinnnnnnnn. 49

4.3.3 Avaliacdo do conteldo de CitOCINAS.........uuvvrrrumrmniniirininiiinnnennnnnnnnnnnns 52
4.4 Quimiotaxia induzida pelo PVAT do leito mesentérico.............cccuvveeeeennn. 54
4.5 EXpressao da AMPK .......oooiiiiiiieee e 55
A.5. 1 BAGO. ... iietiiiiiiiie e 55
4.5.2 PVAT do |eit0 MESENLENICO ......uvvueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnneennnnnnnnnnnes 56
4.6 Expressdo o RNAm da adiponectina no PVAT do leito mesentérico....... 57
A7 AMPK-KO oo 58
4.8 Efeito da dieta hiperlipidica e da esplenectomia no tecido adiposo
PEMEPIAIAIMAL ... 59
4.8.1 MOITOIOQIA ...ttt 59
4.8.2 Imunofenotipagem de células imunoldgicas ............ccccevvnvrnnrnnnnnnnnns 60
4.9 Quimiotaxia induzida pela gordura periepididimal............ccccccvvviviiininnne. 64
4.10 Expresséao da AMPK no tecido adiposo periepididimal ............cccccccc..... 65
4.12 Imunofenotipagem de células imunolégicas do sangue periférico ........ 67
4.13 Imunofenotipagem de células imunoldgicas da medula éssea.............. 69
4.14 Imunofenotipagem de células imunoldgicas do timo...............cceevvvvnnenn. 70
5 DISCUSSAQ ...oviiieieieieiesieie ettt ettt ettt es e eeenenenes 71
B CONCLUSAD ..ottt 78

7T REFERENCIAS . ... e 79



18

1. INTRODUCAO

A obesidade pode ser considerada a “Nova Sindrome do Mundo”, isso
porque o numero de individuos obesos, independente de classe social e/ou
idade, cresce a cada ano (NAMMI et al., 2004). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude, 1,9 bilhdes de adultos, 39% da populacdo mundial,
encontra-se com excesso de peso. Destes, 11%, ou seja, 600 milhdes, séo
obesos (OMS, 2015). No Brasil, 40% da populacdo foi classificada com
sobrepeso (OMS, 2011). Estima-se que no ano de 2025 haja 2,3 bilhdes de
pessoas no mundo acima do peso e, destas, 700 milhdes serdo classificadas
como obesas. Em vista disso, a obesidade é considera uma epidemia global
(OMS, 2014).

Um dos parametros utilizados para classificar o sobrepeso e a
obesidade é o indice de massa corporal (IMC). Para tanto, calcula-se a razéo
entre a massa corporal do individuo (kg) pela altura do mesmo ao quadrado
(m?). Os valores de IMC para a classificacdo do peso de um individuo sédo
descritos na Tabela 1 (RASOULI et al., 2007; JAMES, 2008; OMS, 2015;).

Tabela 1- Classificacdo do indice de massa corporea (IMC) (OMS,2015).

Classificacao IMC
Normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25,0-29,9
Obesidade classe | 30,0-34,9
Obesidade classe I 35,0-39,9
Obesidade classe Ill ou Obesidade mérbida Acima de 40

A obesidade é definida pelo acumulo anormal excessivo de tecido
adiposo (OMS, 2015), seu desenvolvimento é atribuido a um desequilibrio, de
origem multifatorial, entre o consumo e o gasto energético, podendo estar mais
associado a fatores comportamentais, tais como sedentarismo e/ou ingestéo
excessiva de alimentos com alto teor de gorduras e carboidratos, do que
propriamente a alteracbes genéticas (BLOOR e SYMONDS, 2014). E
importante ressaltar, ainda, que a localizagdo do acumulo de tecido adiposo

deve ser considerada para avaliar a obesidade e, nesse sentido, a razao



19

cintura/quadril e a circunferéncia abdominal sdo medidas essenciais, pois
avaliam o acumulo visceral de gordura (ZRAIKA et al.,, 2002; WANG et al.,
2008).

O sobrepeso e a obesidade sao fatores de risco para o desenvolvimento
de diversas doencas, tais como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, doengas
cardiovasculares, apneia do sono e cancer (como, por exemplo, 0 de mama)
(LEAL e MAFRA, 2013). No entanto, o mecanismo pelo qual o acumulo do
tecido adiposo estd relacionado com essas doencas ainda nado foi

completamente compreendido.

Por muitos anos o tecido adiposo foi considerado apenas como um
reservatorio enérgico (FLIER et al., 1987), entretanto sabe-se que esse tecido
participa também do metabolismo dos esteroides sexuais, da manutencdo da
temperatura corpérea, da regulacdo hormonal e da prote¢cdo mecénica visceral
(FONSECA et al, 2006 e OUCHI et al., 2011). Em 1994, Zhang e
colaboradores mudaram o paradigma do tecido adiposo ao descreverem gue 0
mesmo secretava e sintetizava a leptina; a partir de entdo diversas substancias
bioativas, chamadas de adipocinas, foram descritas, conferindo a esse tecido

funcdes enddcrinas.

A primeira adipocina a ser descrita foi a leptina, que atua no sistema
nervoso central inibindo a formagdo de neuropeptidios relacionados com o
apetite, como o neuropeptideo Y; e também através do aumento da expressao
de neuropeptidios anorexigenos, como o horménio estimulante de o-
melandcito (a-MSH) e o hormanio liberador de corticotropina (CRH) (ZHANG et
al, 1994, NEGRAO et al., 2000, WILDING, 2001).

Existe uma grande variedade de adipocinas presentes no tecido
adiposo, em termos de estrutura e funcdo (TRAYHURN, 2005), que podem ter
acao local de forma paracrina e autoécrina, bem como sistemicamente, de forma
endocrina (GAO, 2006, KERSHAW e FLIER,2004). Esse grupo inclui, além da
leptina, citocinas classicas (TNF-a e IL-6), fatores de crescimento (fator de
transformacdo de crescimento), proteinas do sistema do complemento
alternativo (adipsina), proteinas envolvidas na hemostasia (inibidor do ativador

de plasminogénio-1), na regulacdo da pressao arterial (angiotensinogénio), no
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metabolismo de lipideos (proteina de transferéncia de éster de colesterol e
proteina carreadora do retinol), na homeostase da glicose (adiponectina) e na
angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular); bem como as proteinas
de fase aguda (proteina C-reativa - PCR) e de resposta ao estresse
(haptoglobina, metalotioneina) (TRAYHURN, 2005).

O tecido adiposo é composto por adipdcitos, classificados em trés tipos:
marrom, bege e branco (PFEIFER e HOFFMANN, 2015, GUSTAFSON et al.,
2010; MAENHAUT et al., 2011). Além dos adipdcitos, é formado também por
pré-adipdcitos, células tronco mesenquimais, células vasculares, células
neurais e células do sistema imunolégico, como mondcitos, linfocitos e
macrofagos residentes, todas elas contribuindo para a secrecdo de adipocinas
que atuam em Vvarios 6Orgdos e sistemas, influenciando e modulando suas
funcbdes, como, por exemplo, o figado, o musculo esquelético e o sistema
cardiovascular (GUSTAFSON et al., 2010; MAENHAUT et al., 2011).

O tecido adiposo marrom € composto por adipdcitos marrons, 0s quais
possuem varias vesiculas lipidicas, tornando-os multioculares; com um grande
namero de mitocondrias, possuem alta expressao da proteina desacopladora-1
(UCP-1) e sdo amplamente vascularizados. A ativacdo da UCP-1 dissipa o
gradiente de elétrons para a sintese de ATP, o que estimula a atividade da
cadeia respiratéria e, ao utilizar nutrientes disponiveis, resulta na geracao de
calor (termogénese) (BOLUS e HASTY, 2018, IKEOZA et al., 2010). Esse tipo
de tecido encontra-se principalmente, em recém-nascidos e criancas, nas
regides cervicais (FONSECA et al, 20 06), em adultos na regido
supraclavicular e em roedores na regido interscapular (BOLUS e HASTY,
2018).

O tecido adiposo branco é composto por adipécitos brancos, que
contém uma Unica gota lipidica, tornando-o0s uniloculares; armazenam energia
na forma de triglicerideos e participam da regulacdo do balangco energético
mediante ao processo de lipogénese e lipolise (BLOOR e SYMONDS, 2004),
além disso, possuem alta capacidade de secretar adipocinas, conferindo a este
tecido funcdo enddcrina (VAZQUEZ-VELA et al.,2008, BOLUS e HASTY,
2018). Em humanos, o tecido adiposo branco € amplamente distribuido em

dois depositos de gordura: o depdsito subcutaneo e o visceral, localizados
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especificamente nas areas retroperitoneal, mesentérica e omental;
adicionalmente, esse tecido esta presente também em depdsitos menores que
circundam o coracdo, 0Ss vasos sanguineos e os rins, chamados de depdsitos
epi/pericardio, perivascular e perirenal, respectivamente. Roedores, além
desses depositos, possuem também depdsito gonadal (BLOOR e SYMONDS,
2004, BOLUS e HASTY, 2018).

O adipdcito bege possui caracteristicas morfolégicas de adipécitos
brancos, como armazenamento de lipideos, e de adipdcitos marrons, como a
expressdo da proteina UCP-1 (WALDEN et al., 2011). Pode originar-se da
transdiferenciacdo dos adipdcitos brancos ou por meio da diferenciacdo e
maturacdo de células precursoras, sendo sua origem embriondria diferente da
demais (BOLUS e HASTY, 2018). Estimulos, tais como a exposicdo
prolongada ao frio ou a farmacos, como os agonistas beta-adrenérgicos e
PPAR-y (CHEN et al., 2016), estimulam o desenvolvimento de adipécitos bege
nos depdsitos de tecido adiposo branco, processo chamado de “browning”. Em
roedores, os adipdcitos beges encontram-se principalmente na regido inguinal
(BLOOR e SYMONDS, 2004, BOLUS e HASTY, 2018).

Outro tipo de tecido adiposo, o tecido adiposo perivascular (PVAT),
circunda os vasos sanguineos, com excec¢dao da microcirculacdo e do leito
cerebral, especificamente ao redor da camada adventicia — camada mais
externa do vaso sanguineo —, ndo existindo uma barreira anatbmica que os
separe (RAJSHEKE et al., 2011, HUANG et al, 2018, MEIJER et al., 2011).
Acreditava-se que este tecido era apenas um componente estrutural, cuja
funcdo seria fornecer protecdo mecanica aos vasos sanguineos durante a
contracao dos tecidos proximos (BROWN et a., 2014), entretanto sabemos que
além do papel estrutural, o PVAT desempenha muitos outros papéis na funcéo
vascular, pois secreta adipocinas metabolicamente ativas, conferindo a esse

tecido fungdes enddcrinas e paracrinas.

O PVAT é composto por células-troncos, pré-adipdcitos, fibroblastos,
mastocitos e inervacédo (ERINGA et al., 2012; MEIJER et al., 2011 CALABRO e
YEH, 2007). Dependendo de sua localizag&o, sua estrutura e composi¢cédo séo
diferentes (VOORDE et al., 2014): o PVAT da aorta toracica, por exemplo, é

semelhante ao tecido adiposo marrom, com adipdcitos multiloculares, grande
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namero de mitocéndrias e expressdo da UCP-1 (CHATTERJEE et al., 2009;
FITZGIBBONS et al., 2011), enquanto o PVAT das artérias coronarianas,
mesentéricas e aorta abdominal se assemelha ao tecido adiposo branco, com
células uniloculares, menor vascularizagdo e presenca de células imunolégicas,
como macrofagos (SZASZ e WEBB, 2012, GUZIK et al., 2013).

