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RESUMO

Influéncia da inflamacao crénica de baixo grau na susceptibilidade a tuberculose e

resposta vacinal em camundongos.

Condicdes crbnicas associadas a inflamacdo, como obesidade (OB), diabetes
mellitus (DM) e tuberculose (TB), sd0 problemas sérios de salide publica. A epidemiade
OB estéa aumentando em todo o0 mundo; e a prevaléncia de OB entre adultos quase dobrou
em entre 1980 e 2017. Como o DM estd associado a OB, a prevaléncia de diabetes
também aumentou no mesmo periodo, chegando a 9% da populacdo adulta em todo o
mundo, totalizando 422 milhdes de pessoas. Estudos vem demonstrando o DM como fator
de risco para o desenvolvimento de tuberculose, levantando a hipotese da existéncia de
associacao entre OB, DM e a TB. Ja foi mostrado que as proporcdes de subpopul agdes
de mondcitos circulantes se ateram durante a OB, DM e a TB, no entanto, nenhum
trabalho avaliou as subpopulagdes de mondcitos na OB grave/DM e se existirem
caracteristicas que podem estar associada a maior susceptibilidade a TB. Na primeira
parte deste trabalho demonstramos, em um estudo de corte transversal, com individuos
com OB grave (IMC acima de 35kg/m?) portadores (OBDM) ou néo (OB) de DM (n=50
individuos por grupo) que a populacdo ndo-cléssica de mondcitos de individuos OBDM
apresenta caracteristicas similares as dos monacitos dos individuos com TB pulmonar
ativa, e que mondcitos de individuos OBDM e com TB sdo mais susceptiveis ainfeccdo
por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), o que sugere que a semelhanca fenotipica e a
susceptibilidade dos mondcitos possam ser fatores que contribuem paraaassociagdo entre
tubercul ose e obesidade. Uma vez que os mondcitos/macréfagos se alteram na obesidade
e essas mudancas interferem na habilidade de controlar Mtb, decidimos avaliar se o
desenvolvimento de obesidade poderia alterar a capacidade de resgatar a respostaimune
especifica apos a vacinagdo com M. bovis BCG. Logo, na segunda parte deste trabalho,
avaliamos se a obesidade interfere na resposta a vacina BCG, vacinando camundongos
C57BL/6 jovens e induzindo a obesidade por dieta hipercal érica e analisando a resposta
imune apds o desafio com Mtb. A obesidade induzida apos a vacinagdo com BCG nédo
interferiu no resgate de linfocitos TCD4'IFNy* apbs o desafio com Mth. No  entanto,

resposta ao Mtb foi reduzida. Estes resultados sugerem que a vacinagéo de animais



ndo obesos induz respostas imunes vacinais que ndo se alteram com as modificacOes
metabdlicas induzidas pela obesidade.

Palavras-chaves: Diabetes, Metabolismo, BCG, Obesidade



ABSTRACT

Influence of low grade chronic inflammation on susceptibility to tuberculosis and

vaccineresponsein mice.

Chronic conditions associated with inflammation, such as obesity (OB), diabetes
mellitus (DM) and tuberculosis (TB), are serious public heath problems. The OB
epidemic is increasing worldwide; and the prevalence of adult obesity nearly doubled
between 1980 and 2017. Since DM is associated with diabetes, the prevalence of diabetes
also increased over the same period, reaching 9% of the adult population worldwide,
totaling 422 million people. Studies have been demonstrating DM as arisk factor for the
development of tuberculosis, raising the hypothesis of an association between OB, DM
and TB. Circulating monocyte subpopulation proportions have been shown to change
during OB, DM, and TB, however no studies have evaluated monocyte subpopul ations
in severe OB / DM and if there are characteristics that may be associated with increased
susceptibility to TB. In the first part of this study we demonstrated, in a cross-sectional
study, with individuals with severe OB (BMI over 35kg / m2) with or without OB (DM)
(n = 50 individuals per group) that the population did not of monocytes from OBDM
individuals presents similar characteristics to monocytes from individuals with active
pulmonary TB, and monocytes from OBDM and TB individuals are more susceptible to
Mycobacterium tubercul osis (Mtb) infection. This suggeststhat phenotypic similarity and
susceptibility of monocytes may be factors contributing to the association between
tuberculosis and obesity. Since monocytes/macrophages change in obesity and these
changes interfere with the ability to control Mtb, we decided to assess whether the
development of obesity could ater the ability to rescue the specific immune response
following M. bovis BCG vaccination. Thus, in the second part of this paper, we evaluated
whether obesity interferes with BCG vaccine response by vaccinating young C57BL / 6
mice and inducing obesity by hypercaloric diet and by analyzing the immune response
after Mtb challenge. Obesity induced after BCG vaccination did not interfere with TCD4
+ IFNy + lymphocyte rescue after Mtb challenge. However, thisresponse to Mtb has been
reduced. These results suggest that vaccination of non-obese animals induces vaccine

immune responses that do not change with obesity induced metabolic changes.
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PROLOGO

Meu nome é Danilo Pires de Resende, sou graduado em Biomedicina pela
Universidade Federal de Goias (UFG-2012/1). Durante a graduacgéo, em meados de 2011,
fui parte do programa de iniciacdo cientifica (PIBIC) no Laboratério de Imunopatol ogia
das Doencas | nfecciosas, sob a supervisao da professora Dré, AnaPaulaJungueiraKipnis,
com a qua fui iniciado nas atividades de pesquisa cientifica. Neste periodo, tive a
oportunidade de participar da avaliagdo de uma nova vacina desenvolvida pelo grupo de
pesquisadaprofessora AnaPaula, avacinarecombinante MC2-CM X e, com grande gjuda
de todos os membros da equipe, desenvolvi meu trabalho de concluséo de curso intitulado
“Avaliagdo da imunogenicidade de uma vacina M. smegmatis recombinante expressando
proteinas fusionadas de M. tuberculosis”. Também neste ano tive a oportunidade de
contribuir para a publicagdo de um artigo cientifico pelo grupo intitulado “Prime-Boost
with Mycobacterium smegmatis Recombinant Vaccine Improves Protection in Mice
Infected with Mycobacterium tuberculosis™ (Plos One), que se tornou o primeiro artigo
no qual participei. Ao concluir a graduacéo (2012/1) retornel ao laboratorio e tive a
oportunidade de realizar o processo seletivo para o Mestrado (2013).

Durante o mestrado o laboratério estava finalizando a construcéo de uma vacina
BCG recombinante expressando a proteinaCM X (rBCG-CMX). A rCMX éuma proteina
de fusdo construida por nosso grupo, composta por epitopos imunodominantes dos
antigenos Ag85c, MPT51 e HspX inteiro de Mth. Esta vacina ativou arespostaimune em
camundongos além de ser antigénicaem individuos com TB ativa (de Sousaet a., 2012).
Com o intuito de utilizar arCMX em um modelo vivo de crescimento rgpido, a proteina
foi expressapor vetor Mycobacterium smegmatis (mc2-CM X), por meio da qual mostrou
ser boa indutora de resposta imune do tipo Thl e Thl7 em pulméo de camundongos
imunizados, sendo também boa indutora de anticorpos IgG1 e 1gG2a (Junqueira-Kipnis
et a, 2013). Diante do contexto de que arCMX favorece uma resposta eficaz contra a
TB, a proteina foi, entdo, expressa no vetor vivo BCG (rBCG-CMX). Desta maneira,
ingressel No grupo responsavel por realizar a avaliagdo da resposta imune e protecéo
induzida por esta vacina, juntamente com a entdo doutoranda Adeliane Castro da Costa e
com o mestrando Abadio da Costa Junior. No mestrado, avaliei o recrutamento de células
inatas induzido pelavacina BCG-CM X em camundongos deficientes das citocinas IL-17

e IL-22, citocinas pertencentes a resposta do tipo Thl7, vista anteriormente ser o
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diferencia na melhor resposta da vacina BCG-CMX. Neste periodo tive a oportunidade
de participar em mais uma publicacdo de artigo cientifico pelo grupo de pesquisa
intitulado “A New Recombinant BCG Vaccine Induces Specific Th17 and Thl Effector
Cells with Higher Protective Efficacy against Tuberculosis* (Plos One).

Apos finalizarmos o0 meu mestrado, decidi em conjunto com a Profa. Ana Paula,
realizar aprovade selecdo parao doutorado no meio do ano vigente (2015). Infelizmente,
em tal periodo ocorreu a greve dos funcionarios técnicos administrativos da UFG,
resultando no nédo langamento do edital de selecdo de doutorado para essa época. Deste
modo, decidimos realizar a selecdo no inicio do ano seguinte. No entanto, durante o ano
de 2015, mesmo ndo estando matriculado e sem receber bolsa, continuel minhas

atividades no laboratério como colaborador, neste periodo foram realizadas as coletas.

No inicio de 2016, comegamos as atividades do doutorado. Fizemos uma parceria
com afaculdade de Medicina, na pessoa da Profa. Dra. Erika Aparecida da Silveira, que
durante todo esse periodo foi de grande importancia para o desenvolvimento deste
trabalho, e nos propomos aavaliar arespostaimune de pacientes obesos e arelagéo desta
doenca com a tuberculose. Nos primeiros anos do doutorado, avaliamos os leucécitos
circulantes de paci entes obesos recrutados pel a equi pe da professora Erika e com os dados
resultantes publicamos meu primeiro artigo como primeiro autor intitulado “Non-
classical circulating monocytes in severe obesity and obesity with uncontrolled diabetes:
A comparison with tuberculosis and healthy individuals” (Tuberculosis), cujos detalhes
serdo tratados nessa tese. Em seguida, avaliamos o papel da obesidade e do diabetes na
formacdo de resposta vacinal pela vacina BCG, utilizando camundongos obesos
induzidos por dieta, no intuito de avaliar se a crescente epidemia de obesidade infantil
pode afetar 0 controle da tuberculose pela vacinacéo. Os detalhes dessa pesquisa seréo
tratados no segundo capitul o destatese. Durante o doutorado também tive a oportunidade
de participar da publicacéo de mais dois artigos cientificos junto com o grupo de pesquisa
do laboratorio, intitulados “Modulation of Macrophage Responses by CMX, a Fusion
Protein Composed of Ag85c, MPT51, and HspX from Mycobacterium tuberculosis”
(Frontiers in Microbiology) e “Antimicrobial and Chemotactic Activity of Scorpion-

Derived Peptide, TOAP2, against Mycobacterium massiliensis” (Toxins).

Apbs 8 anos de trabalho com pesquisa (2011-2019) tive a oportunidade de

participar de 5 artigos publicados. Além de podermos contar como produto mais de 18
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resumos apresentados em congressos nacionais e internacionais. Ta producdo cientifica
so foi alcancada gracas a grande gjuda de todos os membros da equipe da Profa. Ana
Paula e do Prof. André Kipnis, especialmente a Profa. Dra. Adeliane Castro daCosta, ea

orientacdo e cuidado da Profa. Ana Paula a quem sou eternamente grato.
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade

A obesidade € uma doencga neurocomportamental, cronica, multifatorial em que o
aumento da gordura corporal promove disfungdes do tecido adiposo resultando em
consequéncias adversas de bases metabdlica, bioquimica e psicossocia para a saide. E
diagnosticada pelo indice de Massa Corpora (IMC), que é o peso (em quilogramas) do
individuo dividido pelo quadrado da sua estatura (em metros). Pessoas com IMC entre
25-29,9 kg/m? sdo consideradas com sobrepeso e pessoas com IMC igual ou superior a
30 kg/m? sfo consideradas obesas (WHO, 2018). No entanto, a Organizagio Mundial de
Salde preconiza que medidas adicionais, como circunferéncia abdominal, razéo entre
cintura e quadril e entre cintura e estatura sdo superiores ao IMC isoladamente, para o
enquadramento do individuo com obeso (WHO, 2018).

No Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a prevaléncia de obesidade na populacdo com 20 anos de idade ou mais € de 12,5% entre
homens e de 17,0% entre mulheres (IBGE, 2010). Os dados mais recentes disponiveis
sobre a prevaléncia de obesidade grave (IMC > 40 kg/m?) apontaram um aumento de
255% entre a pesguisa nacional realizada em 1974-1975 (0,18%) e a pesquisa de 2002-
2003 (0,64%). Dados da preval éncia de obesidade grave nos Estados Unidos entre 0s anos
de 2001 e 2005 demonstram que para as faixas de IMC > 40 kg/m? e de IMC > 50 kg/m?
o aumento foi 2 e 3 vezes maior, respectivamente, do que para IMC > 30 kg/m? (SANTOS
et a., 2008; STURM, 2007). Isso é preocupante, pois a medida que o grau da obesidade
aumenta, os riscos a salide também se intensificam, sendo claramente mais pronunciados
em individuos que apresentam obesidade grave (BESSESEN, 2008; WYATT;
WINTERS; DUBBERT, 2006).