Embora apresente semelhancas com os demais depositos, o PVAT
parece ter origem embrionaria distinta. A delegdo condicionada do PPARy em
células que expressam SM22a1 impede o desenvolvimento de PVAT no leito
mesentérico e na regido adrtica, mas sem interferir no desenvolvimento dos
depdsitos interscapular, gonadal, inguinal, subcutdaneo e periepididimal em
camundongos (CHANG et al., 2012). A auséncia de desenvolvimento do PVAT
pode ser explicada pelo fato de o gene SM22a1, expresso em células do
musculo liso vascular no inicio do desenvolvimento, ser expresso de maneira
transitoria em células precursoras de PVAT ou o PVAT e as células do musculo
liso vascular compartilharem do mesmo precursor (BROWN et al., 2014). Em
conjunto, os dados sugerem que a origem embrionaria do PVAT é distinta dos
demais depdsitos.

Até o0 ano 1991, acreditava-se que o PVAT néo exercia nenhuma funcéo
sob a vasculatura, por isso eram removidos para os estudos relacionados a
funcdo vascular. Porém Soltis e Casis (1991) demonstraram que o PVAT
possuia acao anticontratil sobre a resposta vasoconstritora a noradrenalina em
anéis de aorta toracica de ratos Wistar. A partir de entdo, outros estudos
descreveram que o efeito anticontratii do PVAT pode ocorrer por meio da
liberagdo de diversas substéncias vasoativas, como fator relaxante derivado do
PVAT (FRDP), a angiotensina (1-7), adiponectina, peroxido de hidrogénio,
leptina e 6xido nitrico (NO) (FERNANDEZ-ALFONSO et al., 2013, GOLLASH e
DUBROVSKA, 2004).

Diante do fato que componentes secretados pelo PVAT poderiam
exercer acdo nas ceélulas do muasculo liso vascular, estudos buscaram
compreender a funcdo do PVAT em diversas doencas. Foi demonstrado, em
modelos animais, que a obesidade induzida por dieta promove a perda do
efeito anticontratil (GUZIK et al., 2007; MA et al., 2010; GAO et al., 2007).

Diversos fatores podem contribuir para a perda do efeito anticontratil do PVAT,
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como reducdo da NO sintase endotelial (eNOS) e da AMPK (MA et al., 2010;
MEIJER et al., 2013). Em nosso laboratorio, foi demonstrado que a obesidade,
induzida por dieta hiperlipidica por 16 semanas, inibe a acdo anticontratil do
PVAT em artérias de resisténcia do leito mesentérico, corrigida pelo tratamento
com antagonista do receptor AT1 e aumento da eNOS (HASHIMOTO, 2016).

Aléem de fatores vasodilatadores, citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-18 e MCP-1), angiotensina Il e anion superoéxido
também s&o produzidos pelo PVAT (MAENHAUT e VAN De VOORDE, 2011,
MIAO e LI, 2012, SCHROETE et al., 2013, da COSTA et al., 2018), de maneira
gue, semelhantemente aos demais depositos, estresse oxidativo (KETONEN et
al., 2010; REBOLLEDO et al., 2010; Gil-ORTEGA et al.,2014; MARCHESI et
al., 2009), hipoxia e inflamacdo (GREENSTEIN et al., 2009) também podem ser
observados no PVAT. Cartterjee et al. (2009) demonstraram que os adipdcitos
brancos presentes no PVAT do leito coronariano de humanos secretam mais
quimiocinas (MCP-1 e IL-8) e citocina pro-inflamatdria (IL-6) e menor infiltracédo
de linfécitos T comparados aos depoésitos de tecido adiposo subcutaneo e
visceral (CARTTERJEE et al.,2009). Em outro leito vascular — aorta abdominal
—, foi observado aumento na producdo de IL-8 e de MCP-1 em individuos
obesos, este aumento foi relacionado com a infiltracdo de leucdcitos neste
tecido, levando a um estado proé-inflamatério (HENRICHOT et al., 2005). Em
modelos animais, Police e colaboradores (2009) observaram que
camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica apresentam maior
liberacdo e expressdo de MCP-1 e de seu receptor, o CCR2, em tecido adiposo
periadrtico da aorta abdominal, cujo fenétipo € de tecido adiposo branco. No
entanto, o PVAT de aorta toracica de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica apresenta reduzida infiltracdo de macréfagos em relacédo ao PVAT
da aorta abdominal (FITZGIBBONS et al., 2011).

A inflamacdo do PVAT pode estar associada a perda da funcdo
anticontratil. Aoqui e colaboradores (2014) constataram que a perda da funcéo
anticontratii do PVAT do leito mesentérico ocorreu apenas quando houve
infiltracdo de células inflamatérias e aumento da expressdo de genes de
citocinas pro-inflamatorias. Almabrouk e colaboradores (2018) apontaram que a

proteina AMPK pode ser o elo entre a perda da fungcdo anticontratil e a
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inflamac&o do PVAT em camundongos obesos. Esses autores mostraram que
camundongos deficientes de AMPKa1 ndo obesos apresentaram perda da
funcdo anticontratil e infiltracdo de células inflamatérias no PVAT, de maneira
similar aos camundongos obesos, que também apresentaram reduzida
ativacdo da AMPK.

A proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) é uma
proteina heterotrimétrica que consiste em uma subunidade a catalitica e
subunidades B e y regulatérias. Em mamiferos existem multiplas isoformas de
cada subunidade (a1, a2, B1, B2, y1, y2 e y3), as quais s&o codificadas por
diferentes genes e diferentemente expressas em varios tecidos (HARDIE,
2003). Sua ativacdo baseia-se no envolvimento da ligacdo da AMP a
subunidade y, o que induz uma mudancga conformacional no complexo AMPK,
que alostericamente ativa a subunidade a catalitica, pelo aumento da
fosforilacdo do residuo Treonina 172 (Thr 172), promovido por uma quinase
reguladora da AMPK (AMPKK) (HAWLEY et al., 1996; HARDIE, 2003).

A AMPK é um sensor da energia intracelular e regula o metabolismo de
glicose e lipideos (HARDIE, 2011). Essa proteina é ativada por aumento
intracelular da razdo AMP/ATP (adenosina monofosfato/adenosina trifosfato)
em resposta ao estresse metabdlico, levando a inibicdo de vias anabdlicas que
consomem ATP — como o da sintese proteica, de colesterol e de triglicerideos
—, € a estimulacéo de vias catabdlicas que produzem ATP, como, por exemplo,
oxidacdo de acidos graxos e captacdo de glicose e glicélise (HARDIE, 2011).
No sistema vascular, a AMPK é essencial para a manutencdo da funcdo e
estrutura vascular, podendo proteger contra os danos acometidos pela
obesidade e por doencas cardiovasculares (ALMABROUK et al.,, 2018,
NAGATA e HIRATA, 2010; EWART e KENNDY, 2011).

Além de seu papel regulatério no metabolismo, a AMPK inibe a resposta
inflamatoria. Nos adipocitos, a AMPK reduz a secrecao de IL-6, IL-8 e MCP-1
(LIHN et al., 2008, MORITA et al., 2018). Camundongos obesos deficientes de
AMPKB1 apresentam aumento das adipocinas pro-inflamatérias TNF-a, MCP-1
e leptina no sangue periférico e aumento de TNF-a e IL-1p no tecido adiposo
periepididimal (GALIC et al., 2011). Nos macroéfagos, a AMPK reduz a secregao
das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6 (YANG et al., 2010),
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aumenta a producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 (SAG et al., 2008,
GALIC et al., 2011) e promove polarizacéo para o fenotipo anti-inflamatorio M2
(SAG et al., 2008). A expressao proteica da AMPK foi reduzida em macréfagos
e células T isolados do baco em um modelo de encefalomielite autoimune; a
inducdo desse modelo em camundongos com delecdo da AMPKal promoveu
uma doenca mais severa, aumentada producdo de citocinas pro-inflamatorias
em células do baco e maior infiltracdo dessas células no sistema nervoso
central (NATH et al., 2009). Ainda, a ativacdo da AMPK com AICAR ou
metformina impediu a mobilizacdo de mondcitos da medula déssea para a
circulagdo e reduziu o numero de leucdcitos no baco, resultando em reduzida
infiltracdo de macrofagos na placa aterosclertica de camundongos com

delecdo de ApoE alimentados com dieta ocidental (WANG et al., 2017).

A mobilizacdo de células imunoldgicas para a circulacdo responde
ativamente aos estimulos inflamatdrios e imunoldgicos (TROTTIER et al.,
2012). O baco é o maior 6rgdo linfoide secundario e importante origem das
células imunoldgicas recrutadas por estimulos inflamatérios; o mesmo é
envolvido por uma capsula elastica e fibrosa com trabéculas emergentes
voltadas para o parénquima interno, garantindo a estabilidade e a manutencéo
de uma estrutura bem organizada (TARANTINO et al., 2011, CEST, 2006). As
arteriolas centrais partem do ramo da artéria esplénica nas trabéculas para
posteriormente mergulhar na area de polpa branca, que é constituida bainha
perivascular de linfécitos T, circundada por foliculo de linfécito B e uma zona
marginal, que faz interface com a polpa vermelha, constituida por linfécitos B e
macrofagos. Neste ponto, o sangue flui através da zona marginal que circunda
a polpa branca em direcdo a area da polpa vermelha, onde o sangue é
direcionado para os seios venosos (Figura 1); entdo o sangue flui novamente
através da trabécula e é transportado para a veia esplénica. A polpa vermelha
esplénica supervisiona o processo de filtragdo do sangue, no qual macrofagos
residentes fagocitam eritrocitos antigos, ativam a resposta a infiltracdo

bacteriana e permitem a reciclagem de ferro (TARANTINO et al., 2011).



26

Fibras
simpaticas

Capsula

Seio venoso g Polpa vermelha
1

B ’7"77 Zona marginal

Arteriola central S
. — [ | Polpa branca

Ateria esplénica
Veia

Figura 1: Descricdo esquematica da organizacdo arquitetdnica de areas esplénicas
contendo varias células imunolégicas: Polpa Branca (PB) e Polpa Vermelha (PV) com
fibras nervosas simpéticas que inervam as Zonas Marginais (MZ) (modificado a partir:
TARANTINO et al., 2011).

Inidmeros estudos mostram uma relacdo entre o sistema imunoldgico e
doencas cardiovasculares, e 0 baco pode ter uma participagcdo importante.
Swirski et al. (2009) demonstraram que mondcitos ndo diferenciados residem
no baco em numero maior do que na medula 6ssea. Em resposta a injlria
isquémica no miocérdio, ocorre mobilizacdo em massa dos mondécitos do baco,
gue se acumulam na area isquémica para auxiliar no processo de reparacao
(SWIRSKI et al., 2009). O estimulo hipertensivo (infusdo de angiotneisna Il por
28 dias) promove descarga simpética no baco e mobilizacédo das células T para
0S vasos sanguineos e rins, que representam locais alvos para os danos da
elevacdo da presséao arterial (CARNEVALE et al., 2016).

O baco também pode ter uma participacdo na inflamacdo observada na
obesidade, mas 0 seu papel ainda nao estéd estabelecido. No inicio da dieta
hiperlipidica ha recrutamento de células B derivadas desse 6rgao, produtoras
de citocina anti-inflamatéria IL-10, para o tecido adiposo visceral, mas com a
expansdo desse tecido a demanda dessas células B €& superior ao
recrutamento, que pode resultar em inflamacédo (WU et al., 2014). Por outro
lado, Gotoh e colaboradores (2012, a) demonstraram que no baco de
camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica ha menor producéo de
células B (B220*) e, consequentemente, menor sintese de citocina anti-
inflamatoria IL-10. Ainda, Wang et al. (2013) demonstraram que células T
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reguladoras estdo em menor propor¢cdo no sangue periférico e no 6rgdo em
questao, resultando em maior concentracdo de citocinas pro-inflamatorias no

sangue e no baco de camundongos obesos em relagéo ao grupo controle.

Tendo em vista que a obesidade promove infiltracdo de células
imunoldgicas no tecido adiposo visceral, a origem embrionaria do PVAT difere
dos demais depdsitos, o baco participa da mobilizacdo de células imunolégicas
diante de um estimulo inflamatério e a AMPK atenua a resposta inflamatéria; a
hipotese do nosso trabalho consiste na concep¢do de que a dieta hiperlipidica
por 16 semanas promoveria inflamacdo no PVAT do leito mesentérico, estando
0 baco participando desta resposta inflamatéria e a sinalizacdo via AMPK

envolvida na protecdo contra os impactos causados pela dieta hiperlipidica.
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2. OBJETIVO

Avaliar a participacdo do baco no perfil inflamatério do PVAT do leito

mesenteérico e o possivel envolvimento da AMPK em camundongos obesos.

2.1. Delineamento experimental

- Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica durante 16 semanas, em
camundongos com e sem baco, sobre o peso corporal, adiposidade e

homeostase metabdlica.

- Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica durante 16 semanas, em
camundongos com e sem baco, sobre a infiltracdo de células imunoldgicas e a
secrecao de citocinas anti-inflamatorias e pro-inflamatérias no baco, PVAT do
leito mesentérico e gordura periepididimal (utilizada como controle para o

fendtipo inflamatério).

- Avaliar o potencial quimiotaxico do PVAT do leito mesentérico de
células do baco de camundongos alimentados com racgéo hiperlipidica por 16

semanas.

-Avaliar a expressdo da AMPK no PVAT do leito mesentérico e no baco

de camundongos obesos.

- Avaliar o envolvimento da AMPK na resposta inflamatéria no baco de

camundongos obesos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo

de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB)
da Universidade de Sao Paulo (USP) (n° 90, folha 3, livro 9, em 13.08.2013),
que segue 0s principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
Camundongos C57BL/6J machos de 21 dias de idade foram adquiridos do
Biotério de Producdo de Camundongos da Faculdade de Medicina (USP) e
mantidos durante todo o periodo experimental em caixas de polipropileno
acondicionadas no Biotério de Camundongos do Departamento de
Farmacologia (ICB/USP), que mantém temperatura controlada de 22 + 2 °C e

ciclo claro-escuro de 12 horas/12 horas, com livre acesso a agua e ao alimento.
Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais:
1) camundongos que receberam racdo padréo (Controle-Sham);

2) camundongos esplenectomizados que receberam ragdo padréo
(Controle-SPX);

3) camundongos que receberam dieta hiperlipidica (Obeso-Sham);

4) camundongos esplenectomizados que receberam dieta hiperlipidica
(Obeso-SPX).

3.1.1. Camundongos SV129 com delecao genética de AMPKa1

Camundongos SV129 com delecdo genética de AMPKa1 (AMPKa17)
foram utilizados para o estudo em colaboracdo com a Universidade de
Glasgow. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica e Bem-Estar Animal da Universidade de Glasgow (licencas
de projeto 60/4224 e 70/8572) e foram realizados de acordo com o Animals
(Scientific Procedure) Act 1986 e as diretrizes do Parlamento Europeu sobre a
protecdo dos animais utilizados para fins cientificos (Diretiva 2010/63 / EU). Os

camundongos Sv129 selvagens (WT) foram comprados da Harlan Laboratories
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(Oxon, UK) e os camundongos SV129 AMPKa1- foram gentilmente fornecidos
por Benoit Viollet (Institut Cochin, Paris, Franca) e a geracdo desses animais foi
descrito anteriormente (JORGENSEN et al., 2004). Os animais foram mantidos
durante todo o periodo experimental em caixas de polipropileno
acondicionadas no Centro de pesquisa central da Universidade de Glasgow,
gue mantém temperatura controlada de 22 + 2 °C e ciclo claro-escuro de 12
horas/12 horas, com livre acesso a agua e ao alimento. Os camundongos

foram divididos em quatro grupos experimentais:
1) camundongos WT que receberam ragéo padréao (Controle-WT);
2) camundongos AMPKa 17~ que receberam ragdo padréo (Controle-KO);
3) camundongos WT que receberam dieta hiperlipidica (Obeso-WT);

4) camundongos AMPKa17- que receberam dieta hiperlipidica (Obeso-
KO).

3.2. Esplenectomia

Camundongos com 4 semanas de idade foram anestesiados com
isoflurano (indugcéo 3% e manutencdo 2%). Uma pequena incisdo cutanea e
muscular foi realizada no quadrante superior esquerdo do abdémen, o baco foi
removido e 0Ss vasos sanguineos cauterizados. Os camundongos nao
esplenectomizados (sham) passaram pelo mesmo procedimento cirdrgico, mas

nao tiveram o bago removido.

Apos o procedimento cirdrgico, todos os animais receberam tramadol (5

mg/kg, s.c.) durante 3 dias.

3.3. Inducéo da obesidade

ApoOs a cirurgia de esplenectomia ou a falsa cirurgia, 0s camundongos
passaram a receber racdo hiperlipidica, cujo conteudo calorico € de 5,4 kcal/g
(composicéo: carboidrato, 26%; proteina, 15%; gordura, 59%) (PragSolucdes,
Brasil), conforme descrito por de SOUZA et al. (2005). A racdo padrao

apresenta conteudo caldrico de 3,8 kcal/g (composicdo: carboidrato, 70%:;
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proteina, 20%; gordura, 10%) (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S.A., Brasil). Os
camundongos receberam dieta padrédo ou hiperlipidica da 42 semana a 202

semana de idade por 16 semanas.

3.4. Caracterizacao da obesidade

A obesidade foi caracterizada pelo indice de Lee {{massa corporal® (g)
/comprimento naso-anal (cm)] x 100}, massa relativa (mg/g massa corporea)
das gorduras (periepididimal e retroperitoneal) e magra (musculo
gastrocnémio). A glicose foi determinada por fitas reativas “OneTouch-Ultra” e
glicosimetro “OneTouch-Lifescan” (Johnson & Johnson, EUA) em amostra de
sangue obtida por puncédo caudal de animais acordados e em restricao total de
alimentos por 4 horas. A dosagem de insulina sérica foi determinada por ELISA
(SPI-Bio, Franca).

3.5. Obtencéo do sangue e tecidos

Camundongos foram anestesiados com isoflurano (inducdo 3% e
manutencdo 2%) e amostras de sangue foram coletadas por puncdo do
ventriculo esquerdo e transferidas para tubos contendo EDTA (BD
Biosciences). Em seguida, foram removidos o baco, depdsitos de gordura
periepididimal e retroperitoneal, musculo gastrocnémio, PVAT do leito

mesentérico, fémur e timo.

3.6. Histologia do PVAT e do baco

O PVAT, gordura periepididimal e o baco foram fixados em formalina
tamponada (10%) (Sigma) por 2 e 24 horas, respectivamente. Apds o periodo
de fixacdo, o PVAT e o0 baco passaram por banhos de alcool e xilol e foram
emblocados em parafina. Cortes transversais semi-seriados de 5 um foram
obtidos utilizando-se um micrétomo (Leica) e estes foram montados em
laminas de vidro tratadas com poli-lisina. Os cortes foram submetidos a bateria

histologica e a coloragéo de hematoxilina e eosina.
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Imagens foram capturadas por uma camera acoplada em microscopio
optico (Nikon) com aumento de 100x. Com auxilio de um programa de analise
de imagens (ImageJ, NIH, EUA), foram avaliados o numero e a area dos
adipdcitos e 0 numero de polpa branca de trés campos de cinco cortes de cada

animal.

3.7. Citometria de fluxo

Células imunolégicas do baco, PVAT, gordura periepididimal, sangue
total, medula 6ssea e timo foram analisadas por citometria de fluxo, utilizando-
se o aparelho FacsCalibur (BD). Os resultados obtidos foram analisados com
auxilio de software FlowJo, v.10 (TREE STAR, Inc.- USA).

3.7.1. Anticorpos

Os anticorpos utilizados para o estudo foram: anti-rato CD3 (145-2C11),
CD4 (GKL1.5), CD8 (53-6.7), B220 (RA3-6B2), F4/80 (BM8), Mac-1 ou CD11b
(myM1/70), Gr-1 (RB6-8C5), CD45 (30-F11), CD206 (19.2), CD11c(HL3),
AMPKT™172 (D79.5E) e Goat anti-rabbit 1gG, Alexa Fluor 488 (ab150077)
conjugados com aloficocianina (APC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina-ciano 7 (PE-
Cy7), isotiocianato de fluorocianina (FITC) e adquiridos da Pharmingen Becton
Dickinson™ (EUA). Estes anticorpos foram escolhidos de acordo com LEON et
al. (2011), NOGUEIRA-PEDRO et al. (2011) e SKIBA et al., (2016).

3.7.2. Extracdo de células

3.7.2.1. PVAT e gordura periepididimal

O PVAT foi isolado da artéria mesentérica e a gordura periepididimal
foram obtidas de camundongos anestesiados com isoflurano (indugéo 3% e
manutengcao 2%). Os tecidos foram levemente triturados com tesoura sem
ponta e digeridos usando colagenase do tipo XI (125 U-cm -3), colagenase tipo
IS (450 U-cm®) e hialuronidase IV-S (60 U-cm=) em solucdo de HBSS com
calcio e magnésio (GIBCO), por 20 min a 37 ° C, sob agitacdo de 600rpm. Em
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seguida, as amostras foram filtradas em filtro de 70um (Corning, EUA) e
adicionado 25 ml de PBS, centrifugadas por 8 minutos a 400g, foi removido o
sobrenadante por inversédo e o pellet contendo leucdcitos, células endoteliais,
pre-adipocitos entre outras células, foi ressuspendido com PBS contendo 1%
de Soro Fetal Bovino (FBS), o processo foi repedido 2 vezes. Por ultimo, as
células foram ressuspendidas em 500ul de PBS contendo 1% de FBS e
destinadas a marcacao e analise por citometria de fluxo como descrito no item
3.7.3.

3.7.2.2. Baco e timo

O baco e timo foram passados através de uma peneira com 3 mL de
PBS para dispersar as células. As células foram, entdo, centrifugadas a 1500 g
por 6 minutos e o sobrenadante descartado. A lise das hemécias foi realizada
por incubacdo das células com uma solucdo hipoténica de cloreto de sédio
(0,2%), seguida de incubacdo com uma solucéo hiperténica de cloreto de sédio
(1,6%), geladas, por 30 segundos. Em seguida, as células foram centrifugadas
a 1500 g por 6 minutos e o sobrenadante descartado. O processo foi repetido

de trés a cinco vezes.

3.7.2.3. Sanqgue periférico

Amostra de sangue foi incubada com 1,5 mL da solugdo FACS Lysing
(BD) por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 g
por 6 minutos e o sobrenadante foi descartado. O processo foi repetido 5

vezes.