A obesidade apresenta importancia no cenario mundial (Figura 1) com impactos
negativos como aumento da mortalidade e reducdo da qualidade de vida devido as
diversas alteragbes metabodlicas e comorbidades associadas, questdes psicologicas e
sociais, como discriminacdo de individuos e altos gastos gerados para a saude publica.
Apesar disso, pesquisas com obesos graves (IMC > 35 kg/m?) s30 menos exploradas,

sendo encontradas com mais frequéncia pesguisas em individuos com sobrepeso (IMC >
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25 kg/m?) ou com enfoque em técnicas e efetividade de cirurgias bariétricas
(FERNSTROM et d., 2015).

i s P £, T 155, 2 5% Al L =4l
I |

Figura 1. Porcentagem da populagdo adulta definida como obesa em 2016.
Porcentagem de adultos com mais de 18 anos de idade definidos como obesos baseado
no indice de massa corporal (IMC) no mundo. Adaptado de World Health Organization
Globa Health Observatory.

Por setratar de doencade carater multifatorial com interages entre genética, meio
ambiente e comportamento, as causas da obesidade sdo dificeis de serem estabel ecidas.
Multiplos fatores endégenos e ambientais podem levar a obesidade (FLIER, 2004). No
entanto, na maioria dos casos, a combinagd de consumo excessivo de calorias e a
reducéo na atividade fisica sdo tidas como as principais contribui¢des para a obesidade
(WISSE; KIM; SCHWARTZ, 2007). Assim, o resultado de um desequilibrio entre o
consumo e o gasto de energialevaao acimulo de tecido adiposo cujos mecanismos seréo
explicados adiante (KEITH et a., 2006; WY ATT; WINTERS; DUBBERT, 2006).

Deformageral, o consumo cal érico excessivo resulta em aumento do acimulo de
lipidios nos adipdcitos (hipertrofia) e aumento em seu numero (hiperplasia). Os
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adipocitos hipertrofiados secretam agentes pro-inflamatérios, como Fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1) em maior quantidade,
promovendo uma inflamacdo sistémica de baixo grau (KENNEDY et a., 2008). O
metabolismo do tecido adiposo é altamente regulado por horménios, como insulina,
leptina, adiponectina; além de outros fatores como a alimentagéo e o exercicio fisico. A
integridade do processo de regulacdo do metabolismo do tecido adiposo € essencia para
a manutencdo da homeostase do peso corporal e a desregulacdo desse processo
provavelmente tem papel importante na obesidade, resisténcia insulinica e diabetes
mellitustipo 2 (LARGE et a., 2004).

O consumo diario médio de gordura nadieta ocidental variadentre 50 a 100g, que
proveem entre 35 a40% daenergiadiaria. A gordura consumida consiste principa mente
de triacilglicerdis (TAGS), que sdo o principal componente de gorduras e 6leos, além de
fosfolipidios, e colesterol. A digestéo de gordura envolve mecanismos de emulsificagdo
no estbmago, lipdlise pela acdo de enzimas lipases, e solubilizacdo com sais biliares no
duodeno, finalmente culminando na absor¢do pelas células epiteliais ou enterdcitos, que
compdem o [umen do intestino delgado (IQBAL; HUSSAIN, 2009).

TAG, um glicerol tri-éster, € a principal forma de armazenamento de energia em
formade lipidios e o principal componente do tecido adiposo (Figura2), compondo cerca
de 80% do peso seco desse tecido, sendo os &cidos graxos pa mitato, estearato, oleato e
linoleato os principais componentes. Acidos graxos que sf0 destinados & oxidac&o
também sdo componentes de TAG em menor proporcao e estdo presentes nos tecidos
capazes de oxidar acidos graxos de cadeia longa, como musculos, coragdo e tecido
adiposo. TAGs sdo sintetizados pel os intestinos e figado, onde sdo unidos aslipoproteinas
para transporte até os demais tecidos onde seréo oxidados ou armazenados (GRIFFIN,
2013).

0
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Figura 2. Exemplo de molécula detriacilglicerol (TAG). Molécula de Triacilglicerol

insaturado com radicais carboxilicos diferentes. Por¢éo a esquerda: glicerol. Porcdo a
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direita(de cimaparabaixo): acido palmitico, &cido oleico, acido alfa-linolénico. Férmula:
CssHos0%.

A lipdlise € o processo de quebra, catalisada por enzimas, de lipidios complexos,
resultando na liberacéo de &cidos graxos livres dos TAGs, assim como fosfolipidios e
ésteres de colesterol (FRUHBECK et al., 2014). Elaenvolve arupturadaligagdo entre os
&cidos graxos e a molécula de glicerol do TAG, e ocorre tanto no trato digestivo quanto
na circulacdo e dentro das células. A lipdlise no duodeno é feita pela enzima lipase
pancredtica, uma enzima extracelular que atua principalmente na gordura advinda da
dieta, em contraste com demais enzimas, como fosfolipase e colesterol hidrolase que
atuam em fosfolipidios e colesterol respectivamente. A lipase pancredtica hidrolisa acidos
graxos de forma sequencial com aremocéo inicial da cadeia de &cido graxo da posicédo 1
da molécula de glicerol, seguido pela posicdo 3, gerando uma molécula de 2-
monoacilglicerol (2-MAG) (FRUHBECK et ., 2014).

As gorduras sdo solubilizadas no duodeno pela acdo dos sais biliares primarios,
gue sdo produzidos a partir do colesterol no figado pela acdo da enzima 7-a-hidroxilase.
Esses sais hiliares agem como detergente, solubilizando os lipidios para a formacéo de
micelas, que sdo associacles esféricas de moléculas anfipéticas que encapsulam um
centro hidrofilico de acidos graxos de cadeia longa, adém de vitaminas (tocoferdis e
carotenoides) (GRIFFIN, 2013). A absorcéo de &cidos graxos presentes nas micelas
ocorre por difusdo facilitada, com a ajuda de proteinas ligadoras de acido graxo presentes
na membrana do enterdcito. Dentro do enterdcito os &cidos graxos de cadeia longa séo
rapidamente reesterificados, juntamente com 2-MAG, em TAG pelaacéo daenzimaacil-
CoA colesteral aciltransferase (ACAT), para entdo serem associados com lipoproteinas
no complexo de Golgi, formando a estrutura de transporte chamada quilomicron. Acidos
graxos de cadeia média e curta (<12 carbonos) sao absorvidos diretamente na circulagdo
portal e transportados para o figado em associagdo com a abumina para a oxidacdo
(MANSBACH; SIDDIQI, 2010).

Apesar de amaioriados lipidios armazenados no tecido adiposo serem de origem
da dieta, esse tecido € perfeitamente capaz de sintetizar &cidos graxos a partir de
substratos em excesso (glicose) pelavia dalipogénese de novo; esses &cidos graxos seréo
eventual mente transportados na forma de very low-density lipoprotein — lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) para os demais tecidos para utilizagdo ou armazenamento
(SANDERS; GRIFFIN, 2016). Asduas principais enzimas envolvidas na sintese de novo,

&cido graxo sintase e acil-CoA carboxilase, sdo abundantemente expressas no tecido
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adiposo sob o controle do fator de transcri¢éo proteinaligadora de elemento regulador de
esterol-1c (SREBP-1c) (XU et al., 2013). Em individuos ndo obesos, a aimentagéo ativa
a sintese de SREBP-1c de forma dependente de insulina (via mTORC1) ou de forma
independente de insulina (via ChREBP) (HAAS et a., 2012).

O tecido adiposo é dividido em dois tipos. o tecido adiposo marrom, que €
utilizado para geracdo de calor, e o tecido adiposo branco (chamado de amarelo em
humanos), que € usado como armazenamento de energia (OTTAVIANI; MALAGOLLI,
FRANCESCHI, 2011). Ambos sdo compostos por adipdcitos e por uma fracéo estroma-
vascular de células, que consiste de leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e
estromais e pré-adipécito (O’ ROURKE, 2009).

O tecido adiposo também pode ser classificado, de acordo com sualocalizacéo no
corpo, em tecido adiposo subcutéaneo e viscerd, classificagéo também diz respeito
a0 comportamento metabdlico distinto desses dois tecidos. O tecido viscera € mais
profundo e mais central no corpo, em proximidade aos 6rgaosinternosincluindo o figado.
Osdoistipos detecido adiposo respondem diferentemente aos estimul os neuroenddcrinos
e metabdlicos, que podem acelerar ou retardar a acumulacdo de acidos graxos
(OTTAVIANI; MALAGOLI; FRANCESCHI, 2011).

Alguns dos mecanismos em potencial relacionados com a inflamagdo na
obesidade, estdo relacionados com a dieta rica em lipidios saturados que ativa as vias
IKKb/NF-kB e JNK em adipdcitos, hepatécitos e em macrofagos infiltrados nesses
tecidos. Estimulos como TNF-a, IL-1, ligantes de TLR-4 e AGE (advanced glycation end
products) tém sido mostrados capazes de ativar essas vias, além de estresse intracelular
como producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), estresse do reticulo
endoplasmatico, acumulo de ceramidas e presenca de proteina quinases (PKCs)
(SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007). A inducdo de IKKb na obesidade leva a
transocacdo de NF-kB para o nucleo, ativando a transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias gerando um ciclo que contribui para a resisténcia a insulina (ISRAEL,
2010). Além disso, a ativagdo de INK na obesidade promove afosforilaco de IRS-1 em
residuos de tirosina, 0 que prejudica a continuacdo da sinalizacdo dos receptores de
insulina (AGUIRRE et al., 2000).

Em maior detalhe, 0 aumento da adiposidade ativa as vias INK e IKKb, de forma
similar a ativagdo causada por estimulos inflamatérios classicos como: citocinas e
ligantes de TLRs. Desse modo, possiveis mecanismos de como a obesidade pode ativar a

viaJNK e translocagéo de NF-kB podem também envolver ou ndo a agdo de receptores.
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Por exemplo, INK e lKKb séo ativadas por receptores de reconhecimento de padrdo como
TLRseosreceptoresde AGE (RAGE) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). TLRs
s80 capazes de reconhecer conjugados lipidicos bacterianos, como TLR4 reconhece LPS,
isso levanta a especulacéo de gue lipidios enddgenos ou moléculas associadas a lipidios
enddégenos podem ser reconhecidas por TLR em individuos obesos, o que foi verificado
em estudo que demonstra a ligagcdo de acidos graxos saturados a TLR4 e sua ativacdo
(LEE et d., 2001). Ademais, pacientes obesos apresentam uma elevada taxa de AGEs
circulante (URIBARRI et a., 2015), o que pode levar a ativacdo de NF-Kb, apos o
reconhecimento pelo seu receptor da super familia das imunoglobulinas, RAGE.

Para a via ndo dependente de receptores, 0 estresse celular também é capaz de
ativar INK e NF-kB, gerando EROs e estresse do reticulo endoplasmatico. O aumento da
adiposidade leva ao aumento do estresse oxidativo pela instalacéo do estado de hipdxia
no tecido hipertrofiado, gerando marcadores de estresse como EROs (LIN et a., 2005).
O acumulo de lipidios também ativa a resposta contra proteinas mal dobradas, o que
acarreta em estresse do reticulo endoplasmético tanto no tecido adiposo quanto no figado
(OZCAN et al., 2004). O estresse do reticulo endoplasmético jafoi demostrado capaz de
ativar INK que leva a fosforilagdo de IRS-1 em residuos de tirosing, desse modo
dificultando a sinalizacdo de insulina, além de promover a transocacdo de NF-kB
(AGUIRRE et a., 2000). O acumulo de acidos graxos saturados também leva a sintese
de ceramidas, que se acumulam nos tecidos e levam a ativagdo de JNK e IKKb
(SUMMERS, 2006). Depois de iniciada, a inflamacdo gerada pelo estado obeso, é
mantida pelo ciclo de producdo de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-1, MCP-1 e
TNF-o (WANG; HE, 2018)

Muito do que se tem descoberto sobre a resposta imune na obesidade vem de
estudos no tecido adiposo, apesar de ser claro que a inflamacéo ocorre sistemicamente.
Depdsitos adiposos normalmente contém mdltiplas células imunes que juntas
supervisionam a integridade e sensibilidade hormonal dos adipdcitos. Em individuos
eutroficos, essas células possuem no geral perfis reguladores, que controlam integridade
e metabolismo do tecido através do controle das subpopulagbes de linfocitos T
(WENSVEEN et a., 2015). Essas células produzem citocinas, como IL-10 e IL-4, que
regulam outras células imunes, incluindo eosindfilos, mastécitos, dentre outras, que
juntas mantem os macrofagos residentes em um perfil de ativagdo M2 (LUMENG et dl.,
2007). Em troca, macrofagos M2 secretam IL-10 e outras citocinas que contribuem para

amanutengdo da sensibilidade ainsulina dos adipocitos.
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Macrofagos passam por mudancgas dramaticas durante a obesidade, com aumento
no seu numero total no tecido adiposo, que em grande parte € devido ao recrutamento de
macréfagos M1, que possuem um perfil pro-inflamatorio e secretam citocinas como TNF-
a. Este aumento do nimero de céulas, assim como o aumento da razé&o M1/M2 é um
indicador de inflamac&o do tecido adiposo que acompanha a obesidade, e esta associado
com o desenvolvimento de resisténcia ainsulina e alteragdes metabdlicas (LUMENG et
al., 2007). Macrofagos atuam como efetores de uma complexa reacéo desencadeada pela
obesidade, geralmente caracterizada por uma resposta imune Thl. Ta resposta é
normalmente desencadeada por uma infecgdo, no entanto, na obesidade essa reagéo
imune inicia uma resposta crénica no tecido adiposo gque envolve uma variedade de
céulas, T, B, NK e outras que produzem citocinas paragovernar aacumulacdo e atividade
de macréfagos M1 inflamatdrios (LACKEY; OLEFSKY/, 2016).