3.7.2.4. Medula 6ssea

A extracdo da medula dssea foi realizada através da perfusdo de 1 mL
de PBS nos orificios distal e proximal dos fémures com ajuda de seringa e
agulha de 0,80 x 25 mm. Em seguida, a suspenséo celular foi diluida em Azul
de Tripan (0,1%) e as células foram quantificadas em camara de Neubauer.
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3.7.3. Imunofenotipagem

Para a determinacdo das populacbes de células imunolégicas foram
separadas e utilizadas em torno de 10° células. As células foram incubadas
com 0,1 pg/mL de cada anticorpo, durante 20 minutos. Apés as marcacgdes
com os anticorpos (Tabela 2), as células foram ressuspendidas em PBS para
analise no citbmetro de fluxo, com deteccdo dos fluoréforos nos seguintes
canais: FITC (FL1), PE (FL2), PE/Cy7 (FL3) e APC (FL4). Para pAMPK™172 as
células foram fixadas com paraformoldeido 2% durante 20 minutos, lavadas
com glicina 0,1 M e permeabilizadas com Triton X-100 0,001% durante 15
minutos, para marcacdo da pAMPK™172 Apés lavagem com PBS, as células
foram marcadas com o0s anticorpos primarios contra a proteina descrita. O
anticorpo foi diluido na propor¢éo de 1:200 e adicionados no tubo e revelados
com o anticorpo secundario Goat anti-rabbit conjugado com Alexa Fluor 488 (4
pMg/mL) segundo a origem do anticorpo primario, sendo incubados por 40
minutos. Todos os anticorpos foram diluidos em PBS + albumina 1% + Azida
0,05%. Em todas as amostras foram colocados CD45-FTIC. A quantificacéo
das moléculas foi realizada nas popula¢des do PVAT do leito mesentérico e do
baco total. A autofluorescéncia e a marcacéo inespecifica vao ser descontadas
de uma amostra marcada com todos os anticorpos secundarios na auséncia
dos marcadores primarios. A aquisicdo dos dados no citdmetro de fluxo (com
prévia compensacdo das emissdes capturadas pelos detectores) consistiu
entre 50.000 eventos totais capturados. As células imunolégicas foram
marcadas com o0s anticorpos descritos na Tabela 2 para reconhecer

populacdes especificas.
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Tabela 2 — Anticorpos utilizados na citometria de fluxo

Populacéao Marcador Fenotipo
Leucdcitos totais CD45-FITC CD45*
Subtipos de CD3-PE, CD4-FITC, CDS8- CD3*CD4*
linfocitos T Cy7/PE CD3*CD8*
Linfocitos B CD3-APC, B220-PE CD3B220*
Macréfagos/mondcitos

Células mieldides F4/80-FITC, CD11b-PE/Cy7, (CD11b*F4/80%)

MECUIEE Clederls Mielociticas (CD11b*Gr-1%)
Macrofago M1 e CD206-FITC M1 (CD11lc* CD206)
M2 CD11c-PE M2 (CD206* CD11c)
AMPK hri72 AMPK"72Alex Fluor 488 AMPK-Alex Fluor 488*
CD45-FITC CD45*

PE: ficoeritrina; APC: aloficocianina; FITC: isotiocianato de fluoresceina; Cy: cianina.

3.8. Quantificacao de citocinas pro-inflamatérias

O PVAT e gordura periepididimal foram homogeneizados como descrito
para a técnica de Western blotting e a concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-1B) foram determinadas por kits de
ELISA, de acordo com as recomendacfes do fabricante (Merck-Millipore). A
concentragdo de citocinas foi normalizada pela concentragdo de proteinas
totais da respectiva amostra.

3.9. Western blotting

Amostras dos tecidos, assim que coletadas, foram congeladas em
nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C. Posteriormente, os tecidos mantidos a -
80 °C foram pulverizados em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo,
homogeneizados e incubados por 30 minutos com 30 puL (PVAT) ou 50 pL
(baco) ou 30 pL (gordura periepididimal) de tampé&o de lise RIPA a 4 °C. Os
extratos do PVAT e da gordura periepididimal foram, primeiramente,
centrifugados a 3.500 g, a 4 °C, por 5 minutos para separagao da gordura.
Posteriormente, os extratos teciduais foram centrifugados a 12.000 g, a 4 °C,
por 30 minutos para a remocao do material insoluvel. Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi removido e utilizado para a quantificacdo do conteudo
proteico total, utilizando-se o método BCA (acido bicincéninico, Thermo

Scientific). As amostras foram, entdo, tratadas com tampao de Laemmli
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contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM). Cinquenta pg de proteina foram aplicadas
em gel de poliacrilamida (SDS PAGE, 10%) e submetidas a eletroforese em
aparelho para mini gel (BioRad, Hercules, EUA) a 100 V. Em cada gel foi
aplicado também um marcador de peso molecular com valores estabelecidos.
A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma
membrana de PVDF, utilizando-se aparelho da BioRad por 1hora e 30 minutos
a 100 V.

As membranas de PVDF foram, entdo, incubadas com solugéo
blogueadora (albumina bovina, 3%) em temperatura ambiente por 1 hora, para
reduzir as ligacdes inespecificas dos anticorpos na membrana. Posteriormente,
as membranas foram incubadas individualmente com os anticorpos primarios
anti-IL-10 (1:1000, Novus Biologicals/ JES5-2A5), anti-TNF-a (1:500,
Chemicon/GF046), AMPK (1:1000, Cell Signaling, 2532) e pAMPKTn172
(1:2000, Cell Signaling, 41885), diluidos em solucdo bloqueadora (albumina
bovina, 3%), por 16 horas a 4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas 3
vezes de 10 minutos com solugédo TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 Mm e Tween
20 0,02%) em temperatura ambiente e incubadas com o0s anticorpos
secundarios IgG anti-Rat (1:2000, Abcam, para IL-10), anti-Hamster (1:2000,
Immuno Research, para TNF-a) e anti-rabbit (1:5000, abcam, AB6721, para
AMPK e pAMPK) conjugados com peroxidase, diluidos em solucao
bloqueadora (albumina bovina, 3%). O procedimento de lavagem foi repetido
novamente e, entdo, as membranas foram incubadas com solucdo
guimioluminescente por 5 minutos, como descrito pelo fabricante do kit (Signal
West Pico Chemiluminescent, Thermo Scientific). A quimioluminescéncia foi
detectada em um fotodocumentador (Gel Logic) e a intensidade das bandas foi
quantificada por densitometria Optica através da utilizacdo do programa ImageJ
(NIH, EUA). A densidade o6ptica foi normalizada pela densidade optica das
bandas da respectiva amostra coradas com Ponceau (Romero-Calvo et al.,

2010) e os valores expressos em unidade arbitraria (UA).
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3.10. Ensaio de transmigracao in vitro

Para avaliar a capacidade quimiotatica do PVAT e da gordura
periepididimal de células imunolégicas presentes no baco, utilizamos o sistema
de transwell, empregando membranas de policarbonato com 6,5 mm de
didmetro e poros de 8 um (Millipore). Inicialmente as células do baco foram
dissociadas como descrito no item 3.7.2.2. Aliquota da suspenséo celular
contendo 1,5 x 10° células foi acondicionada no compartimento superior da
transwell, em meio R10 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Millipore).
No compartimento inferior da transwell, foram adicionados 80~100 mg de
PVAT ou da gordura periepididimal. Como controle da técnica, em uma
transwell, apenas 0,2 mL de meio R10 foram adicionados no compartimento
inferior e, em outra transwell, amostra de PVAT foi acondicionada no
compartimento inferior, mas células do bago ndo foram acondicionadas no
compartimento superior. As placas foram incubadas por 1 hora (atmosfera
umida, 37 °C, 5% de COz) e, apos este periodo, foi coletado o sobrenadante da
parte inferior da transwell e as células migradas foram contatas em camara de
Neubauer. O ensaio foi realizado em duplicata e o nimero de células foi
normalizada pela massa do PVAT ou da gordura periepididimal adicionado no

compartimento inferior da transwell.

3.11. Determinagéo da expressdo de RNAm por PCR em tempo real

As expressdes de RNAm para adiponectina, INF-y, t-BET e IL-10, foram
realizadas por PCR em tempo real (PCR-RT) em PVAT do leito mesentérico,
gordura periepididimal e bagco de camundongos controles e obesos. O PVAT foi
dissecado de artérias obtidas de camundongos anestesiados com isoflurano
(inducdo 3% e manutencdo 2%) e rapidamente congeladas em nitrogénio

liquido e mantidas a -80 °C até o processamento.

O RNA total foi obtido para o PVAT e gordura periepididimal utilizando-
se 0 método de kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Para o baco foi utilizado o método
de Trizol (Invitrogen, EUA), seguindo as orientacdes do fabricante. A
integridade do RNA foi observada pela presenca das bandas 18S e 28S em gel

de agarose 1%. ApOs esse procedimento, 1 ug (para o baco) e 3 ug (para
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PVAT e gordura periepeididimal) do RNA total de cada amostra foram
utilizados para obtencéo da fita de cDNA utilizando SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). PCR em tempo real foi realizado
em um volume final de 12 pL contendo oligonucleotideos especificos (Tabela
3), que foram construidos a partir de informacdes retiradas do GENEBANK

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As reacoes de PCR foram realizadas e analisadas usando-se o sistema
QuantStudio™ Real-Time PCR Software ou SDS Software. A expressao de
RNAm foi quantificada utilizando-se o célculo do 222t (PFAFFL, 2001). A
normalizacdo dos resultados foi realizada pelo RNAm da GAPDH (controle
interno padronizado). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias

normalizadas pela expressédo de RNAm de GAPDH.

Tabela 3 - Especificacdo dos oligonucleotideos
Gene Sense Anti-sense

Adiponectina TTGCAAGCTCTCCTGTTCCT ATCCAACCTGCACAAGTTCC

INF-y GCGTCATTGAATCACACCTG UECBICARIELSIEGULIEle
t-BET CGCTCACTGCTCGGAACTCT TCCTGTCTCCAGCCGTTTCT
IL-10 CAGAGCCACATGCTCCTAGA TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG | TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

INF-y- interferon y; t-Bet- fator de transcricdo para diferenciacéo do perfil Th1; IL-10-
interleucina 10; GAPDH- gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

3.12. Imunofluorescéncia do bacgo

Bacos obtidos dos camundongos SV129 WT e AMPKa1-- foram fixados
com paraformaldeido (10%) durante 24 horas. Posteriormente, foram
transferidos para solucdo de tampéo fosfato (0,1 M; pH 7,4) contendo sacarose
(30%), para crioprote¢do, por um periodo de 48 horas. As amostras foram
emblocadas em gel de congelamento e cortes de 4 um foram obtidos. Os
cortes foram colocados em laminas de vidro e foram lavados com tampéao
fosfato 0,1%. Em seguida, os cortes foram incubados, a 4 °C, durante a noite

com solugdo contendo anticorpo monoclonal contra CD3 (Cell Signaling,
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1:200). Apo6s periodo de incubacdo, os cortes foram lavados com tampéo
fosfato (0,1 M; pH 7,4), triton X-100 (0,3%) e incubados durante 1 hora a
temperatura ambiente, com anticorpo secundario Goat anti-rabbit Alex Fluor
488 (ab150077, 1:500). Em seguida, foi adicionado 10ul de DAPI (SIGMA)
marcador de nucleo. Foram usados cortes sem 0 anticorpo primario como
controle negativo. As imagens foram obtidas usando o0 miscroscopio de
fluorescéncia (Axio Observer Z.1, Zeiss, Germany) com o software ZEN (Zeiss,
Germany) e foram analisadas utilizando um programa de andlise de imagens
(ImageJd, NIH, EUA).

3.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(epm). Teste t-Student ndo pareado ou analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido do teste de Bartlett para a homogeneidade das variancias e teste
de multiplas comparacfes Tukey-Kramer, foram utilizados quando necessarios.