Esses fatos séo corroborados devido aos pacientes obesos apresentarem nivels
aumentados de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-6, ou proteina C reativa
(FESTA et a., 2002; PARK; PARK; YU, 2005). Especificamente, a quantidade de
gordura corporal, assim como circunferéncia abdominal, estdo positivamente
correlacionados com niveis séricos de mediadores pro-inflamatérias, como proteina C
reativa (CRP), IL-6 fator C3 do complemento e proteinaligadora de retinol-4 (FESTA et
al., 2002; PARK; PARK; YU, 2005), o que indica um grande impacto da obesidade
central nainflamagdo. Esses dados corroboram com aja aceita hipétese de que a gordura
abdominal visceral representa maior perigo para 0 organismo que a gordura subcuténea
(SMITH; HASLAM, 2007).

Embora no tecido exista inflamacdo, as células do sangue periférico também
apresentam alteragoes, por exemplo, individuos obesos podem demonstrar tanto aumento
quanto diminui¢cdo do nimero de linfocitos totais no sangue periférico (O’ROURKE,
2009; TANAKA et a., 2001) e possuem uma diminuicdo nas populacdes de células T
CD8" juntamente com 0 aumento ou diminuicdo das populactes de células T CD4*
(TANAKA et a., 2001). Individuos obesos também apresentam uma resposta
proliferativa de linfécitos reduzida em resposta a estimulagdo com mitégenos, além de
producdo de citocinas desregulada (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2002; TANAKA et
al., 2001). Além disso, o nimero e atividade citotoxica de células NK é reduzida em
individuos obesos (O’SHEA et al., 2010).

Devido a complicagbes decorrentes da obesidade, como diabetes e doengas

cardiovasculares, geralmente levam anos para se estabelecer, modelos animais sdo de
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grande importancia para o estudo dos aspectos moleculares da obesidade e sua
fisiopatologia. Um desses modelos que esta ganhando grande atencdo € o modelo de
camundongo obeso induzido por dieta (WANG; LIAO, 2012).

Modelos experimentais sd0 usados na tentativa de melhor compreender os
elementos envolvidos na fisiopatologia da obesidade e suas complicagbes. De forma
geral, podemos dividir os model os experimentais de obesidade em genéticos e induzidos.
Umadieta hiperlipidica pode induzir obesidade e disturbios metabdlicos em roedores que
lembram a sindrome metabdlica humana, portanto o0 modelo de obesidade induzida por
dieta é preferivel em detrimento dos modelos com alteracfes genéticas (BUETTNER;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007), também a resposta imune nesses animais, ja
esta bem caracterizada (ZHANG et al., 2010).

Algumas linhagens de animais apresentam aumento no contelido de gordura
corporal, enquanto outras linhagens se mostram resistentes ao ganho de peso (JOHNSON
et a., 1991). Camundongos A/J e C57BL/KsJ sdo relativamente resistentes a dieta rica
em gordura quando comparados com animais C57BL/6 (ROSSMEISL et al., 2003). Os
camundongos C57BL/6 sdo um modelo particularmente eficiente em simular
degeneractes metabdlicas humanas que sdo comumente observadas na obesidade; visto
gue, quando providos com dieta rica em gordura, esses animais desenvolvem obesidade,
hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensdo; e quando alimentados com racéo
tradicional balanceada, permanecem eutréficos e sem anormalidades metabdlicas
(COLLINS et dl., 2004).

1.2. Diabetes Mdlitus

Além de ser, por si s0, um problema de satde publicamundial, a obesidade é fator
de risco para diversas doencas como: diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovascul ares,
hipertensdo arterial, apneia obstrutiva do sono, refluxo gastresofégico, ateragdes
muscul 0-esquel éticas e variados tipos de cancer (DIBAISE et al., 2008).

O diabetes mellitus 2 representa cerca de 90% a 95% de todos os casos dos
diferentes tipos de diabetes. O diabetes tipo 2 pode ocorrer em criangas e adol escentes,
mas, hormalmente, inicia apds os 30 anos e torna-se progressivamente mais comum com

0 avancar daidade. Aproximadamente 15% dos individuos com mais de 70 anos de idade
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apresentam o diabetes tipo 2. A obesidade é um fator de risco do diabetes tipo 2; 80 a
90% dos individuos que o apresentam sdo obesos (AZEVEDO; GROSS, 1990).

As taxas de diabetes mellitus vém aumentando no mundo, principalmente em
paises em desenvolvimento, sendo estimado em 2014 um total aproximado de 387
milhdes de pessoas com a doenca, que equivale a 8,3% da populagdo mundial, sendo que
77% das pessoas com diabetes mellitus vivem em paises de baixa e média renda (Figura
3) (ZHENG; LEY; HU, 2018). Em 2014, foram reportadas 4,9 milhdes de mortes
causadas pela doenca no mundo, estimando-se que a cada segundo uma pessoa morra por
decorréncia do diabetes, e projectes apontam gue entre os anos de 2014 e 2035 hagjaum
aumento de mais de 205 milhfes de novos casos e que até |4 se tornard a 72 principal
causa de morte no mundo. Ademais, 50% da popul acdo com diabetes mellitus desconhece
gue tem a doenca, ficando sem o diagnostico até que aparecam sinais de complicacdo
(ZHENG; LEY; HU, 2018).
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Figura 3. Distribuicdo demogréafica mundial de individuos diabéticos. NUumero
estimado total de adultos (20-79 anos de idade) vivendo com diabetes mellitos. Em
destaque os trés principais paises em numero de habitantes com diabetes em 2015.
Adaptado de Zheng, Y. et d. (2018).

No Brasil, no fina da década de 1980, estimou-se a prevaléncia de diabetes
mellitus na populacdo adultaem 7,6% (SARTORELLI; FRANCO, 2003). Na estimativa
de 2014, o Brasil apresenta o maior quantitativo de pessoas com diabetes da regido das
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Américas Central e do Sul com 11,6 milhdes de pessoas com diabetes, uma prevaléncia
de 8,7% da populagdo (ZHENG; LEY; HU, 2018).

O diabetes mellitus tipo 2 € uma sindrome heterogénea que € gerada por
irregularidades na acéo da insulina, sendo que a patogénese envolve fatores genéticos e
ambientais (WHITE et a., 2003). O pancreas continuaa produzir insulina, algumas vezes
em niveis mais elevados do que o normal. No entanto, o organismo desenvolve uma
resisténcia aos seus efeitos e o resultado € um déficit relativo a insulina, ocasionando
excesso de insulina e glicose no sangue e células com pouca glicose. O pancreas acaba
liberando uma elevada quantidade de insulina para compensar os altos niveis de glicose
no sangue, o que levaas células f a se deteriorarem. Quando as células 3 sdo destruidas,
ndo ha a producéo de insulina e o individuo passa a ter a necessidade de usar insulina
sintética e medicamentos para aumentar a sensibilidade ainsulina (WHITE et al., 2003).

Os efeitos metabdlicos da insulina sdo mediados por varios eventos tecido-
especificas que envolvem rgpidas mudancas na fosforilagdo de proteinas, assim como
mudancas naexpressao de genes. O sinal inicial paraaacao dainsulinaenvolve aativacéo
do receptor de tirosina quinase, que resulta na fosforilacdo do substrato do receptor de
insulina (IRS) em diversos residuos de tirosina. Essa fosforilagdo age como sitios de
ligagdo para proteinas com dominio SH2, incluindo a subunidade reguladora p85 da
fosfoinositil 3’ quinase (PI3K). A ligagdo da subunidade catalitica da PI3K a p85 ativa a
quinase lipidica que promove o transporte da glicose (SWIDERSKA et al., 2018).

A acdo da insulina nos adipdécitos também envolve mudangas na transcricao
génica. O fator de transcricdo ADD-1/SREBP-1c (fator de diferenciacéo e determinagdo
de adipdcitos -1/ proteina ligadora de elemento regulador de esterol-1c) pode ter papel
crucial na acdo da insulina em regular a expressao génica em adipdcitos (GONDRET;
FERRE; DUGAIL, 2001), por induzir genes envolvidos na lipogénese e reprimir genes
envolvidos na oxidagdo dos acidos graxos.

Os defeitos funcionais que levam a resisténcia a insulina podem ser devidos a
sinalizagdo prejudicada nos tecidos-alvo, ou sgja, tecido adiposo, muasculo esquelético e
figado. No tecido adiposo e nos musculos, ha reducéo da ligagdo de insulina com seu
receptor, reducéo da fosforilagdo dos receptores e reducdo na agdo de tirosina quinase e
fosforilagcdo de Fatores de Regulacdo de Interferons (IRFs) (ALVIM et a., 2015). A
sinalizagdo defeituosa dos receptores de insulina é um importante componente da relagcéo

entre resisténcia ainsulina e obesidade em humanos. Também existem alteragdes tecido-
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especificas observadas em adipdcitos humanos. A expressdo de IRS-1 é reduzida,
resultando em menor atividade de PI3K associada a IRS-1 (CHOI; KIM, 2010).

A maior sintese e secrecdo de adiponectina, TNF-a e IL-6, aumenta a lipdlise por
reduzir a atividade de perilipina, proteina que protege os lipidios da acdo da lipase
sensivel ahormonios, esta envolvidas naformacdo daresisténciaainsulina (AMRANI et
al., 1996). Ademais, hipertrofia adiposa aumenta ainfiltragdo tecidual de célulasimunes,
fibrose elipdlise, e reduz a ativacéo de IRS-1 e a captacdo de glicose mediada por AKT,
exacerbando aresisténcia ainsulina e o surgimento de DM (GUSTAFSON et al., 2015).
Portanto, adipocinas e hipertrofia adiposa causam resisténcia a insulina por bloquearem
ainibicdo dalipdlise pelavia PI3BK/AKT atenuando a capacidade de utilizacdo de glicose,
e por diminuir a capacidade de SREBP-1c de promover asintese lipidica(HUANG et al.,
2018).

Na obesidade, as ateracdes no tecido adiposo levam a diminuicdo da captacdo de
&cidos graxos livres e da utilizagdo de glicose, resultando em acumulacg&o ectépica em
outrostecidos. A acumulacdo ectdpicade lipidios no figado € altamente relacionada com
aresisténcia a insulina e com a esteatose ndo alcodlica (TROUWBORST et al., 2018).
Além disso, aoxidacdo excessiva de &cidos graxos livres aumenta a quantidade de acetil -
CoA no figado, o que ativa a enzima piruvato carboxilase, necess&ria para a
gliconeogénese, e aumentaos niveisde DAG, que prejudicaaviaPI3K/AKT, desse modo
aumentando a resisténcia ainsulina (SWIDERSKA et al., 2018). A inflamag&o cronica,
bem como o estresse do reticul o endoplasmatico, ambos presentes na obesidade, também
prejudicam a sinalizagdo de insulina via AKT, subsequentemente contribuindo para a
resisténciaainsulina (CASTRO et ., 2013).

Tem sido sugerido que na obesidade ha um aumento na expressao e atividade de
diversas tirosinas fosfatases (PTPs) que desfosforilam e terminam a sinalizacdo
propagada pela fosforilagdo de residuos de tirosina. Estudos mostram aumento na
expresséo e atividade de trés PTPs, a PTP1B, LAR (fosfatase relacionada ao antigeno
leucocitario), e PTPSCRC 2 (fosfatase scr-homologa-2) nos musculos e tecido adiposo
de individuos obesos (ABDELSALAM et a., 2019; CHO, 2013; ZABOLOTNY et a.,
2001). PTP1B e LAR foram demonstradas serem capazes de desfosforilar o receptor de
insulina e IRS-1 in vitro. PTP1B tem aém de seu papel regulador da acéo da insulina,
também tem papel na homeostase de energia (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN,
2014).
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As ateracBes metabdlicas que acarretam naresisténcia ainsulina, em especial, o
comprometimento da via PISBK/AKT, também levam a comprometimento da resposta
imune, visto que essa via esta relacionada com a ativacdo de diversas células. Por
exemplo, em células dendriticas, a perda da funcéo de PI3K reduz a internalizacéo de
TLR4 e a suarelocacdo para endossomos em resposta a estimulo de LPS, promovendo
uma secregao precoce de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e IL-12, aém de reduzir
a secrecdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (BHATTACHARYYA et a.,
2004).

Neutrofilos de individuos diabéticos demonstram comprometimento de varias
fungdes, incluindo migracdo para sitios inflamatorios, liberagdo de protases liticas,
fagocitose, producéo de EROs e apoptose (HATANAKA et al., 2006). Ademais, estudos
demonstram que neutrofilos de individuos diabéticos produzem altos niveis de TNF-a,
IL-1B, e IL-8 em ambos estados basais como apos estimulagcdo com LPS. Essa producéo
excessivapodelevar adano tecidual, morte celular (HATANAKA et al., 2006) e aumento
da susceptibilidade na invasdo de microrganismos (GORNIK; GORNIK;
GASPAROVIC, 2007). Adicionamente, individuos com diabetes tem respostas imunes
anormais, incluindo alteragdes naimunidade humoral e defeitos na fungdo de neutrdéfilos
erespostade células T (HAMEED et d., 2015). Este fato pode ser associado as funcbes
da PI3K que esta envolvida na sinalizacéo intracelular de IL-17 e na diferenciacdo de
células Thl7. Evidéncias tanto em humanos quanto em camundongos mostram que a
perdadafuncdo de PI3K levaamasinalizacédo de IL-17, que pode gerar hiper-reatividade
em neutréfilos e prejudicar a comunicagdo entre respostas imunes inata e adaptativa
(KUREBAYASHI et d., 2012).