O nivel de significancia minima aceitavel foi P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo do modelo experimental
4.1.1. Evolucao ponderal e consumo de agua, ragéo e calorias

A dieta hiperlipidica induziu maior ganho de massa corpérea nos
camundongos C57BL/6 em comparacdo com o grupo alimentado com racéo
padrdo. Nao houve diferenca do ganho de massa corpdrea entre 0S grupos
controle-SHAM e controle-SPX e entre 0s grupos obeso-sham e obeso-SPX
(Figura 2A). O consumo de ragao foi semelhante entre os grupos controle-SPX
e controle-SHAM, entretanto, os camundongos obesos induzidos pela dieta
hiperlipidica (OB-SHAM) apresentaram reducdo no consumo de racdo e a
esplenectomia (OB-SPX) nao alterou esse parametro (Figura 2B). Apesar da
diferengca na quantidade de racdo ingerida, o consumo de calorias diarias foi
semelhante entre todos os grupos experimentais (Figura 2C). A esplenectomia
(controle-SPX) nédo alterou o consumo de agua quando comparado com o
controle-SHAM, entretanto a obesidade induzida por dieta hiperlipidica (OB-
SHAM) reduziu esse consumo que nao sofreu alteracdo na auséncia do baco
(obeso-SPX) (Figura 2D).
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Figura 2 - Ganho de massa corpérea ao longo de 16 semanas. (A) e consumo médio
por semana de racdo (B), calorias (C) e agua (D) de camundongos falso-operados
(SHAM) e esplenectomizados (SPX), que receberam rac¢éo padréo (controle — CT) ou
racdo hiperlipidica (obeso, OB). No grafico A: cada ponto representa a média do
ganho de massa corpérea = EPM; * P < 0,05, CT-SHAM versus OB-SHAM, e ® P <
0,05, CT-SPX versus OB-SPX (ANOVA-duas vias); n = 15-17 animais/grupo. Nos
graficos B, C e D: as barras representam média do consumo médio/animal/semana +
EPM; * P < 0,05 versus CT-SHAM e ® P < 0,05 versus CT-SPX (ANOVA-duas vias); n
= 8 caixas/grupo.
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4.1.2. indice de Lee, massa dos depdsitos de gordura e massa magra

A dieta hiperlipidica (OB-SHAM) aumentou o indice de Lee (Figura 3A) e
a massa das gorduras periepididimal (Figura 3B) e retroperitonial (Figura 3C)
em relagdo ao grupo CT-SHAM, sendo que a remogéo do bacgo nado alterou
nenhum desses parametros nos grupos CT e OB. O peso do musculo

gastrocnémio foi semelhante entre os grupos experimentais (Figura 3D).
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Figura 3 - indice de Lee {[peso corporal*3(g)/comprimento naso-anal (cm)] x 100} (A),
massa relativa dos depésitos de gorduras: (B) periepididimal e (C) retroperitoneal e
(D) do masculo gastrocnémio de camundongos falso-operados (SHAM) e
esplenectomizados (SPX), que receberam racdo padréo (controle, CT) ou racdo
hiperlipidica (obeso, OB) durante 16 semanas. As barras representam média + EPM.
ANOVA-duas vias: * P < 0,05 versus CT-SHAM; ® P < 0,05 versus CT-SPX. n = 31/34
animais/grupo.
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4.1.3 Glicemia e insulinemia

A dieta hiperlipidica promoveu aumento da concentracdo seérica de
glicose em camundongos sham em relacdo aos camundongos controles SHAM
(Figura 4A). A esplenectomia ndao modificou a glicemia em camundongos
controles, mas reduziu a glicemia em camundongos alimentados com racéo
hiperlipidica (Figura 4A).

Camundongos do grupo obeso-SHAM apresentaram aumento na
concentracdo sérica de insulina quando comparados com camundongos do
grupo controle-SHAM. A esplenectomia ndo modificou a concentracdo sérica
de insulina em camundongos controles. Entretanto, a concentracdo sérica de
insulina foi aumentada no grupo obeso-SPX em relacdo ao grupo obeso-SHAM
(Figura 4B).
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Figura 4 — Dosagem sérica de glicose e insulina. Glicemia (A) e insulinemia (B) de
camundongos falso-operados (SHAM) e esplenectomizados (SPX), que receberam
ragdo padréo (controle, CT) ou racao hiperlipidica (obeso, OB) durante 16 semanas.
As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: * P < 0,05 versus CT-SHAM;
$ P < 0,05 versus CT-SPX; # P < 0,05 versus OB-SHAM. N = 8-11 animais/grupo.



4.2 Efeitos da dieta hiperlipidica no baco
4.2.1. Morfologia

Camundongos obesos apresentaram aumento no numero de polpa
branca em relacdo aos camundongos do grupo controle (Figura 5). O peso
(Figura 5D) e o comprimento (Figura 5E) do baco de camundongos obesos foi

reduzido em relacdo aos os camundongos controles.
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Figura 5 — Analise morfolégica do baco. Imagens representativas de cortes
histolégicos de bago corados com hematoxilina e eosina de camundongos que
receberam ragdo padrdo (controle, CT; A) ou racdo hiperlipidica (obeso, OB; B). As
setas indicam polpas brancas. Quantificacdo do numero de polpa branca (C). Peso (D)
e comprimento (E) do bago. As barras representam média £+ EPM. Teste t-Student: * P
< 0,05 versus CT. n =5 animais/grupo.
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4.2.2. Imunofenotipagem das células imunoldgicas

O numero de células imunoldgicas no baco dos camundongos obesos
foi reduzido em comparacdo ao de camundongos do grupo controle (Figura
6A). A populagédo de linfécitos T CD4* (Figura 6B), linfécitos T CD8* (Figura
6C), linfécitos B (B220+) (Figura 6D) e macrofagos residentes (CD11b*F4/80%)
(Figura 6E) foi semelhante entre 0s grupos experimentais. Porém, a populacao
de células mielociticas (CD11b*Gr-1*) foi reduzida no baco de camundongos

obesos (Figura 6F).
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Figura 6 - Imunofenotipagem de células isoladas do bagco. Camundongos que foram
alimentados com dieta padrdo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16
semanas. Numero de células totais (A), porcentagem de células das populacdes: (B)
CD4* (subtipo de linfécito T), (C) CD8* (subtipo de linfécito T), (D) B220* (linfécitos B),
(E) Mac-1'F4/80" (macréfago/mondcito), (F) Mac-1*Gr-1* (células mielociticas). As
barras representam média + EPM. Teste t-Student: * P < 0,05 versus CT. n= 10-13
animais/grupo.
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4.2.3. Avaliagdo do conteudo de citocinas

No grupo obeso, o conteudo de TNF-a (Figura 7A e B) apresentou-se
aumentado e de IL-10 (Figura 7A e C) diminuido quando comparados com o do

grupo controle.
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Figura 7- Avaliagdo do perfil inflamatério. Conteddo das citocinas TNF-a. e IL-10 no
baco de camundongos que foram alimentados com ragdo padrdo (controle, CT) ou
racdo hiperlipidica (obeso, OB) durante 16 semanas. Imagens representativas dos
imunoblottings e da respectiva membrana corada com Ponceau (A). Densidade 6ptica
referente as bandas de TNF-a (B) e IL-10 (C) normalizada pela densidade Optica das
bandas coradas com Ponceau. As barras representam média + EPM. Teste t-Student:
* P < 0,05 versus CT. n= 4-7 animais/grupo.
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4.3. Efeitos da dieta hiperlipidica e da esplenectomia no PVAT do leito

mesentérico
4.3.1. Morfologia

A massa total do PVAT foi aumentada no grupo obeso-SHAM em
comparagcdo com ambos 0s grupos controles e a esplenectomia (obeso-SPX)
nao alterou esse parametro (Figura 8E). Avaliando a hipertrofia dos adipdcitos,
0s grupos controle-SHAM, controle-SPX e obeso-SHAM apresentaram area do
adipdcito semelhante, entretanto a esplencetomia no grupo obeso (obeso-SPX)
aumentou esse parametro (Figura 8F).
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Figura 8- Analise morfolégica do PVAT do leito mesentérico. Imagens representativas
de cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina do tecido adiposo
perivascular (PVAT) de camundongos falso-operados (SHAM) e esplenectomizados
(SPX), que receberam racao padrdo (controle, CT) ou ragao hiperlipidica (obeso, OB).
A: CT-SHAM. B: CT-SPX; C: OB-SHAM; D: OB-SPX. Massa relativa (E) e area (F) do
PVAT do leito mesentérico. As barras representam média £ EPM. ANOVA-duas vias: *
P < 0,05 versus CT-SHAM; ® P < 0,05 versus CT-SPX; # P < 0,05 versus OB-SHAM.
n=5-10 animais/grupo.
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4.3.2. Imunofenotipagem das células imunologicas

A populacdo de leucocitos totais (CD45*) foi semelhante nos
camundongos do grupo controle-SHAM e controle-SPX, o mesmo foi
observado nos camundongos obeso-SHAM. Contudo, camundongos do grupo
obeso-SPX apresentaram um aumento na populacdo de leucécitos, marcados

com CD45*, com relacdo aos demais grupos (Figura 9A).

A populacdo de linfécitos T (CD4*) no PVAT foi semelhante entre os
grupos estudados (Figura 9B). Os linfécitos T (CD8*) foram semelhantes entre
0S grupos controle-SHAM, controle-SPX e obeso-SHAM, mas foram reduzidos
em camundongos do grupo obeso-SPX (Figura 9C). Os linfocitos B (B220") no
PVAT de camundongos do controle-SPX foram reduzidos em comparagcdo aos
do grupo controle-SHAM. Camundongos do grupo obeso-SHAM também
apresentaram uma reducdo na populacédo de linfécitos B (B220*) com relacao
aos grupos controles. O grupo obeso-SPX ndo apresentou diferenca em
comparacao aos grupos estudados (Figura 9D). Os macrofagos/mondcitos
(CD11b*F4/80%) foram semelhantes nos grupos controle-SHAM, controle-SPX

e obeso-SHAM, porém foram aumentados no grupo obeso-SPX (Figura 9E).
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Figura 9 - Imunofenotipagem de células do PVAT do leito mesentérico. Camundongos
falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com dieta
padrdo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16 semanas. Dot plot
representativos: (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4) OB-SPX.
Porcentagem de células das populacfes: (A) CD45* (leucécitos totais), (B) CD4*
(subtipo de linfécito T), (C) CD8* (subtipo de linfocito T), (D) B220* (linfocitos B), (E)
CD11b*F4/80* (macréfagos originados do sangue periférico). As barras representam
média £+ EPM. ANOVA-duas vias: * P < 0,05 versus CT-SHAM, # P < 0,05 versus OB-
SHAM, ®P< 0,05 versus CT-SPX. n= 10-13 animais/grupo.
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As subpopulacdes de macrofagos M2 (F4/80*/CD206*) (Figura 10A) e
M1 (F4/80*/CD11c*) (Figura 10B e C) foram semelhantes nos grupos controle-
SHAM e controle-SPX. Macrofagos M2 (F4/80*/CD206%), mas nao macréfagos
M1 (F4/80*/CD11c*), foram reduzidos no PVAT de camundongos do grupo
obeso-SHAM em relacdo aos do grupo controle-SHAM (Figura 10). A
subpopulacdo de macrofagos M2 (F4/80*/CD206*) foi reduzida e a de
macrofagos M1 (F4/80*/CD11c*) foi aumentada no PVAT do grupo obeso-SPX

com relacdo ao grupo controle-SPX (Figura 10A e B).
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Figura 10— Avaliacdo da populacdo de macrofagos M1 e M2 no PVAT do leito
mesentérico. Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que
foram alimentados com dieta padrdo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16
semanas. Dot plot representativos: (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4) OB-
SPX. Porcentagem de células das populac¢des: (A) CD206* (macréfagos com fenotipo
M2- anti-inflamatorio) e (B) CD11c* (macréfagos com fenétipo M1-pré-inflamatério). As
barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: # P < 0,05 versus Grupo-SHAM,
$P< 0,05 versus CT-SPX. n= 5 animais/grupo.
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4.3.3. Avaliagdo do conteudo de citocinas

A concentragdo das citocinas pro-inflamatoérias IL-6 (Figura 11A), TNF-a
(Figura 11B) e INF-y (Figura 11C) no PVAT foi reduzida no grupo obeso-SHAM
com relacdo ao grupo controle-SHAM, mas a concentracdo da IL-1B nao foi
diferente entre os dois grupos (Figura 11D). O PVAT dos camundongos do
grupo controle-SPX apresentou reduzida concentracdo das citocinas IL-6
(Figura 11A) e TNF-a (Figura 11B) em relacdo aos do grupo controle-SHAM,
mas a concentracao de INF-y (Figura 11C) e IL-1p (Figura 11D) foi semelhante
entre os dois grupos. A concentracao de IL-6 (Figura 11A), TNF-a (Figura 11B),
INF-y (Figura 11C) e IL-1B (Figura 11D) foi aumentada no grupo obeso-SPX

com relagéo aos grupos controle-SPX e obeso-SHAM.