1.3. Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa causada pel o bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Esta doenga geralmente afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas pode
também afetar outros 6rgaos (TB extrapulmonar). E uma doenca transmitida pelo ar
guando pessoas doentes com a forma pulmonar expelem bactérias por meio datosse, por
exemplo. Em geral, uma proporcao relativamente pequena de pessoas infectadas com o
Mtb vai desenvolver a TB ativa, no entanto, a probabilidade de desenvolver a doenca €

muito maior entre pessoas infectadas com o virus daimunodeficiéncia humana (HIV). A
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TB também é mais frequente entre os homens do que mulheres, e afeta principalmente
adultos naidade economicamente produtiva, sendo estimado que cerca de dois tergos dos
casos ocorrem em pessoas entre 15-59 anos (WHO, 2017). Apesar da disponibilidade de
tratamentos altamente efi cazes, atubercul ose continuaaser um grande problema de salide
global (WHO, 2017).

Por volta de 90% de pacientes TB sd0 assintométicos e podem ter adoencalatente
sem desenvolver aformaativa. E estimado que aproximadamente um terco da populagio
mundia estgja infectada por Mtb, com o risco de possivel reativacdo que esta altamente
relacionado com insuficiénciaimune. O risco de evoluir paraumadoenca ativa é estimado
em aproximadamente 5% durante o primeiro ano de infeccdo e mais 5% durante toda a
vida (WHO, 2017).

Em 1993, a OMS declarou a TB uma emergéncia de salide publica mundial, num
momento em que foram estimados 7-8 milhdes de casos e 1,3-1.6 milhdes de mortes a
cada ano. Em 2016, foi estimado de 10,5 milhdes de casos e 1,3 milhdes de mortes
(incluindo mortes por tubercul ose entre pessoas HIV-positivas), tornando a TB adoenca
infecciosa mais mortal do mundo (WHO, 2017).

O conhecimento sobre a dindmica dessa doenga tem como marco a identificagdo
do bacilo M. tuberculosis por Robert Koch, em 1882. A TB é causada primariamente
pelo Mtb (bacilo de Koch), entretanto em muitas partes do mundo uma quantidade
significativa da doenca € também devida a infeccéo por outras espécies de micobactérias
gue pertencem ao complexo M. tuberculosis, como M. africanum, M. canetti, M. bovis,
M. microti e M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003).

Mtb € o agente etiolégico da tuberculose, pertencente a ordem dos
Actinomycetal es, subordem Corynebacteriaceae, familia Mycobacteriaceae. E um bacilo
aerdbio, ndo formador de esporos, sem flagelos, intracelular facultativo, medindo de 1 —
4 um de comprimento por 0,3 — 0,6 um de largura. Caracteriza-se por ser bacilo acool-
&cido resistente (BAAR).

No caso da TB, apés a inalacdo de goticulas contaminadas, expelidas por um
individuo infectado ao tossir, espirrar ou falar; o Mtb vai para os pulmdes do novo
hospedeiro. Ao atingir os alvéolos pulmonares, o Mtb é iniciamente reconhecido e
fagocitado pelos macréfagos alveolares, residentes do tecido pulmonar. Na maioria dos
casos, 0 macréfago alveolar, consegue destruir ou inibir amultiplicacéo dessas bactérias,
e ainfecgdo cessa ou se torna latente; o que evidencia o papel importante do sistema

imune inato na protegdo a TB. Apds afagocitose, o fagossomo contendo as bactérias seré
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fundido a um lisossomo presente no citoplasma da célula, dando origem a organela
chamada fagolisossomo. Dentro do fagolisossomo, as bactérias séo expostas ao pH acido
(4,5) dos lisossomos e as hidrolases, proteases, dentre outros mecanismos bactericidas
presentes nessas organelas, o que resulta na destruicdo desses microrganismos
(BURGDORF; KURTS, 2008).

As bactérias que escaparem da destruicdo inicial no fagolisossomo podem se
multiplicar. Isso acarretara na liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como 1L-12,
atraindo monaocitos e outras células inflamatérias para os pulmdes. Os mondcitos
inflamatérios se diferenciam em macréfagos, que fagocitam as bactérias e ddo inicio a
formagdo do granuloma (VAN CREVEL; OTTENHOFF, VAN DER MEER, 2002).
Duas a trés semanas apés ainfeccdo, células T especificas se desenvolvem, migram para
0s pulmdes e produzem citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, que ira ativar os
macréfagos para o controle dainfeccio (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2014).

O metabolismo do hospedeiro afeta as capacidades do sistemaimune, isso € mais
notado em individuos com extrema desregulacdo metabolica como, por exemplo,
pacientes com DM. Pacientes DM tem o risco 3 vezes mais alto de evoluir para TB ativa
(JEON; MURRAY, 2008). Hiperglicemiaeinsulinopeniacelular podem afetar asfungdes
tanto de macréfagos quanto de linfdcitos, levando a uma menor capacidade de conter
Mtb.

A patogenia da associacdo TB-DM parece ser multifatorial e ndo completamente
entendida, mas a inflamac&o cronica parece ser a caracteristica central da patogénese.
Pacientes DM sdo mais vulneraveis ainfeccdo e sofrem de doencas rel ativamente severas
devido a0 seu estado imunocomprometido. Existem mais chances de reativacdo de
antigos focos de TB, em relacdo ao contato recente e, geralmente, exibem maior
envolvimento dos lobos inferiores do que pacientes ndo diabéticos. Quando calculada a
correlacdo entre parametros glicémicos (glicose de jegum e HbA 1c) e a producdo de | FN-
y por células T de memoéria, pode-se observar uma corrrelagdo positiva entre
hiperglicemia e aumento da produgdo de IFN-y em resposta a estimulo por derivado
proteico purificado (PPD) de Mtb em pacientes TB-DM (RESTREPO, 2016).

Mondcitos de pacientes TB/DM parecem possuir fendtipo aterado que pode
aumentar a susceptibilidade a TB, ou segja, uma maior expressdo de CCR2 que pode
prevenir a migragdo de mondcitos para o sitio de infecgdo do Mtb (STEW et al., 2013).
Consistentemente, umaresposta Thl prejudicada e atrasada juntamente com areducdo de

expressdo de oxido nitrico (NO) é evidente em camundongos com DM quimicamente
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induzido einfectados com Mtb. Além disso, camundongos diabéti cosinfectados com Mtb
mostraram possuir uma menor razdo de citocinas Thl para Th2 no sangue periférico
(YAMASHIRO et al., 2005), sugerindo um pior prognéstico da infeccgo. Outro estudo
sugere que a expansao seletiva de células T reguladoras no pulméo de pacientes TB/DM
comparadas com as do sangue periférico, tem correlacdo com a reducdo dos nivels de
IFNy e aumento de IL-10 no sitio de infeccdo por Mtb (SUN et a., 2012).

E sugerido que tanto as respostas imunes adaptativa e inata podem ser afetadas
em pacientes TB-DM. Uma disfuncéo na resposta celular inata em resposta ao patégeno
atamente virulento juntamente com menor quantidade de linfécitos T e neutrdfilos é
notavel em pacientes TB-DM. Além disso, uma relagdo TCD4/TCD8 alterada, inibicéo
da funcdo de macréfagos com comprometimento da producdo de EROs tem efeito
depreciativo direto na explosdo respiratéria em pacientes TB-DM (YORKE et ., 2017).
Anormalidades na quimiotaxia, menor nimero de mondcitos periféricos e com fagocitose
comprometida, elevados niveis de citocinas tipo 1 e 17 circulantes também sdo
demonstrados em pacientes TB-DM (PAL et al., 2016).

Céulas produtoras de citocinas Thl tem um papel importante no controle e
inibicdo do bacilo Mtb. Pacientes TB-DM exibem niveiselevados de citocinas Th1 (IFNy,
TNF-0, IL-2), Th17 (IL-17) e outras citocinas pré-inflamatoérias (IL-1, IL-6, IL-18). Isso
€ associado com uma expansao de respostas Thl e Th17 patdgeno-especificas assim como
um repertdrio aumentado de molécul as citotoxicas expressas por células TCD8 e células
NK. A associacdo TB-DM também é correlacionada com frequéncias aumentadas de
céulasde memériacentral TCD4 e TCD8 (RAPOSO-GARCIA et al., 2017; RESTREPO,
2016). Uma melhora no controle da glicose em pacientes DM pode reverter os defeitos
na funcdo imune e reduzir a susceptibilidade a infeccdes (CASQUEIRO; CASQUEIRO;
ALVES, 2012). Pacientes com o DM mal controlado, sdo caracterizados por diminuicéo
dos niveis circulantes de adiponectina e/ou niveis aumentados de leptina, visfatina e
inibidor de ativacdo de plasminogénio 1 (PAI-1) circulantes, indicando a presenca de um
milié inflamatorio pronunciado. AlteracBes em niveis sistémicos de adipocinas indicam
que inflamagdo no tecido adiposo aterado contribui para a patogénese de TB-DM
(PAVAN KUMAR et a., 2016).

A inibicdo da sinalizagdo de PI3BK/AKT/mTORC1 também aumenta a producdo
de MMPL1, uma colagenase crucial na patogénese de TB, além da expressdo de multiplas
citocinas pro-inflamatérias (BRACE et al., 2017). Jafoi mostrado que em pacientes com

TB ativa, PI3K ndo é expressa no granuloma, além de macréfagos infectados com Mtb
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terem expressdo diminuida de PI3K (LEISCHING, 2018). Além do papel naformagéo da
lesdo pulmonar, estudos também sugerem que Mtb pode dificultar a sinalizagdo
PIBK/AKT/mMTORC1 em linfocitos de modo a promover a diferenciacdo de células
reguladoras, propiciando o escape da resposta imune; esse fendbmeno € mostrado pela
reducdo na ativacdo de componentes dessa via em linfocitos de pacientes com TB ativa
(ZHANG et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade € uma doenca de dificil tratamento clinico e que acarreta importante
perdade qualidade de vida, principal mente pel o surgimento de outras doencas associadas.
Nas ultimas duas décadas, as epidemias de OB e DM tem aumentado dramaticamente.
Segundo aOMS, desde 1975 até 2017 o nimero de individuos obesos dobrou, resultando
em aproximadamente 1,9 bilhes de adultos acima do peso, sendo destes 650 milhdes
obesos (WHO, 2018). Atualmente, é reconhecido que o tecido adiposo se comporta de
maneira inflamatéria, 0 que é em parte, responsavel pela disfuncdo metabdlica e
resisténciaainsulinaque leva ao desenvolvimento de diabetes do tipo 2. A sobrecarga de
nutrientes, e o subsequente aumento de massa adiposa, ocasiona hipdxia, estresse
oxidativo e estresse do reticulo endoplasmético; o que em Ultima estancia resulta na
disfuncéo dos adipdcitos e inducéo de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, 1L-6
eleptina (ELLULU et al., 2017).

A tuberculose, apesar de uma doenca milenar, continua como um importante
problema de salde publica, sendo a doenca infecciosa mais mortal do mundo. Uma
caracteristica que favorece a epidemia crescente de tuberculose € sua associagdo com
outras doencas, sendo a mais conhecida a AIDS, o que culmina em formas mais severas
da infeccdo. A epidemia de obesidade em paises endémicos para tuberculose levanta a
preocupacao de uma associacdo deletéria entre essas duas doencas, especial mente sendo
aobesidade conhecida por agravar outrasinfeccfes do trato respiratério (ZAMMIT et al.,
2010). Estudos iniciais mostraram uma relacéo inversa entre o indice de massa corporal
e aincidéncia de tuberculose (LONNROTH et al., 2010b), sugerindo um efeito protetor
da obesidade contraainfeccdo por Mtb; no entanto, a segunda principal doenca associada
atuberculose é a diabetes do tipo 2, uma doenca metabdlica fortemente associada com a
obesidade (AL-GOBLAN; AL-ALFI; KHAN, 2014).

A Organizagdo Mundial de Salde estabeleceu metas para a erradicacdo da
tuberculose até 2050 (WHO, 2014a). Logo, o entendimento da interagdo da TB com
outras doencas é fundamental parao desenvolvimento de melhores tratamentos e métodos
preventivos, especialmente a relacdo tuberculose-obesidade, cujo preciso mecanismo
imunol 0gico e/ou metabolico continuamal esclarecido. Tendo em vista que os mondécitos
s80 importantes células imunes para as trés doencas em questdo, na primeira parte deste

trabalho nos propusemos a avaliar 0 possivel envolvimento das subpopulagbes de
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mondcitos humanos na susceptibilidade de pacientes obesos e diabéticos a infeccdo por
Mtb.