O conteudo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no PVAT de camundongos
dos grupos obeso-SHAM e obeso-SPX foi aumentado com relacdo aos grupos
controles e foi semelhante entre os grupos controle-SHAM e controle-SPX
(Figura 11E).
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Figura 11 — Avaliagdo do conteudo de citocinas no PVAT do leito mesentérico. IL-6
(A), TNF-a (B), INF-y (C) e IL-1B (D), determinado por método de ELISA, e de IL-10
(E), determinado por Western Blloting, de camundongos falso-operados (SHAM) e
esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com racdo padrdo (CT-controle) ou
racdo hiperlipidica (OB-obeso). Imagens representativas do imunoblotting e da
respectiva membrana corada com Ponceau: (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM
e (4) OB-SPX. As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: * P < 0,05
versus CT-SHAM, ® P <0,05 versus CT-SPX, # P <0,05 versus OB-SHAM. n= 5-7

animais/ grupo.
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4.4. Quimiotaxia induzida pelo PVAT do leito mesentérico

A obesidade provoca a infiltracdo de células do sistema imunoldgico
para o tecido adiposo, gerando uma cascata inflamatéria. Nesse sentindo,
avaliamos a mobilizacdo das células do baco para o PVAT utilizando sistema
de transwell. O ndmero de leucdcitos migrados para o PVAT do grupo controle-
SHAM foi maior do que o numero de leucécitos migrados para o compartimento
controle que continha apenas meio ou PVAT (Figura 12). A migracdo dos
leucécitos do baco para o PVAT do grupo obeso-SHAM e do grupo obeso-SPX
foi reduzida em comparacéo ao do grupo controle-SHAM, nao sendo diferente
da migracdo observada na transwell controle que continha apenas meio ou
PVAT (Figura 12).
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Figura 12- Migracdo dos leucécitos do baco para o tecido adiposo perivascular
(PVAT) do Ileito mesentérico. Camundongos falso-operados (SHAM) e
esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com racdo padrdo (CT-controle) ou
hiperlipidica (OB-obeso), avaliada em sistema de transwell. Como controles da
técnica, no compartimento inferior de uma transwell foi acondicionado apenas meio
(Meio) e, em outra transwell, células do baco ndo foram acondicionadas no
compartimento superior (PVAT). As barras representam média + EPM de leucdcitos
presentes no compartimento inferior normalizados pela massa do PVAT. ANOVA-duas
vias: * P < 0,05 versus CT-SHAM; ¢ P < 0,05 versus Meio ou PVAT. N = 4-5
animais/grupo.
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4.5. Expressao da AMPK
4.5.1. Baco

Nés observamos que expressao da proteina AMPK total (Figura 13A e
C) e fosforilada no residuo treonina 172 (Figura 13B e C) ndo foram diferentes
entre grupo obeso e grupo controle. Avaliamos a fosfo-AMPK nos leucécitos
totais (CD45%) do baco e ndo observamos diferencas na expressao entre 0s
grupos estudados (Figura 13D).
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Figura 13 — Analise da expresséao proteica de AMPK total (A) e fosforilada no residuo
treonina 172 (B, pAMPK T™172) no bago. Determinada por Western blot, de
camundongosque que foram alimentados com ragdo padrdo (CT-controle) ou ragdo
hiperlipidica (OB-obeso). (C) Imagens representativas dos imunoblottings para AMPK
total e fosforilada e B-actina. Expressdo da pAMPK em leucdcitos (D) e imagem
representativa do pico de expressdo de pAMPK (E). As barras representam média *
EPM. Teste t-Student: * P < 0,05 versus CT. n= 4 animais/grupo.
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4.5.2. PVAT do leito mesentérico

No PVAT do leito mesentérico, a expressdao da AMPK total foi similar
entre os grupos estudados (Figura 14A e C). A expressao da AMPK fosforilada
no residuo treonina 172 foi semelhante entre os grupos controle-SHAM,
controle-SPX e obeso-SHAM, mas foi reduzida no grupo obeso-SPX em
relacdo aos grupos controle-SPX e obeso-SHAM (Figura 14B e C). A fosfo-
AMPK expressa nos leucécitos totais (CD45%), do PVAT do leito mesentérico,

nao foi diferente entre os grupos estudados (Figura 14D).
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Figura 14 — Andlise da expresséao proteica de AMPK total (A) e fosforilada no residuo
treonina 172 (B, pAMPK ™172) no PVAT do leito mesentérico. Determinada por
Western blot, de camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX),
gue foram alimentados com racdo padrdo (CT-controle) ou racao hiperlipidica (OB-
obeso). Imagens representativas dos imunoblottings e das respectivas membranas
coradas com Ponceau (C): (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4) OB-SPX.
Anadlise da média geométrica da fosfo-AMPK dos leucécitos (CD45+) derivados do
PVAT do leito mesentérico (D) e imagem representativa do pico de expressédo de
PAMPK (E). As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: * P <0,05
versus CT-SPX, #P <0,05 versus OB-SHAM. n= 4 animais/ grupo.
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4.6. Expressdo do RNAm da adiponectina no PVAT do leito mesentérico

Avaliamos a expressdo do RNAmM da adiponectina no PVAT do leito
mesentérico. Os grupos controle-SHAM, controle-SPX e obeso-SHAM
apresentaram semelhante expressdo de RNAm da adiponectina (Figura 15).
Contudo, a expressdao do RNAm da adiponectina foi aumentada no grupo

obeso-SPX com relacédo aos grupos controle-SPX e obeso-SHAM (Figura 15).
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Figura 15 — Andlise da expressdo de RNAmM da adiponectina no PVAT do leito
mesentérico. Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que
foram alimentados com racéo padrdo (CT-controle) ou racao hiperlipidica (OB-obeso),
normalizada pelo controle interno GAPDH. As barras representam média + EPM.
ANOVA-duas vias: ® P <0,05 versus CT-SPX, # P <0,05 versus grupo OB-SHAM. n= 4
animais/ grupo.
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4.7. AMPK-KO

Avaliamos o bago dos camundongos AMPKa17 (KO) e selvagem (WT),
alimentados com dieta padrdo ou hiperlipidica, por 12 semanas. As citocinas
pré-inflamatérias INF-y e t-BET foram similares nos grupos controle-WT e
controle-KO. A dieta hiperlipidica aumentou a expressao das citocinas INF-y e
t-BET no grupo obeso-WT com relagdo aos grupos controle-WT e controle-KO,
mas esse aumento ndo foi observado no grupo obeso-KO (Figura 16A e B). A
citocina anti-inflamatoria IL-10 foi reduzida nos grupos controle-KO, obeso-WT
e obeso-KO em relagédo ao grupo controle-WT (Figura 16C). A populacao de
linfocitos T (CD3*) foi semelhante nos grupos controle-WT e controle-KO. A
dieta hiperlipidica aumentou a populacdo de linfécitos T no grupo obeso-WT
em relacdo ao grupo controle-WT, mas esse aumento ndo foi observado no

grupo obeso-KO (Figura 16D e E).
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Figura 16— Analise da expressdao de RNAm relativa do (A) INF-y, (B) t-Bet e (C) IL-10,
normalizadas pelo controle endégeno GAPDH, (D) cortes de bagco marcados com
anticorpo anti-CD3 e (E) analise quantitativa da populacdo de CD3 no baco de
camundongos selvagens (WT) e deficiéntes para AMPKa1 (KO). Camundongos que
foram alimentados com rag&o padrdo (CT-controle) ou racéo hiperlipidica (OB-obeso),
durante 12 semanas. As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: * P
<0,05 versus CT-WT, $P <0,05 versus CT-KO, &P <0,05 versus OB-WT. n= 4 animais/

grupo.
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4.8. Efeito da dieta hiperlipidica e da esplenectomia no tecido adiposo

periepididimal
4.8.1. Morfologia

A massa total do depoésito de gordura periepididimal foi aumentada nos
grupos OB-SHAM e OB-SPX (Figua 17D). Avaliando a hipertrofia dos
adipdcitos, o grupo obeso-SHAM apresentou aumento na area do adipocito em
relacdo ao grupo controle-SHAM e o grupo obeso-SPX apresentou maior area

do adipdcito do que o obeso-SHAM (Figura 17E).
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Figura 17 - Andlise morfolégica do tecido adiposo periepididimal. Imagens

representativas de cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina da gordura
periepididimal de camundongos falso-operados (SHAM) e esplenectomizados (SPX),
gue receberam racao padrao (controle, CT) ou racédo hiperlipidica (obeso, OB). A: CT-
SHAM. B: OB-SHAM; C: OB-SPX. Massa relativa (D) e area dos adipdcitos (E) do
tecido adiposo periepididimal. As barras representam média + EPM. ANOVA-uma via:
* P < 0,05 versus CT-SHAM; # P < 0,05 versus OB-SHAM. n= 4-5 animais/grupo.
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4.8.2. Imunofenotipagem de células imunoldgicas

A populacdo de leucocitos totais (CD45*) foi semelhante nos
camundongos controle-SHAM e controle-SPX, porém os grupos obeso-SHAM
e obeso-SPX apresentaram aumento na populacao de leucdcitos com relagédo
aos demais grupos (Figura 18A).

A populacdo de linfocitos T (CD4*) e linfécitos T (CD8*) foram
semelhantes entre os grupos estudados (Figura 18B e C). A populacdo de
linfécitos B (B220%) foi semelhante entre os grupos controle-SHAM e controle-
SPX. Porém, os grupos obeso-SHAM e obeso-SPX apresentaram reducdo na
populacdo de linfécitos B (B220*) com relacdo aos grupos controles (Figura
18D).
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Figura 18 - Imunofenotipagem de células do depésito do tecido adiposo
periepididimal. Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que
foram alimentados com dieta padréo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16
semanas. Dot plots representativos: (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4)
OB-SPX. Porcentagem de células das populagfes: (A) CD45* (leucécitos totais), (B)
CD4" (subtipo de linfocito T), (C) CD8* (subtipo de linfécito T) e (D) B220* (linfécitos
B). As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: * P < 0,05 versus CT-
SHAM, # P < 0,05 versus OB-SHAM, P < 0,05 versus CT-SPX. n= 10-13
animais/grupo.
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As subpopula¢bes de macréfagos M2 (CD206%) e M1 (CD11c*) foram
semelhantes nos grupos controle-SHAM e controle-SPX (Figura 19). A
populacdo M2 na gordura periepididimal de camundongos nao foi diferente
entre os grupos controle-SHAM e obeso-SHAM, mas foi reduzido no grupo
obeso-SPX em relacdo ao controle-SPX (Figura 19A). Os grupos obeso-SHAM
e obeso-SPX apresentaram aumentada populacdo de macréfagos M1

(CD11c*) na gordura epididimal em relacé&o aos grupos controles (Figura 19B).
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Figura 19— Avaliacdo da populagdo de macrofagos M1 e M2 no tecido adiposo
periepididimal. Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que
foram alimentados com dieta padréo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16
semanas. Dot plots representativos: (1) CT-SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4)
OB-SPX. Porcentagem de células das populagbes: (A) CD206* (macrofagos com
fendtipo M2- anti-inflamatério) e (B) CD11c* (macréfagos com fenétipo M1-pré-
inflamatério). As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias: " P < 0,05
versus CT-SHAM, ®P< 0,05 versus CT-SPX. n= 5 animais/grupo.
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4.8.3. Conteudo de citocinas
A concentracdo da citocina proé-inflamatéria  TNF-a na gordura
periepididimal ndo foi diferente entre os grupos estudados (Figura 20A). A

concentracdo das citocnias IL-13 (Figura 20B) e IL-6 (Figura 20C) foi
semelhante entre os grupos obeso-SHAM e controle-SHAM, mas foi

aumentada no grupo obeso-SPX.
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Figura 20 - Avaliacdo do contetdo de citocinas no tecido adiposo periepididimal. TNF-
a (A), IL-1B (B) e IL-6 (C) de camundongos falso-operados (SHAM) e
esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com racdo padrdo (CT-controle) ou
racao hiperlipidica (OB-obeso), determinado por ELISA. As barras representam média
+ EPM. ANOVA-uma via: # P < 0,05 versus OB-sham. n= 5-8 animais/ grupo.
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4.9. Quimiotaxia induzida pela gordura periepididimal