A principal formade prevencdo da TB é a vacinagdo com BCG, uma das vacinas
mais bem-sucedidas, que oferece protecéo contra as formas mais graves de tuberculose
durante a infancia e a recomendacdo da OMS é que sgja utilizada até os dois meses de
idade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). No entanto, a vacina BCG néo é
suficiente para o controle da TB pulmonar, e nenhum trabalho avaliou se a obesidade
poderia interferir na resposta imune para a vacina BCG, e a obesidade vem aumentando
em criancas no mundo todo. Como jafoi mostrado que a obesidade interfere naformagéo
de respostas imunes protetoras para vacinas contra varias doencgas, como influenza A
(HIN1) (NEIDICH et al., 2017; SHERIDAN et al., 2012) e hepatite B (FAN et al., 2016b;
LIU; GUO; DONG, 2017b), decidiu-se avaliar na segunda parte desse trabalho se a
obesidade e diabetes induzida por dieta hipercaldrica interferem no resgate da resposta
vacinal para BCG em camundongos vacinados quando jovens.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avdiar o envolvimento das subpopulagbes de mondécitos na maior
susceptibilidade a tuberculose em pacientes obesos e diabéticos, bem como avdiar a

influéncia de dieta hiperlipidica no resgate da resposta imune por vacinacéo com BCG.

1.4. 3.2 Objetivos especificos

» Avadiar o perfil das subpopulagdes de mondécitos em pacientes OBDM;

» Comparar ainducéo e ativacdo de mondcitos de pacientes OBDM com monécitos

de pacientes TB;

» Avdiar a producdo de citocinas por monocitos de pacientes OBDM e pacientes
TB;

» Avaiar aexpressdo de TLRs em mondcitos de pacientes OBDM e pacientes TB;

» Avdiar a capacidade microbicida de mondcitos de pacientes OBDM e pacientes

TB frente infeccéo in vitro com Mtb;

» Avadliar a indugdo de células TCD4'IFNy" e TCD8IFNy" em camundongos
obesos vacinados com BCG apoés infeccdo com Mtb;

» Avdiar a capacidade da vacinagdo com BCG em proteger o tecido pulmonar de

lesdo em animais obesos apos infeccdo com Mtb;

» Avdiar o recrutamento de células inatas para o pulmé&o de camundongos obesos
vacinados com BCG apés infecgdo com Mtb;
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Abstract

Severe obesity and diabetes lead to a significant decrease in quality of life. Although
controversial, population-wide studies have implicated obesity in the development of
tuberculosis (TB). Non-classica monocytes have been described in obesity and TB,
whereasin diabetes they have been associated with poorer clinical outcomes. The present
study focuses on the functional significance of several monocyte populations of obese,
obesity-related diabetic (OBDM), non-obese/diabetic tubercul osis and non-obese healthy
control patients. Monocytes were evaluated by measuring expression of CD86, CD206,
TLR-2 and TLR-4 as well as production of IL-6, IL-12, and by using a mycobacterial
growth inhibition assay for both Mycobacterium tuberculosis and M. abscessus subsp.
massiliense. Non-classical monocytes from OBDM and non-obese TB patients exhibited
similar activation profiles (CD86/CD206/TLR-2 and TLR-4 expressions). Only
monocytes from TB patients had a higher positivity for IL-12 and IL-6, whereas
adiponectin serum levels increased similarly between TB and OBDM patients.
Monocytes from active TB patients and OBDM were more permissive to Mtb growth
than obese individuals, but this susceptibility was not observed for M. abscessus subsp.
massiliense. From these findings, we conclude that diabetes and tuberculosis had
similarities in the population of circulating non-classical monocytes, improving our

understanding of the association of these diseases.

Keywor ds. metabolism, co-infection, risk groups, severe obesity.
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1. Introduction

Chronic conditions that are associated with inflammation, such as obesity (OB),
diabetes mellitus (DM) and tuberculosis (TB) are serious public health problems. The
Obesity epidemic isincreasing around the world; between 1980 and 2014, the prevalence
of obesity among adults, aged 18 and older, nearly doubled. In 2014, 39% of adults were
overweight and 11% were classified as obese, totalizing more than 500 million people
with obesity (WHO, 2014b). As diabetes is associated with obesity, the prevalence of
diabetes had also increased in the same period, rising to 9% of the adult population
worldwide, totalizing 422 million people with diabetes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 20163).

Obesity is characterized by secretion by the adipose tissue of inflammatory
mediators like IL-1, IL-6, leptin, TNF-o and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-
1) among others (ELLULU et al., 2017; KANDA et al., 2006). Diabetes patients as well
present elevated circulating levels of acute phase proteins and inflammatory cytokines
such as IL-1 and IL-6 (AHMAD et a., 2016; PRADHAN, 2001), as well as NLRP3
activation (MASTERS et al., 2010). Thus, obesity and diabetes are classified as chronic
inflammatory diseases (ELLULU et al., 2017).

Monocytes are mononuclear phagocytes generated in the bone marrow
(SANCHEZ et a., 2009) and are constantly liberated into the circulation, forming a
heterogeneous population of cells. In humans, these cells can be divided into three
subpopulations accordingly to the expression of the surface markers CD14 and CD16
into, classical (CD14**CD16), intermediate (CD14*CD16") and non-classical
(CD14*CD16%) monocytes (DEVEVRE et a., 2015). The proportions of these
subpopulations have been shown to shift during severa inflammatory illnesses like
diabetes, obesity and tuberculosis. In obesity, for instance, it has been shown that the
circulating non-classic monocytes are increased and could give rise to the inflammatory
macrophages resident in the adipose tissue (PECHT et a., 2016) while circulating
classical monocyte population appears to correlate with CD11c+ macrophages in the
adipose tissue (WOUTERS et al., 2017). In diabetes, the variation in the populations of
circulating monocytes is aso present and some studies show that this variation is
correlated with disease severity [12,13,14]. In tuberculosis, the non-classical and
intermediate monocyte popul ations are expanded (CASTANO; GARCIA; ROJAS, 2011)
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and were related to the severity of the infection and modulated by the treatment
(SANCHEZ et al., 2006).

Within the monocyte subsets, the non-classical monocytes were described to
increase in obesity (MATTOS et a., 2016), diabetes (PECHT et al., 2016) and
tuberculosis (SAMPATH et al., 2018). Obese patients were shown to present a more
inflammatory population of non-classical monocytes than lean controls, with greater
production of inflammatory mediators (DEVEVRE et al., 2015). The non-classical
monocyte population is also increased in diabetes (YANG et a., 2012), and is related
with complications caused by the disease (MIN et a., 2012). This monocyte subset isalso
increased in tuberculosis (CASTANO; GARCIA; ROJAS, 2011) and correl ated with the
severity of the infection (SANCHEZ et a., 2006). Thus, non-classical monocyte
population might be inversely associated with capacity to deal with intracellular
pathogens.

As monocytes directly participate in the inflammation generated during the
abovementioned diseases, and non-classical monocytes might contribute to this chronic
inflammation; in this work we hypothesized that monocytes from obese individuals with
diabetes may be involved in the risk of developing TB, and wished to explore whether
the effect of a high proportion of non-classical monocytes in severe obesity (BMI > 35
kg/m2) and uncontrolled obesity-related diabetes (OBDM) (glycosylated Hb level >
6,5%) differed from that found in patients with TB.

2. Material and Methods

2.1 Study population

This study is part of a major project (DietBra Trial) that was approved by the
Research Ethics Committee (CEP) of the Clinics Hospital of the Universidade Federal de
Goias (protocol number 747.792). Forty-five severely obese individuals (BMI > 35
kg/m?) aged between 18 to 65 years old and living in Goidnia and/or the metropolitan
areawererecruited from asingleblind randomized clinical trial. The study was performed
at the Outpatient Clinic of Nutrition in Severe Obesity (ANOG) of the Clinics Hospital
of the Universidade Federal de Goiés (HC/UFG). Patients were sent to ANOG through
the Municipal Health Center (Secretaria Municipa de Salide - SMS) or through other
clinicsfrom HC/UFG,; therefore, every patient in this study was from the Unified Health
System of Goiania (Sistema Unico de Satide - SUS). The inclusion criteria were OB
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patients with or without DM, dyslipidemia, metabolic syndrome or arterial hypertension.
A recruit was excluded from the study for the following: underwent bariatric surgery or
lost 5% of body weight in the previous three months; had been previously treated at
ANOG,; or was using aspirin and antioxidants, was pregnant or lactating, or was an
alcoholic. Additionally, patients were excluded if they were receiving nutritional or
medical treatment for weight reduction, had received some type of nutritional treatment
inthelast 2 years, were using anti-obesity drugs like statins, or had food allergies or any
disability. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki for
experiments with human beings. The subjects participated in the study voluntarily and
signed informed consent prior to participation.

Samples from active TB patients (All TB patients were selected on clinical
symptoms of tuberculosis confirmed by thorax radiography suggestive of TB. Sputum
from all 21 patients with suggestive tuberculosis was processed for acid fast staining and
culture. However sample from five patients did not produce positive resultsin culture but
responded positively to the anti-TB treatment) recruited within 15 days of treatment and
asymptomatic healthy control individuals with normal blood parameters (controls) who
were tuberculin skin test negative and SPOT-TB negative were obtained from the
biologica sample collection of the Immunopathology and Tropical Diseases Laboratory
from the Tropical Pathology and Public Health Institute (IPTSP-UFG) under an approved
protocol (CEP/HC/UFG number 055/2009).

2.2 Blood collection and peripheral blood mononuclear cell (PBMC) isolation

Blood samples were harvested for serum and PBMC separation in the morning
after 12 hours of fasting, in areserved room next to the clinics where the patients were
being interviewed. Another 10 mL of blood was collected into a clot accelerator tube to
obtain serum, which was stored at -80°C for analysis.

PBMCs were isolated by Ficoll density gradient separation (Ficoll-Paque Plus,
GE Healthcare Bio-Sciences) of heparinized blood. After isolation, the cellswere counted
in a Neubauer chamber; the concentration was adjusted to 1x10° cells/mL, and the cells
were frozen with dimethyl sulfoxide (DM SO) at -80°C for analysis. For culture and flow
cytometric analysis, the cells were gently thawed, washed three times with RPM1-1640
(GIBCO, Invitrogen Corporation Grand Island, NY, USA) and transferred to 24 (500 L)
or 96 (200 pL)-well plates at a concentration of 10° cells/well with RPMI (GIBCO,
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Invitrogen Corporation Grand Island, NY, USA) supplemented with 2 nM glutamine, 10
nM pyruvate, 2 nM non-essential amino acids, 50 pg/mL streptomycin, 50 pg/mL
penicillin and 10% heat-inactivated fetal calf serum.

2.3 Circulating monocyte flow cytometry analysis
The following antibodies were used for labeling surface and intracellular

molecules for flow cytometry analysis: FITC CD206 (BD Pharmingen, San Jose, CA,
USA clone 87315)/ FITC TLR-2 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA clone TL2.1)/
FITC IL-6 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA clone MQ2-13A5), PE CD86 (BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA clone GL1)/PE TLR-4 (BD Pharmingen, San Jose, CA,
USA clone HTA125) PE IL-12p40/23 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA clone
eBioHP40), PercP CD14 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA clone 61D3) and APC
CD16 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA cloneB73.1), APC CD11b (BD Pharmingen,
San Jose, CA, USA clone ICRF44). Cells were treated with phosphate-buffered saline
(PBS) containing 0.05% sodium azide for 20 min before antibody labeling. After
centrifugation (3000 x g for 10 min), the cells were labeled for 30 min at 4°C with the
following labeled surface-marker antibodies: FITC (CD206/TLR-2), PE (CD86/TLR-4),
PercP (CD14) and APC (CD16/CD11b). The plates were then washed twice with
PBS/0.05% sodium azide and fixed with Perm Fix (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA)
for 20 min. For intracellular labeling, cells were permeabilized with Perm Wash (BD
Bioscience Pharmingen) and incubated for 20 min at 4°C with the following labeled
antibodies: FITC (IL-6) BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA) and PE (I1L-12p40/23) (BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA). After washing, the samples were immediately
analyzed using a FACS Verse (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) in the Multiuser
Laboratory at the V eterinary School of the Universidade Federal de Goias (UFG). At least
50,000 events were acquired for each sample. Data analysis was performed with the
software FlowJo Vs 7.0.