Avaliamos a mobilizacéo das células do baco para o depdsito de gordura
periepididimal utilizando sistema de transwell. O nimero de leucdcitos do baco
migrados para o deposito de gordura periepididimal dos grupos obeso-SHAM e
obeso-SPX foi menor do que do grupo controle-SHAM (Figura 21).
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Figura 21- Migracao dos leucdcitos do bago para o depdsito de gordura periepididimal.
Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram
alimentados com ragéo padrédo (CT-controle) ou hiperlipidica (OB-obeso), avaliada em
sistema de transwell. As barras representam média £+ EPM de leucécitos presentes no
compartimento inferior normalizados pela massa do depdsito de gordura
periepididimal. ANOVA-duas vias: * P < 0,05 versus CT-SHAM. n= 5 animais/grupo.
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4.10 Expressao da AMPK no tecido adiposo periepididimal

N&o houve diferenca na expressao proteica da AMPK total entre os
grupos estudados (Figura 22A e B). Da mesma forma, todos 0s grupos
apresentaram semelhante expressao da AMPK fosforilada em residuo treonina
172 (Figura 22C).
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Figura 22 — Andlise da expresséao proteica de AMPK total (B) e fosforilada no residuo
treonina 172 (C, pAMPK ™172) no tecido adiposo periepididimal. Camundongos falso-
operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com racédo
padrao (CT-controle) ou racéo hiperlipidica (OB-obeso). (A) Imagens representativas
dos imunoblottings e das respectivas membranas coradas com Ponceau: (1) CT-
SHAM, (2) CT-SPX, (3) OB-SHAM e (4) OB-SPX.. As barras representam média *
EPM. ANOVA-duas vias. n= 7-8 animais/ grupo.
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4.11. Expressao da adiponectina no depdésito de gordura periepididimal

Os grupos controle-SHAM e controle-SPX apresentaram semelhante
expressdo de RNAm da adiponectina (Figura 23). Entretanto, a expressao do
RNAm da adiponectina no depdsito de gordura periepididimal foi reduzida nos
grupos obeso-SHAM e obeso-SPX com relacdo aos grupos controles (Figura
23).
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Figura 23 — Analise relativa da expressdo do RNAm da adiponectina no tecido
adiposo periepididima. Camundongos falso-operados (SHAM) e esplenctomizados
(SPX), que foram alimentados com ragéo padrdo (CT-controle) ou ragéo hiperlipidica
(OB-obeso), normalizada pelo controle enddégeno GAPDH. As barras representam
média + EPM. ANOVA-duas vias: * P <0,05 versus CT-SPX, * P <0,05 versus grupo
SHAM. n= 4 animais/ grupo.
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4.12. Imunofenotipagem de células imunolégicas do sangue periférico

O numero de leucocitos circulantes foi semelhante nos grupos controle-
SHAM, controle-SPX e obeso-SHAM, mas foi aumentado no grupo obeso-SPX
(Figura 24A). A populacao de linfocitos T (CD4%) e linfocitos T (CD8*) foram
semelhantes nos grupos estudados (Figura 24 B e C). A populacao de linfécitos
B (B220*) foi semelhante nos grupos controle-SHAM, controle-SPX e obeso-
SHAM, porém foi reduzida no grupo obeso-SPX (Figura 24D). A populacao de
mondcitos/macrofagos (CD11b*/F4/80*) nao foi diferente entre os grupos
obeso-SHAM e controle-SHAM, mas foi aumentada no grupo obeso-SPX
(Figura 24E).
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Figura 24 - Imunofenotipagem de células do sangue. Camundongos falso-operados
(SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com dieta padréo
(controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16 semanas. (A) leucdcitos totais.
Porcentagem de células das populagfes: (B) CD4* (subtipo de linfocito T), (C) CD8*
(subtipo de linfécito T), (D) B220* (linfécitos B) e (E) CD11b*/F4/80*
(monécitos/macréfagos). As barras representam média + EPM. ANOVA-duas vias
ou uma via: * P < 0,05 versus CT-SHAM, ®P< 0,05 versus CT-SPX e *P < 0,05 versus
OB-SHAM. n= 10-13 animais/grupo.
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4.13. Imunofenotipagem de células imunolégicas da medula 6ssea

O numero de leucécitos totais na medula 6ssea néo foi diferente entre
0S grupos controle-sham, OB-SHAM e OB-SPX (Figura 24A). A populacéo de
células mielociticas (CD11b* f4/80*Gr-1*) foi semelhante entre o grupo obeso-
SHAM e controle-SHAM, mas foi aumentada no grupo obeso-SPX (Figura
25B).
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Figura 25- Imunofenotipagem de células isoladas da medula 6ssea. Camundongos
falso-operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com dieta
padrdao (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16 semanas. (A) leucdcitos
totais. Porcentagem de células das populacdes: (B) CD11b*Gr-1* F4/80* (células
mielociticas). As barras representam média + EPM. ANOVA-uma via: #* P < 0,05 versus
OB-SHAM. n= 10-13 animais/grupo.
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4.14. Imunofenotipagem de células imunoldgicas do timo

O numero de leucécitos totais do timo nao foi diferente entre os grupos
controle-sham, obeso-sham e obeso-SPX (Figura 25A). As populacdes de
linfécitos T (CD4*) (Figura 26B) e linfocitos T (CD8*) (Figura 26C) no timo néo
foram diferentes entre os grupos avaliados.
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Figura 26 - Imunofenotipagem de células isoladas do timo. Camundongos falso-
operados (SHAM) e esplenctomizados (SPX), que foram alimentados com dieta
padrdo (controle, CT) ou hiperlipidica (obeso, OB) por 16 semanas. Numero de
leucocitos totais (A), porcentagem de células das populacdes: (B) CD4" (subtipo de
linfécito T) e (C) CD8* (subtipo de linfcito T). As barras representam média + EPM. n=
10-13 animais/grupo.
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5. DISCUSSAO

A obesidade € um risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2,
resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares entre outras doencas.
Portanto, muitos modelos de obesidade, induzidos por dieta ou genéticos, sao
utilizados para estudar o mecanismo pelo qual essa doenca leva ao
desenvolvimento das comorbidades associadas (CAMPFIELD et al., 1995; LIN
et al., 2000; de SOUZA et al., 2005; GALLOU-KABANI et al., 2007; OKADA et
al., 2010; KOBAYASI et al., 2010; FITZGIBBONS et al., 2011). Em nosso
estudo optamos pelo modelo induzido por dieta rica em gordura, pois € um dos
principais modelos aplicados para entender a correlagcdo entre as dietas
ocidentais e o consumo de alto teor lipidico com o desenvolvimento da
obesidade e as alteracdes associadas, como a inflamacéo cronica de baixo
grau (WANG e LIAO, 2012).

O consumo de dieta hiperlipidica foi menor que o consumo de dieta
padrdo, indicando que a dieta utilizada no presente estudo ndo promove
hiperfagia. Sabe-se que o consumo desse tipo de dieta aumenta a captacéo
enérgica (LIN et al., 2000); de fato, a eficiéncia enérgica da dieta utilizada no
presente estudo foi maior quando comparada a da racdo padrdo, sendo
comprovada pelo aumento da massa relativa dos depoésitos de gorduras
viscerais, periepididimal e retroperitoneal. Dessa forma, como foi demonstrado
anteriormente pelo nosso grupo (INADA, 2016; de SOARES et al., 2017), a
dieta hiperlipidica por 16 semanas induziu a obesidade em camundongos
C57BL/6. O fato de a esplenectomia ndo ter alterado os parametros que
caracterizam a obesidade sugere que o baco nao altera a captacéo e o gasto

energético, além de nao participar no aumento da adiposidade.

Em nosso estudo, evidenciamos que a esplenectomia reduziu a glicemia
e aumentou a insulinemia em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica por 16 semanas, o que ndo foi observado nos camundongos
controles, indicando que o baco atua no controle glicémico da obesidade.
Diferentemente do observado no presente estudo, em ratos com obesidade
hipotalamica induzida por inje¢des de glutamato monossédico, a esplenectomia

aumentou a glicemia, por reduzir a funcdo enddcrina do pancreas, (LEITE et
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al., 2015) e a sensibilidade a insulina (LAN et al., 2014). Por outro lado, Gotoh
e colaboradores ndo observaram diferencas na concentracdo sérica de glicose
e insulina entre os camundongos SHAM e esplenectomizados alimentados com
racdo hiperlipidica por 8 semanas (GOTOH et al., 2012(a)). Esses resultados
mostram que a participacdo do bago na homeostasia glicémica depende da

espécie, do modelo e do tempo de obesidade.

Além de atuar como local de hematopoese extra-medular, o baco é um
orgédo linfoide com um importante papel na resposta imunoldgica inata e
adaptativa, onde ha maturagcéo de células imunologicas, como linfocitos T e B,
e producéao de anticorpos (SAKATA et al., 2018). A polpa branca desse 6rgao &
organizada em bainha perivascular de linfécitos T, circundada por foliculo de
linfécito B e uma zona marginal, que faz interface com a polpa vermelha,
constituida por linfécitos B e macrofagos (TARANTINO et al.,, 2011). Neste
trabalho, foi observado que os camundongos obesos apresentaram reducao do
tamanho do baco e aumento do nimero de polpas brancas. Apesar do nimero
elevado de polpas brancas, os leucdcitos totais estavam reduzidos no 6rgao
dos camundongos obesos, o que pode estar relacionado a atrofia do baco.

A populacdo de células mielociticas imaturas no baco, onde se
diferenciam em granul6citos ou mondcitos, aumenta de maneira transitéria na
vigéncia de uma infeccdo (RASMUSSEN et al.,, 2012). Verificamos que,
associado ao numero reduzido de leucdcitos totais, essa populacdo foi
reduzida no 6rgédo de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica por 16
semanas. De forma distinta ao que foi observado no presente estudo, a
populacdo de células mielociticas imaturas no baco de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica por 20 semanas nédo foi diferente a de
camundongos controles (PINDJAKOVA et al.,, 2017). Em conjunto, esses
resultados indicam que a demanda de células mielociticas varia ao longo de

uma dieta hiperlipidica.

Os linfocitos B maturados no bacgo, além de serem essenciais para a
producdo de anticorpos, sintetizam a citocina anti-inflamatoria [L-10,
responsavel pela manutencdo de um ambiente anti-inflamatoério (Morita et al.,
2001); nesse sentido, a deficiéncia de IL-10 derivada desse 6rgao poderia

explicar a inflamacdo observada na obesidade, pois 0 consumo de racao
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hiperlipidica por oito semanas promoveu estresse oxidativo e reduziu 0 nimero
de linfécitos B no 6rgéo, prejudicando a sintese da IL-10 (MARTIN et al., 2000;
GOTOH et al.,, 2012(b); GOTOH et al., 2012(c)). No presente estudo, néo
observamos diferencas no numero de linfocitos B, porém a dieta hiperlipidica
reduziu o contetdo de IL-10 e aumentou o de TNF-a no baco.

A obesidade esta associada a hipertrofia dos adipdcitos, decorrente do
acumulo de lipideos, e secrecdo anormal de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, promovendo um quadro de inflamag&o cronica de baixo grau no
tecido adiposo branco (PRIEUR et al., 2011; WU et al., 2014; WU et al., 2016).
Corroborando diversos estudos, observamos o aumento da massa e a
hipertrofia dos adipécitos do depdsito periepididimal de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. Contudo, os depdésitos ndo respondem da
mesma maneira a dieta hiperlipidica, pois, apesar da massa relativa do PVAT
do leito mesentérico ter sido aumentada em camundongos obesos, ndo houve
hipertrofia dos adipdcitos nesse tecido. Por outro lado, o bagco modula a
resposta hipertrofica dos adipécitos em ambos os depdsitos, visto que a
esplenectomia aumentou o tamanho do adipécito no PVAT e exacerbou a

hipertrofia no depdsito periepididimal.