2.4 In vitro infection of monocyteswith M. tuberculosis (H37Rv) and Mycobacterium
abscessus subsp. massiliense.

PBMCs were plated in 24-well polystyrene plates with 3-mm glass slides at the
bottom using RPMI-1640 culture medium (GIBCO, Invitrogen Corporation Grand Island,
NY, USA) supplemented with 2 nM glutamine, 10 nM pyruvate, 2 nM non-essential
amino acids, 50 pg/mL streptomycin, 50 pg/mL penicillin and 10% heat -inactivated fetal
calf serum. After plating, the cells were incubated for 3 hours with no stimulus to alow
the monocytes to adhere to the glass dlide, after which the cells were washed with RPMI
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(37°C) to remove non-adherent cells. In vitro Mtb (H37Rv) infection was performed at a
1:1 multiplicity of infection (MQOI) in incomplete RPMI without streptomycin, kanamycin
or penicillin for 2 hours. The cells were then washed with RPM1 (37°C) supplemented
with 100 pg/mL kanamycin. One plate was incubated for 24 hours at 37°C to determine
the number of phagocytosed mycobacteria, and the other plate was incubated for 24 and
48 hours for quantification of cytokines and nitric oxide released into the medium. Cells
were aso harvested on the glass dlides for Fite-Faraco staining.
2.5 Colony forming unit (CFU) deter mination

After 24 hours of incubation, cells were washed twice with PBS (37°C), lysed
with 200 pL of PBS 0.05%/Triton X-100, and serially diluted 10, 10, and 10°3. Next,
50 L of each dilution was plated in duplicate on 7H11 Middlebrook agar supplemented
with olei ¢ acid-albumin-dextrose-catalase. The plates wereincubated for 3 weeks at 37°C
in a0.05% CO> atmosphere.
2.6 Cytokine analyses

The serum or supernatant of cell cultures was used for adiponectin (limit of
detection: 1.64 pg /mL), TNF-a (limit of detection: 6 pg/mL) and TGF-p (limit of
detection: 8 pg/mL) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the
manufacturer's instructions, Human Adiponectin Platinum ELISA, TNF-o and TGF-8
ELISA Ready-SET-Go (eBioscience, USA) kits were used. Optical density (OD) at 450
nm was obtained using an ELISA reader (Thermo LabSystems Multiskan RC/MS/EX
Microplate Reader). For each cytokine, a standard curve was cal culated from the readings
of different concentrations of recombinant cytokines provided by the commercial Kkits.
The obtained OD vaues were then converted to actual concentrations based on the

respective cytokine standard curve.
2.7 Nitric oxide deter mination

Supernatants (100 L) from monocyte cultures that had been infected with Mtb
were stored in a 96-well plate at -20°C until use. Fifty microliters of the supernatant was
transferred to another 96-well plate, and 50 mL Griess reagent (1% sulphanilamide, 2%
phosphoric acid, and 0.1% naphthylethylene diamine dihydrochloride) was added. The
samples were incubated for 15 min at room temperature, protected from light. A serial
dilution of nitrite was included in separate wells to provide a standard curve for

42



comparison. Absorbance at 595 nm was measured using a spectrophotometer (Thermo
LabSystems Multiskan RC/MS/EX Microplate Reader).

2.8 Statistical analysis

All results were tabulated using Microsoft Excel software, and graphics and
statistical analysis were performed using GraphPad Prism 5 software. Normality was
defined using the Shapiro-Wilk test. Variances among parametric results were tested by
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Student’s t test or Tukey test. Non-
parametric results (median fluorescence intensity, MFI anaysis) were analyzed by one-
way ANOVA, and groups were compared using the Mann-Whitney test. Statistical
significance was considered at p < 0.05.

3. Results

3.1 Study sample characteristics.

Our cohort consisted of a severely obese population of 45 individuals, among
whom 22 were OB patients and 25 OBDM patients. Most of the patients were female
(n=40), with an average age of 40.7 + 8.8 years. The blood glucose and glycated
hemoglobin levels of the diabetic patients were both higher than those of the OB patients
(Glucose: 154.4 vs.101.1; *p<0.05 and Glycated hemoglobin: 7.4 vs. 5.9; *p<0.05). To
investigate if either OB or OB in combination with DM is a risk factor for TB
development, an active TB patient group and a respective control group were included.
As shown in Table 1, 21 active TB individuals were selected. Most were male (n=18),
with an average age of 40 years old, and had a confirmed TB diagnosis. Ten control
individuals with negative tuberculin skin test (TST) were selected (Table 1). The
monocytes of all recruited patientswere marked for CD14"CD11b* and CD14"CD16" but
we show here only the CD14"CD16" cells of 11 selected patients, as this phenotype is
better described in the literature.

3.2 OBDM individuals have a mixed population of activated non-classical
monocytes.

In vitro, macrophages differentiate toward a pro-inflammatory profile in the
presence of glucose (TORRES-CASTRO et al., 2016). Therefore, we hypothesized that
higher blood glucose levelsin OB patients might influence the phenotype of circulating
monocytes. Based on glucose level, glycated hemoglobin and insulin level (HOMA
index, Homeostatic Model Assessment), individuals were classified into OBDM and OB
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groups, and the three major populations of circulating monocytes in the blood of control,
OB and OBDM individuals were evaluated by flow cytometry. Monocyte populations
were separated based on expression of CD14 and CD16 molecules into CD14"CD16
(classical monocytes), CD14"*CD16" (intermediate monocytes) and CD14"CD16" (non-
classical monocytes) groups. Through analysis of these monocyte populations, we
calculated the MFI of the molecules CD86 (the co-stimulatory protein, also known asB7-
2, which binds to CD28 and CTLA-4, present on antigen-presenting cells and working
with CD80 to prime T cells) and CD206 (Mannose receptor). According to the results,
classical and intermediate monocytes from OBDM patients had higher expression of
CD86 than did hedthy individuals or OB patients (Figure 1A and 1C; *p<0.05).
Conversdly, no difference in expression of CD206 was observed among the populations
(Figure 1B and D; p>0.05).

However, when analyzing non-classical monocyte populations, we found that
monocytes from both OB and OBDM patients had higher expression of CD86 and CD206
than did monocytes from control individuals. Neverthel ess, non-classical monocytesfrom
OBDM individuals still showed increased expression of CD86 and CD206 compared to
the OB group (Figure 1E; *p<0.05). Furthermore, non-classical monocytes were the only
cell type that presented differential expression of CD86 between the OB and control
groups. Maybe the metabolic changes in OBDM patients caused the increase of non-
classical monocytes levels that express both CD86 and CD206 (LUMENG et al., 2007).

3.2 Non-classical monocytes from OBDM patients are similar to active TB non-
classical monocytes.

Considering the alterations in monocytes during DM and the historica
relationship between DM and TB, we sought to determine whether non-classical
monocytes population could be related in both diseases. Although we analyzed peripheral
monocytes, in regard to TB, Mtb interacts with macrophages through complement
receptors, TLRs and CD206, inducing activation of the cells and promoting an
inflammatory response as well asincreased expression of activation molecules (BAFICA
et a., 2005; HETLAND; WIKER, 1994; RIVERA-MARRERO €t al., 2002). As the
response profile of TB infection is similar to that in other inflammatory diseases such as
DM, we questioned whether similarities might exist in the circulating monocyte
phenotype in both illnesses once this may increase the likelihood of an OBDM individual

developing TB.



To address this question, the circulating monocyte populations of control, OB,
OBDM and active TB patients were analyzed. As shown in Figure 2A, classical,
intermediate and non-classical monocyte populations were identified by flow cytometry.
Compared to control individuals, cells isolated from all patient groups exhibited
decreased numbers of classical monocytes (Figure 2B, p<0.05) and an increase in both
intermediate and non-classical monocytes (Figure 2C and 2D, p<0.05). Furthermore, the
percentage of each monocyte population was altered in a similar manner in the different
disease states, which prompted us to consider that these cells may participate in the
pathology of OB, OBDM and active TB patients.

Next, expression levels of CD86 and CD206 in monocytes from TB compared to
OB and OBDM patients were evauated. Expression levels of CD86 and CD206 in
classical (3A and 3B) and intermediate (3C and 3D) monocytes were assessed, and the
results are presented in Figure 3. Classical and intermediate monocytes from OBDM
individuals presented CD86 MFI higher than all the other groups. No differences were
observed on the CD206 level of expression. Increased levels of CD86 MFI were observed
on non-classical monocytes among all groups investigated (Figure 3 E) when compared
to healthy controls. In a similar trend, the expression of CD206 among non-classical
monocytes was increased in OBDM and TB patients (Figure 3F) compared to OB and
healthy controls.

In light of these results, we conclude that active TB, OB, and OBDM patients
have a similar phenotype of non-classical circulating monocytes, indicating a possible
function of these cells in both ilInesses and a possible connecting point in the historical

association between tuberculosis and diabetes.

3.4 Activation of circulating monocytes in OBDM does not affect cytokine
production.

To further investigate apossible similarity in function of these cells, we measured
the production of cytokines by the non-classica monocyte population using flow
cytometry. We evaluated the production of two main inflammatory cytokines, IL-12 and
IL-6, which are both important for the establishment of inflammation and are related to
the immune responses of TB and OBDM. To our surprise, significant production of the
cytokines was only found in active TB patients (Figures 4A and 4B).

Different cell populations produce a variety of inflammatory cytokines that

contribute to the inflammatory state of these diseases. For instance, TNF-a, produced
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mainly by activated macrophages, isimplicated in insulin resistance in DM, and TGF-p3,
produced by many cell types, results in differentiation of Th17 cells, which isimportant
in both diseases; adiponectin, produced exclusively by adipocytes, is aso related to
insulin resistance  (BRAGA GOMES, FONTANA RODRIGUES; PAULA
FERNANDES, 2014, SWAROOP, RAJARAJESWARI; NAIDU, 2012; XITA;
TSATSOULIS, 2012). Adiponectin has aso been considered a serum marker for severity
of tuberculosis infection, and hence was found increased in the serum of active TB
patients (ELNEMR et a., 2015; KEICHO et a., 2012). We investigated the serum levels
of adiponectin and found that it was similarly increased in TB and OBDM patients (Figure
4C). We also investigated the systemic production of inflammatory cytokines by testing
serum from these patients. We found that TNF-a levels were not different from control
individuals (Figure 4E) and that TB patients showed decreased TGF- production (Figure
4D). As cytokine production was not similar between the diseases, we investigated the
activation and microbicide capacity of monocytes in both illnesses.

3.5 Expression of TLRsissimilar between OBDM and TB patient monocytes.

It is known that in OB and other metabolic diseases, the presence of free fatty
acids and glucose can lead to activation of macrophages through interaction with TLR-2
and TLR-4 (BAHAT et a., 2012). These same receptors are aso crucia for the
recognition of Mtb by several innateimmunity cells. To determine whether the expression
profiles of these moleculesin circulating monocytes are similar for both diseases, the MFI
of TLR-2 and TLR-4 in CD14"CD11b" monocytes from the peripheral blood of control,
OB, OBDM and active TB patients was evaluated (Figure 5A); as CD11b is a globa
marker of monocytes, the CD14*CD11b" population was chosen for analysis such that all
three CD14/CD16 monocyte populations could be investigated. Based on our resullts,
TLR-2 expressions were increased in OB and TB, but OBDM presented a tendency to
increase as well (Figure 5B); in contrast, TLR-4 expressions were reduced compared to
the healthy control group (Figure 5C). These data suggest that TLR-2 signaling may be
involved in the inflammation process in both diseases, reinforcing the importance of

monocytes in these conditions.

3.6 OB and OBDM contributeto M. tuberculosis growth in monocytes.
It has been observed that monocytes from OB and OBDM individuals share
similarities with monocytes from active TB patients. TLRs are important receptors for
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inflammation initiation in both diseases and are largely related to Mtb phagocytosis. The
similarity between these cells, together with the fact that TLR-2 levels were altered in
both OBDM and TB patients, prompted us to assess if similar alterations in monocyte
TLR expression, result in a change in cellular killing capacity that may be implicated in
TB susceptibility in DM patients. Macrophages derived from the monocytes from control,
OB, OBDM and active TB patients were infected with Mtb in vitro for 24 and 48 hours.
After in vitro infection, macrophages from OB patients were more permissive to Mtb
growth, whereas OBDM and TB patient macrophages exhibited similar increasesin Mtb
growth, which was higher than that in macrophages from the OB and control individuas
(Figure 6A). Nitric oxide production by these cells during infection was also measured,
with greater production by OBDM and TB monocytes observed after 24 (Figure 6B) and
48 (Figure 6C) hours.

To assesswhether Mtb cell wall components or virulence factors exclusive to Mtb
were responsible for this phenomenon, we repeated the in vitro infection using M.
abscessus subsp. massiliense, a rapidly growing environmental mycobacterium. We
observed that the growth of M. abscessus subsp. massiliense remained unaltered,
independent of the monocyte with which it was cultured. After 48 hours of infection,
overal bacterial growth was reduced by almost one log, as expected for this bacterium
(Figure 7). This result suggests that components exclusive to Mtb may play arolein its
survival in TB and OBDM monocytes.

4. Discussion

Our data confirm the previous literature where non-classical circulating
monocytes were increased in obese individuals [10-15]. Additionally, we show for the
first time that this cellular involvement occurs among OBDM and OB patients with body
mass index (BMI) greater than 35 kg/m2. Classical and intermediate monocytes from
OBDM patients presented higher levels of CD86 expression, while non-classica
monocytes from OBDM patients presented increased CD86 and CD206 levels when
compared to OB individuals. Non-classical monocytes from OBDM patients had similar
levels of CD86 expression as those from TB patients. However only the non-classical
monocytes from TB patients had increased expression of IL-12 and IL-6 cytokines that
did not correlate with the TLR-2 expression increase seen in all patient groups.
Interestingly the expression of TLR-4 was reduced similarly in all groups. Despite the
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differences in pro-inflammatory cytokine expression observed on monocytes from
OBDM and TB individuals, they were both more permissive to Mtb growth but not to
other mycobacteria (M. abscessus subsp. massiliense for example), when compared to
OB and control individuals, suggesting that maybe monocytes could be one of the
common factors associated with increased TB susceptibility.

In this work, it was found that the subpopulations of monocytes were increased,
as expected, in OBDM patients (DEVEVRE et d., 2015), whereas in OBDM, only non-
classical monocytes exhibited mixed expression of the surface markers CD86 and CD206.
Moreover, expression of CD86 by OBDM patients differed from OB patients only with
regard to the non-classical population. CD86 is a costimulatory molecule present in
antigen-presenting cells important for the generation of the specific immune response
[29]. High expression of this molecule by monocytes has been associated with the
development of inflammatory M1 macrophages [30]. CD206 is a C-type lectin, also
known as mannose receptor, previously described as participating in the phagocytosis of
pathogens such as Mtb [31] and isrelated to insulin resistance in human obesity [32]. The
increased expression of these molecules could reflect the inflammatory state of these
conditions, as CD206, for instance, could mediate inflammation through recognition of
DAMPs resulting in release of pro-inflammatory cytokines like IL-1p and IL-6 [33]. As
for CD86, the expression of this molecule has already been correlated with inflammation
and production of TNF-o, IL-18, IL-8 and other inflammatory cytokines [34],
corroborating with our findings.

As macrophages participate directly in the pathology of both diseases, we
analyzed circulating monocyte profiles in OBDM and TB patients. Although the non-
classical monocytes of these individuals expressed both CD86 and CD206, there was a
predominance of CD86 expression. In the tissue, macrophages with a CD206" profile
have aso been defined as inflammatory and contribute to insulin resistance, metabolic
syndrome and DM development (FESSLER; RUDEL; BROWN, 2009; WENTWORTH
et a., 2010). An increase in inflammatory CD86 monocytes in TB patients, could
contribute to tissue damage in the lungs, once this cells infiltrate and differentiate into
inflammatory macrophages, worsening the disease [36].

In the liver and subcutaneous tissues of OBDM patients, there is a predominance
of M1 pro-inflammatory macrophages (TREM-1, CD86, CCR-7, INOS, IFN-y, TNF-a,
IL-6, MCP-1, CCR-2 and CCR-5) and areduction in M2 macrophages (TREM-2, CD163,
IL-4 and I1L-10) compared to obese and lean individuals (ANDRADE et a., 2014). As
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observed in OBDM patients, macrophages from OB patients, also increased these
molecules that are mostly associated with M1 markers (ANDRADE et al., 2014).
Circulating classical monocytes from healthy individuals preferentially differentiate into
M1 macrophages, while non-classical monocytes into M2 macrophages [38]. Our data,
however, demonstrate that for OBDM and TB patients, the non-classical monocytes have
amixed expression of molecules (CD86 and CD206). Moreover, non-classical monocytes
from TB patients showed a tendency towards M1 polarization, once these cells were
positive for IL-12 and IL-6 (Figure 4). Furthermore, despite the belief that non-classical
monocytes are the source of M2 macrophages, it was characterized here and by others
that in OB, aswell asin TB, these cells produce mostly inflammatory cytokines like IL-
1B, IL-6, IL-8 and IL-12 [15,16], which are cytokines classically produced by M1
macrophages.

The M1/M2 paradigm should be evaluated with caution, as monocyte phenotypes
are very plastic and any variation in the microenvironment of the host, like
obesity/diabetes, could influence the polarization of these cells. Dueto theintrinsic high
production of pro-inflammatory cytokines within the microenvironment of those tissues,
circul ating monocytes might be modul ated toward an M 1 profile, as observed in this study
(Figures 1 and 5), favoring induction of insulin resistance, although the authors are aware
that more markers are needed to completely define an M1 popul ation.

Although we observed similarity in the expression of activation molecules in
monocytes from TB and OBDM patients, only those from active TB patients showed
increased expression of IL-12 and IL-6 (Figure 4), but the TGF-$ blood levels were
decreased. This fact might be explained because during Mtb infection, interaction of
PAMPs from the bacterial cells results in direct activation of monocytes and these cells
could be previoudly activated, while the monocytes from OB patients were not. The
difference in cytokine production generates a paradox, because obesity and TB are
chronic inflammatory diseases that could induce monocyte activation, but one possible
explanation is that the cells from OB and OBDM patients could be in an immune
exhaustion state [39] and to a lower degree of innate immune cells [40-42]. Thus, the
absence of cytokine production by OB and OBDM cells could reflect an inability of these
cellsto respond to an infection. In addition, in the studied diseases no increase of TNF-a
level was observed. It is very well known that IL-12 and TNF-o are important

macrophage activators that significantly contribute to the control of Mtb infection
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[43,44]. Maybe the inability of non-classical monocytes from OB and OBDM patientsto
produce those cytokines could contribute to an increased risk of TB development.

Our results demonstrate that in relation to healthy individuals, OB and active TB
patients have increased expression of TLR-2 in circulating monocytes (Figure 5). In
contrast, expression of TLR-4 is reduced in OB, OBDM and active TB patients. There
are many questions about the factors that predispose OBDM individuals to develop TB.
It was recently demonstrated that macrophages from overweight DM individuals
(BMI1=28 kg/m?) exhibit defects in phagocytosis of M. bovis BCG (RAPOSO-GARCIA
et a., 2017), prompting us to question whether the phagocytosis receptors of these
monocytes could be defective in the internaization of Mtb, as it is the main etiologic
agent of TB, and also M. abscessus subsp. massiliense, arapidly growing mycobacteria.

We have shown areductionin TLR-4 in circulating monocytesin OB and OBDM
individuals (Figure 5). One of the possible explanations for this reduction is that these
receptors might be unavailable for identification on the monocyte surface due to
internalization of bonded receptors. This interaction promotes activation of this cells
resulting in production of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a and adhesion
molecules that promote inappropriate recruitment of circulating monocytes to adipose
tissue (SHI et a., 2006). However, our results show that in circulation, those monocytes
do not possess the ability to produce some of these cytokines (Figure 4), even after
activation of TLR-4 due to a possible immune exhaustion as already discussed above.

When monocytes are infected with Mtb, increased bacterial growth can be
observed in the cells of OBDM individuals (BM1>40) in relation to monocytes from
healthy individuals. This phenomenon is similar to that found for the macrophages of
active TB individuals (Figure 6). The increase in TLR-2 in monocytes from OBDM and
active TB patients might contribute to enhanced Mtb growth, as the TDM present in the
Mtb cell wall interacts with TLR-2, which leads to infection and disease (KIM et d.,
2010). In its many centuries of coevolution with the human host, Mtb has developed
severa mechanismsto evade the immune system, including exploiting TLR-2 activation.
Some proteins secreted by Mtb (such as hsp60 and PPE18) can induce production of the
anti-inflammatory cytokine IL-10 in a TLR-2 dependent manner by human macrophages
(PARVEEN et al., 2013). Animportant virulent factor of Mtb, the protein ESAT-6isalso
reported to bind to TLR-2 and inhibit production of IL-12, a cytokine that is crucial for
eliminating Mtb (PATHAK et a., 2007). Furthermore, several Mtb lipoproteins can
interact with TLR-2 and inhibit MHC-I1 antigen presentation (GEHRING et al., 2004;
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PECORA et d., 2006). Taken together, the findings suggest that metabolic changes due
to DM may facilitate Mtb growth in monocytes through increased TLR-2 expression.

A different result was observed when monocytes were infected with M. abscessus
subsp. massiliense, as bacterial growth was not changed among the tested groups (Figure
7). As demonstrated by Kim et al, (KIM et al., 2014), M. abscessus subsp. massiliense
can interact with TLR-2, although this interaction did not result in advantage for M.
abscessus subsp. massiliense, aswith Mtb. These results suggest that M. abscessus subsp.
massiliense lack some evasion mechanism present in Mtb, due to the different
composition of their cell walls; demonstrating that there could be a mycobacterial factor
involved in the growth inhibition, besides the differences anong monocytes. Also, the
different environment in which these cells were (the patient) before in vitro chalenge
may al so influence the outcome of this assay.

Although the conditions in which we cultured the monocytes for infection with
both bacteria were the same, the cells came from different patients with different
inflammatory and metabolic states (specially OBDM patients) that could have influenced
the monocytesto beless able to control the infection by Mth. We believe that the increase
in TLR-2 and CD206 could contribute to the diminished capacity of OBDM and TB
macrophages to control the multiplication of Mtb, and not to M. abscessus subsp.
massiliense due to the better adaptation of Mtb to evade cellular microbicide responses
trough TLR-2 manipulation [50,51]. Further, a degree of immune exhaustion could be
present in the OBDM cells due to the chronic inflammatory state where these cells were
generated [41], that could render the macrophages functionally less capable of eliminating
a more pathogenic bacteria like Mth. These findings are in line with other studies that
demonstrate lesser capacity of DM derived macrophages to eliminate several strains of
Mtb [40].

It has been observed that in OB, alterations in adipokine metabolism result in
dysregulation in the production of adiponectin, which is reduced in obese individuals
(MAURY; BRICHARD, 2010). It is known that adiponectin is related to activation of
dendritic cells, leading to polarization of TCD4+ into Thl and Thl7 cells [54]. Many
papers already described the production and the function of adiponectin in obesity [53]
and diabetes [55]; in our work the elevated serum levels of adiponectin of TB patients
was expected asit is described that this adipokine is amodulator of inflammation and has
been considered a serum marker for severity of tuberculosis infection [26,27]. It is aso

suggested that Mtb use the adipose tissue to hide from the immune system and persist in
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the host, generating an increased production of adiponectin by the adipose tissue [27].
The presence of elevated levels of adiponectin in both obesity and tuberculosis reinforces
the possible connection of these two diseases.

The authors recognize that the number of patientsin this study was not ideal, but
as al the evaluations were repeated three times with consistent results, we believe that
theresults obtained are accurate. Another limitation of thisstudy isthat it wasnot possible
to test the OB patients for latent tuberculosis infection due to a shortage of PPD
availability in Brazil. The sex differences in the studied groups may also be an issue, but
alterations in monocyte populations, especially non- classica monocytes, have been
shown to be independent of sex and age in obesity [10]. The authors aso recognize the
limitations in not performing a sorting assay to better define if non-classical monocytes
could be responsible for TB susceptibility.

The results presented herein suggest that the non-classical monocyte population
may be alink between OBDM and TB and may be one of the factors that contribute to
the association of these two diseases, due to various phenotypical and functional
similarities found in these cells in both diseases. Although, some differences are still
present (cytokine production) that may be relevant to confirm this association. We
conclude that obesity induced diabetes and tuberculosis present several immune
similarities, especialy in the population of circulating non-classical monocytes, and this
similarities are another step in the understanding of the association of these two diseases.
Nevertheless, further studies should be conducted to clarify the differences found and to

determine the mechanisms involved in this phenomenon.
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List of tables

Table 1. Severe obese, Active TB and healthy patient demographic data

Obesity (BMI > 35 kg/m?)

Non-diabetic Diabetic Control@ Active TB? p*
N=22 N=25 N=20 N=21
Gender (M/F) 3/19 4/21 11/9 18/13
Age (Years) 40.7 + 8.8 455+ 9.2 34 +14.3 41.5 £ 135
Weight (kg) 113.3+ 185 117.4+18.2 - -
BMI (kg/m?) 45+ 6.4 471+7.0 - -
Blood glucose 1011+252 1544+ 758 94 + 17 117+ 32 p=0.0003
(mg/dL)
Insulin (mg/dL) 20+ 109 20.8+9.6 - -
HbA1c (%) <6,4% >6,5% - -
BAAR NA NA NA 21/21 positive
Culture NA NA NA 16/21 positive

p* = ANOVA comparison between the four groups. p value is omitted when p<0.05

NA: Not-applicable
Post-test Tukey for glucose serum levels show significant differences between diabetic
and non-diabetic obese groups p<0.01, and between diabetic obese and healthy control

groups p<0.01.

a Samples were obtained from the biological sample collection of the Immunopathol ogy
and Tropical Diseases Laboratory |PTSP-UFG, protocol of CEP/HC/UFG number

055/2009.
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Figure Legends

Figure 1. Median fluorescence intensity (MFI) of CD86 and CD206 molecule
expression by CD14**CD16, CD14**CD16* and CD14*CD16" monocytes isolated
from PBM Csof OB and OBDM patients. A and B: CD86 and CD206 MFI of classical
monocytes from healthy control, OB and OBDM individuals. C and D: CD86 and CD206
MFI of intermediate monocytes from healthy control, OB and OBDM individuals. E and
F.: CD86 and CD206 MFI of non-classical monocytes from healthy control, OB and
OBDM individuas. * p<0.05.

Figure 2. Gating strategy for circulating monocyte analysis and monocyte sub-
population per centage from healthy control, OB, OBDM and active TB patients. A:
First, singlets were selected, and the monocyte population was gated based on cell size
and granularity. Subsequently, the classical, intermediate and non-classica
subpopulations of monocytes of control, OB, OBDM and TB individuals were analyzed.
B: Percentage of classica monocyte population of control, OB, OBDM and TB
individuals. C: Percentage of intermediate monocyte population of healthy control, OB,
OBDM and TB individuals. D: Percentage of non-classica monocyte population of
control, OB, OBDM and TB individuals, *p<0.05.