A expansdo do tecido adiposo, caracterizada pela hipertrofia dos
adipdcitos, ativa uma cadeia de respostas com a liberacdo de mediadores
quimiotaxicos (como MCP-1) e citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6),
levando ao recrutamento e ativacdo de diferentes tipos de células
imunoldgicas, como macrofagos e linfécitos T e B, para o tecido que culmina
em inflamacao cronica de baixo grau e diminuicdo da sensibilidade a insulina
(TROTTIER et al., 2009; FUJISAKA et al., 2009).

Gotoh e colaboradores apontaram que a IL-10 sintetizada por células B
maturadas no bago promove um efeito protetor contra inflamacdo no tecido
adiposo periepididimal induzida por obesidade (GOTOH et al.,, 2012). O
depdsito visceral apresenta infiltrado de linfocitos B diferenciados provenientes
do baco. Wu e colaboradores demonstraram que, no inicio da dieta
hiperlipidica, h4 mobilizacdo de células B produtoras de IL-10 do baco para o
deposito periepididimal, porém, o 6rgdo perde a capacidade de maturacéo e

mobilizacdo das ceélulas B com uso prolongado da dieta hiperlipidica,



74

promovendo reducdo das células B no proprio 6rgdo e no depdsito visceral
(WU et al., 2014). Mesmo com as diferencas morfologicas observadas entre o
PVAT e o deposito periepididimal, linfécitos B foram reduzidos em ambos 0s
tecidos de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas.
Nossos resultados ndo nos permitem confirmar a origem das células B
infiltradas, mas houve reducdo dessas células no PVAT de animais
esplenectomizados controles e obesos, sem efeito somatério da dieta. Por
outro lado, o baco parece ndo contribuir para a infiltracdo das células B no
deposito periepididimal, uma vez que a auséncia do 6rgdo ndo modificou estas
células em camundongos controles. O efeito da dieta hiperlipidica em reduzir
as células B no PVAT e depoésito periepididimal ndo parece estar relacionado a
um comprometimento em sua producdo, pois a dieta ndo modificou a

populacdo dessas células no baco.

Linfécitos T CD8+ e CD4+ atuam de maneira cooperativa e regulam a
resposta inflamatéria. Camundongos submetidos a dieta rica em gordura por 3
semanas apresentaram aumento da subpopulacdo de linfécitos T CD8+ no
tecido adiposo periepididimal (Adler et al., 2014). A delecdo das células T
CD8+ nos camundongos obesos promoveu aumento na infiltracdo de
macrofagos no depdésito visceral (NISHIMUA et al., 2009). Em nosso estudo, a
dieta hiperlipidica por 16 semanas ndo modificou o nimero de linfocitos T
CD4+ e CD8+ no PVAT do leito mesentérico e no depdsito visceral, tampouco
modificou o numero dessas células nos locais de producdo e maturacao (baco
e timo); no entanto, a esplenectomia reduziu os linfécitos T CD8+ no PVAT do

leito mesentérico de camundongos obesos.

O tecido adiposo visceral apresenta infiltrado de macréfagos residentes,
responsaveis pela homeostase tecidual (LUMENG et al., 2008); entretanto,
guando acontece um estimulo inflamatério, como o observado na obesidade,
0s macroéfagos residentes do tecido adiposo visceral sofrem polarizagéo para
macréfagos com fendtipo pro-inflamatorio do tipo M1, favorecendo aumento
dos marcadores pro-inflamatorios e promovendo a inflamacdo tecidual
(LUMENG et al., 2008; BELCHIOR et al., 2015). Nesse sentindo, avaliamos a
infiltracdo de macrofagos no PVAT do leito mesentérico e observamos que a

dieta hiperlipidica reduziu os macrofagos com fendétipo anti-inflamatério M2,
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mas nao houve diferenca nos macrofagos pro-inflamatoérios. Por outro lado, a
esplenectomia promoveu aumento dos macréfagos e a polarizacdo dos
macrofagos pro-inflamatério M1. Em contraste, no tecido adiposo visceral
observamos aumento de macréfagos e da polarizagdo dos macréfagos M1 nos
camundongos SHAM e SPX. Semelhantemente, Wu e colaboradores (2014)
demonstraram que camundongos C57BL/6J esplenectomizados, alimentados
com dieta hiperlipidica por 10 semanas, apresentaram aumento de macréfagos
infiltrados no tecido adiposo visceral quando comparados com camundongos
obesos SHAM. Nossos resultados indicam que, na auséncia do bago, a medula
O0ssea aumenta a producdo de mondcitos, que sdo mobilizados em maior
guantidade para os tecidos alvos, pois foi observado aumento de mondcitos na

medula 6ssea e no sangue de camundongos obesos esplenectomizados.

Com o objetivo de confirmar se o bagco modula a inflamagdo do PVAT,
avaliamos o conteudo de citocinas no PVAT do leito mesentérico de
camundongos obesos SHAM e SPX. Identificamos que no PVAT de
camundongos obesos-SHAM, h& uma reducédo de citocinas pré-inflamatdérias e
aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10 e a esplenectomia, por sua vez,
aumenta o conteado das citocinas pré-inflamatérias no PVAT dos
camundongos obesos-SPX. Embora o0 depésito periepididimal de
camundongos obesos tenha apresentado aumento de macréfagos M1 e
reducdo de M2, o perfil de citocinas foi semelhante ao do PVAT.
Semelhantemente, ratos esplenectomizados alimentados com racao
hiperlipidica por 4 semanas apresentaram aumento de macréfagos infiltrados e
marcadores inflamatérios (IL-3 e TNF-a) no tecido adiposo abdominal em
comparacdo ao grupo SHAM (INOUE et al.,, 2012). Em conjunto, os dados
indicam que o baco modula a resposta inflamatéria no PVAT do leito

mesentérico e do depdsito visceral de camundongos obesos.

Ainda com o objetivo de confirmar se o bagco modula a inflamacéo no
PVAT, avaliamos a capacidade das células do 6érgdo migrarem para o PVAT do
leito mesentérico. O presente estudo demonstrou reducdo da migracdo de
leucdcitos totais do 6rgdo em questdo para o PVAT de camundongos obesos.
Dessa maneira, nossos resultados indicam que a capacidade do PVAT de

promover quimiotaxia de leucdcitos provenientes do baco esta comprometida
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em camundongos obesos, o que corrobora com a reducdo das ceélulas
imunologicas e do conteddo de citocinas pro-inflamatorias no PVAT.
Considerando que o PVAT do leito mesentérico possui caracteristicas
diferentes do tecido adiposo periepididimal, avaliamos a capacidade das
células do baco migrarem para o tecido adiposo periepididimal e observamos

gue os resultados entre os dois depdsitos sdo semelhantes.

A AMPK parece exercer uma atividade anti-inflamatoria tanto em
adipdcitos quanto em macrofagos, inibindo a producédo de citocinas pro-
inflamatorias e estimulando a producao de IL-10 e a polarizacdo de macrofagos
M2 (LIHN et al.,, 2008, MORITA et al., 2018, YANG et al., 2010, SAG et al.,
2008, GALIC et al., 2011), portanto avaliamos se o conteido de AMPK se
relacionaria com o perfil inflamatério do baco e do PVAT e verificamos que o
contetdo e a ativacdo da proteina AMPK nesse 6rgdo, onde ha aumento de
marcadores pro-inflamatérios, foram semelhantes entre os camundongos
controles e obesos. Utilizando camundongos AMPKa1-/- alimentados com dieta
hiperlipidica, observamos reducdo na populacdo de linfocitos totais (CD3+),
reducdo dos marcadores inflamatérios (INF- e t-BET) e aumento da citocina
anti-inflamatéria IL-10 no baco desses camundongos, mostrando que, no baco,
a presenca de AMPK é fundamental para a inflamacdo induzida por dieta

hiperlipidica.

Contudo, no PVAT, a relagdo da AMPK com o a inflamacéo parece ser
diferente: o conteudo e ativacdo da AMPK no PVAT, onde ndo hé indicios de
inflamacé&o, ndo foram modificados pela dieta hiperlipidica, mas, no PVAT de
camundongos esplenectomizados — que apresentou inflamacéo —, a ativacéo
da AMPK foi reduzida. Almabrouk e colaboradores indicaram que uma maior
infiltracdo de macréfagos no PVAT da aorta toradcica de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica foi associada a reducdo da ativacédo da
AMPK e que camundongos com delecdo da AMPKal alimentados com dieta
controle apresentaram resposta semelhante (ALMABROUK et al., 2018). Os
resultados sugerem que a AMPK contribui para o perfil anti-inflamatoério

observado no PVAT do leito mesentérico dos camundongos obesos.

Animais com delecdo na AMPKa1 apresentaram reducdo da secregao
de adiponectina no PVAT da aorta toracica quando comparados com o grupo
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selvagem (ALMABROUK et al., 2018). Além disso, citocinas pro-inflamatérias,
como TNF-a e IL-6, podem regular a expressdo da adiponectina (LIHN et
al.,2004; TSUCHIDA et al., 2005; SELL et al.,, 2006). Sabendo que a
esplenectomia aumenta os marcadores inflamatorios e reduz a ativacdo da
AMPK, nos avaliamos a expressdo do RNAm da adiponectina no PVAT do leito
mesentérico de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e
verificamos que a esplenectomia aumentou a expressdo do RNAmM da
adiponectina. Em comparagédo ao PVAT, o tecido adiposo periepididimal
apresenta reducédo da expressdo do RNAm da adiponectina em camundongos
SHAM e SPX alimentados com racé&o hiperlipidica. Embora o contetdo proteico
de adiponectina ndo tenha sido avaliado, nossos dados sugerem que ha
regulacéo da transcricdo do gene da adiponectia pela reducéo da atividade da
AMPK no PVAT mesentérico de camundongos obesos esplenectomizados.

Em conjunto, os dados acima descritos confirmam que a dieta
hiperlipidica por 16 semanas promove obesidade com aumento da
adiposidade, mas diferente do esperado, a dieta ndo promoveu hipertrofia dos
adipdcitos do PVAT do leito mesentérico e ndo alterou os marcadores
inflamatorios, bem como a infiltracdo de células imunolégicas. As evidéncias
que o PVAT e o tecido adiposo periepididimal possuem caracteristicas
diferentes foi confirmada nesse estudo, uma vez que a dieta hiperlipidica por
16 semanas promoveu hipertrofia dos adipdcitos e aumento da infiltracdo de
células imunoldgicas nesse tecido, porém ndo foi observado alteracdo nos
marcadores inflamatérios. A hipotese de que o baco participaria da resposta
inflamatdria do PVAT do leito mesentérico ndo foi confirmada, mas a auséncia
do 6rgdo promoveu hipertrofia dos adipdcitos e inflamacdo no PVAT do leito
mesentérico. Da mesma forma, no tecido adiposo periepididimal a falta do baco
exacerba a hipertrofia dos adipécitos e o aumento dos marcadores
inflamatorios; ademais, a AMPK no PVAT pode exercer acdo anti-inflamatoria
e, no bacgo, possui acao pro-inflamatéria, demonstrando assim que a depender

de sua localizacéo seu efeito € distinto.
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo revela que:

- Apesar da obesidade ja ter sido estabelecida, 16 semanas de dieta
hiperlipidica ainda n&o promove inflamacéo no PVAT do leito mesentérico;

- O PVAT é um depdsito com caracteristicas diferentes as do tecido
adiposo periepididimal, pois os dois depoésitos respondem diferentemente a

dieta hiperlipidica, tanto em relacdo a inflamacao quanto a morfologia;

- O baco, apesar de apresentar indicios de inflamacédo, é de suma
importancia para o controle dos danos causados pela dieta hiperlipidica, uma
vez que a sua auséncia promove inflamacdo no PVAT do leito mesentérico e

exacerba a inflamagao no tecido adiposo periepididimal.

- A relacdo da AMPK com a inflamacéo é diferente no PVAT e no baco,
tendo um caréter anti-inflamatorio no PVAT mesentérico e pré-inflamatério no

orgao em questao.
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