Figure 3. CD86 and CD206 expression by classical, intermediate and non-classical
monocytes from healthy control, OB, OBDM and active TB patients. A and B: CD86
and CD206 MFIs of classical monocytes from healthy control, OB, OBDM and active
TB individuals. C and D: CD86 and CD206 MFIs of intermediate monocytes from
healthy control, OB, OBDM and active TB individuals. E and F: CD86 and CD206 MFls
of non-classical monocytes from healthy control, OB, OBDM and active TB individuals.
*p<0.05.

Figure 4. Median fluorescence intensity (MFI) of IL-12p40/23 and IL-6 cytokinesin
CD14*CD16" monocytesfrom PBM Cs, and serum cytokinesfrom OB and active TB
patients. A and B: MFI of 1L-12p40/23 and IL-6 of non-classical monocytes from
healthy, OB, OBDM and active TB patients. C, D and E: Adiponectin, TGF- and TNF-
a levels measured in the serum from healthy controls, OB, OBDM and active TB patients
*p<0.05.

Figure 5. Median fluorescence intensity (MFI) of TLR-2 and TLR-4 of
CD14*CD11b* monocyte populations. A: The gating strategy for circulating monocyte
analyses started with singlet selection, and the monocyte population was then gated.
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Subsequently, analysis of the CD14"CD11b" monocyte population was performed. B:
MFI of TLR-2 of healthy control, OB, OBDM and active TB groups. C: MFI of TLR-4
in healthy control, OB, OBDM and active TB groups. * p<0,05.

Figure 6. Mtb (H37Rv) infection of monocytes from healthy controls, OB, OBDM
and active TB patients. A: Monocytes obtained from healthy individuals, OB, OBDM
and active TB patients were infected in vitro with Mtb (MOI 1:1). After 24 hours of
infection, the cells were lysed with 0.05% Triton. The lysates were diluted to 1071, 102
and 103, plated (50 L) on 7H11 agar medium and incubated for 21 days at 37°C with a
5% CO. atmosphere. B: At 24 and 48 hours after infection, the culture supernatants were
collected for nitric oxide determination. C: After 24 and 48 hours of infection,
respectively, the culture supernatants were collected for nitric oxide determination
*p<0.05.

Figure 7. Mycobacterium abscessus subsp. massiliense infection of monocytes from
healthy controls, OB, OBDM and active TB patients. A: Monocytes obtained from
healthy, OB, OBDM and active TB patients were infected in vitro with M. abscessus
subsp. massiliense (MOI 1:1). After 24 or 48 hours of infection, the cells were lysed with
0,05% Triton. The lysate was diluted to 10, 102 and 1073, plated (50 pL) in MH agar
medium and incubated for up to 7 days at 37°C with a 5% CO. atmosphere. B: CFU
growth 24 and 48 hours post-infection. C: At 24 and 48 hours after infection, the culture

supernatants were collected for nitric oxide determination.
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Figure 1. Median fluorescence intensity (MFI) of CD86 and CD206 molecule
expression by CD14**CD16, CD14**CD16" and CD14*CD16" monocytes isolated
from PBM Cs of OB and OBDM patients.
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Figure 6. Mtb (H37Rv) infection of monocytes from healthy controls, OB, OBDM

and active TB patients.
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I ntroducéo

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mth). Geralmente ela afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas pode também
afetar outros 6rgéos (TB extrapulmonar). A tuberculose continua como um problema de
salde publica, sendo a doenca infecciosa mais morta do mundo (WHO, 2017).
Hiperglicemia e insulinopenia celular podem afetar as funcbes tanto de macréfagos
guanto de linfocitos, levando a uma menor capacidade de conter Mtb. Monécitos de
pacientes com tuberculose e pacientes com diabetes apresentam fendétipo alterado que
pode estar envolvido na maior susceptibilidade de individuos diabéticos a tuberculose
(RESENDE et d., 2019).

A obesidade € uma doenca neurocomportamental, cronica e multifatorial em que
0 aumento da gordura corporal promove disfungdes do tecido adiposo resultando em
consequéncias adversas de base metabolica, bioquimica e psicossocia para a salide. E
diagnosticada pelo indice de Massa Corpora (IMC), em conjunto com o céculo do
percentual de gordura corporal e circunferéncia da cintura (WHO, 2018). Além de ser,
por si sO, um problema de salde publica mundial, a obesidade é fator de risco para
diversas doencas como: diabetes mellitus tipo 2, segunda causa de comorbidade em
pacientes com tuberculose (DIBAISE et al., 2008). Estudos recentes mostram que o
metabolismo alterado do hospedeiro obeso também afeta as capacidades do sistema
imune, pela producdo crbénica de citocinas pré inflamatorias pelo tecido adiposo
hipertrofico, como IL-6, IL13, MCP-1, Leptina (JEON; MURRAY , 2008; RESTREPO,
2012; RESTREPO et a., 2011).

Tem sido demonstrado que obesi dade/diabetes pode afetar as respostas de vacinas
a diversos microrganismos (L1U; GUO; DONG, 2017). Weber e colaboradores (1985),
conduziram um estudo para descrever arelacdo entre resposta vacinal e obesidade. Esse
grupo descobriu que, elevado IMC esté associado com a falha no desenvolvimento de
nivels detectavels de anticorpos gerados pela vacinagdo contra Hepatite B em
trabalhadores da salide. Também ja foi reportado menor resposta de anticorpos para a
mesma vacina em adolescentes com elevado IMC (IMC > 30) (SIMO MINANA et dl.,
1996). Para outro agente infeccioso como o virus da influenza A (H1N1), os individuos
obesos apresentam resposta a vacina trivalente para influenza (T1V), no entanto, em 12
meses apos a vacinagao, ostitul os de anticorpos se reduzem drasticamente se comparados
aos titulos dos individuos com IMC < 25 (SHERIDAN et al., 2012).
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Devido ao aumento no numero de individuos portando tanto obesidade quanto
diabetes em paises endémicos para tuberculose (DI CESARE et a., 2016 ; LIN et a.,
2018), e esses apresentarem mecani Smos imunol ogicos alterados, torna-se crucial avaliar
Se essas patologiasinterferem naresposta vacinal aBCG. Adicionalmente, avacinaBCG
€ utilizada na infancia e tém se mostrado o aumento da obesidade infantil (1 em cada 3
criangas apresentam sobrepeso; OMS; 2018), portanto, € crucial avaliar se a obesidade
interfere no resgate da resposta imune para a vacina BCG ap0s o0 desafio com

Mycobacterium tuberculosis.

Metodologia

Dieta e esquema vacinal

Foram utilizados camundongos machos com 4-6 semanas de idade da linhagem
C57BL/6 provenientes do biotério do Instituto de Patologia Tropical e Salde Publica da
UFG, que foram distribuidos ao acaso em grupos de 3 animais, em gaiolas com agua e
dietaad libitum estéreis, mantidos em ciclo luz\escuro de 12 horas. Os animais dos grupos
obesos receberam racao hipercal érica composta de 58% lipideos, 25,6% carboidratos e
16,4% proteinas, com total calérico de 23,4kJ/g. As condicdes de temperatura, umidade
e ventilacdo foram mantidas usando estante ventilada em sala com dupla contencéo e
circulagdo de ar préprio. As trocas das gaiolas foram realizadas em fluxo laminar classe
B2. O uso dos camundongos foi conduzido de acordo com as orientagdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (CONCEA) e aprovado por comité de
éticano uso de animais da UFG N° 027/14. Os ensaios foram repetidos pelo menos duas
vezes independentes para comprovacao da reprodutibilidade dos experimentos.

Esquema vacinal: os camundongos foram divididos em 6 grupos, sendo eles
controle/eutrdfico, controle/obeso, vacinagao/eutrofico, vaci nagao/obeso,
booster/eutrofico e booster/obeso. Os animais dos grupos vacinagdo foram inoculados
uma tnica vez no dia 0 com 106 UFC de BCG Moreau em 100uL de PBS 0,05% Tween
80, subcutaneamente. Os animais dos grupos Booster receberam inoculagcdo de 10ug de
proteina CMX + adjuvante incompleto de Freund + cpgDNA, os animais dos grupos

controle receberam apenas PBS 0,05% Tween 80. No fim de 8 semanas, todos os animais
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foram desafiados com 10° CFU de Mtb via intranasal, apds 30 dias foram eutanasiados
por deslocamento cervical e foi realizada a coleta dos 6rgéos.

I nfeccdo experimental

A cepa H37Rv foi mantida no meio de cultura Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC e Tween 80 a0,05% até afase de crescimento logaritmico. Aliquotasa-80°C
foram armazenadas, e depois de um més foram plaqueadas em meio de cultura
Middlebrook 7H11 suplementado com OADC, e quantificadas. No dia da infeccdo, o
inoculo foi diluido em PBS-Tween 80 a0.05%, na concentracéo indicada (10° UFC/mL).
Os animais foram infectados por via intranasal com 100uL de suspensdo de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv a 10° UFC/mL, contendo assim 10° UFC/animal.
Apés ainfeccdo, sob o nivel de biossegurancatrés (BL3), os animais foram mantidos em
microisoladores acoplados a rack ventilada equipada com filtros absolutos HEPA na

entrada e saida de ar.

Histopatologia

Foram separados para avaliacao histoldgica o |6bulo caudal direito do pulméo dos
animais desafiados com Mtb ap6s 30 dias (n=3/grupo). Os pulmdes foram perfundidos
com heparina 0,05% através da inoculacdo no ventriculo direito do coracdo. O l6bulo
pulmonar foi fixado em paraformaldeido tamponado a 10%. Os tecidos foram
processados posteriormente e corados com hematoxilina e eosina (HE) para andise

microscopica (Axio scope.Al — Carl Zeiss).

Citometria defluxo

Os lobos pulmonares anterior e posterior esquerdos e 0 bago dos animais
eutanasiados aos 30 dias apds o desafio com Mtb (H37Rv) foram coletados (N = 3). O
pulméo foi fragmentado e incubado com Dnase/Colagenase 10% por 30 minutos a 37°C
e posteriormente as célul as foram separadas em peneirade nylon de 70um. As células do
baco foram obtidas por passagem em peneira de nylon de 70 pm. As hemécias foram
lisadas com tampéo de lise (0,15M NH4CI, 10mM KHCO3) e as células remanescentes
foram gjustadas para 1x106 célulassmL. Foram plagueados os diferentes estimulos na
placa de 96 pocos antes da adicdo das suspensdes celulares do pulmé&o e bago. Os

esplenacitos e células pulmonares foram estimuladas com ConA (10 pg/mL) ou derivado
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proteico de cultura de BCG (10 pg/mL) mais anti-CD3 (Clone 17A2 Biolegend) e anti-
CD28 (Clone 17.51 Biolegend), ou ndo estimulados (meio). Depois de incubar em estufa
a 5% de CO2 a 37°C por 4 h, uma solugdo de Monenzina (3 uM; BD Pharmingen) foi
adicionada as células, e novamente incubadas por 6 horas. Paraamarcacéo de linfécitos,
as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4+PercP (Clone RM4-5 eBioscience)
e anti-CD8-PE (CLONE 53-6.7 eBioscience) por 20 minutos. A marcagdo intracelular foi
feita usando anti-IFN-y-APC (clone: XMG1.2 eBioscience) diluido em tampdo Perm
Wash (BD Cytofix/Cytoperm Kit). Para avaliar macrofagos, monaocitos, granuldcitos e
células dendriticas, as células foram marcadas com anti-F4/80-APC (Clone BM8
Biolegend), anti-CD11b-FITC (M1-70 eBioscience) e anti-CD11c-PE (Clone 1418
eBioscience). As células foram adquiridas com o citébmetro de fluxo BD Biosciences
FACSVerse (Laboratério Multiusuario de cultura de células — Escola de Veterindria e

Zootecnia- UFG) e os dados foram analisados usando o software FlowJo 8,7.

Andlise estatistica

Osresultados foram tabulados, e 0 nimero total de célulasfoi calculado utilizando
programa Microsoft Office Excell 2013. Os dados foram transferidos para programa
GraphPad Prism vr.7, onde foram cal culados amédia e o desvio padréo das amostras. Foi
realizada a analise de variancia entre os grupos (two-way ANOVA) seguido de pés-teste
ndo-parameétrico de Kruska-Wallis. Diferencaestatisticafoi consideradaquando valor de
p < 0,05.

Resultados

1. Dieta hiperlipidica induz ganho de peso e aumento da glicose circulante em

camundongos C57BL 6 mesmo apo6s infeccdo com Mtb.

Os animais foram vacinados no inicio do esquema parareproduzir avacinagao em
humanos que ocorre antes do desenvolvimento da obesidade (Figura 1A). A dieta
hiperlipidica foi iniciada no dia da vacinagdo e mantida até o final do esquema. Pode-se
observar que os animais sob dieta hiperlipidica apresentaram ganho de peso (Figura 1C)
a partir da quarta semana (Figura 1B), com um ganho de peso percentual ao final do

esguema por volta de 60% contra 15% do aumento no peso dos animais sob dieta
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convencional (Figura 1D). Também foi observado aumento nos niveis de glicose sérica
ao final do delineamento experimental nos animais sob dieta hiperlipidica, compativeis
com niveis associando a diabetes (Figura 1E) (SURWIT et al., 1988).

2. A formacéo de resposta vacinal em camundongos obesos parece ser preudicada
guando a vacinagdo ocor r e antes do estabelecimento da obesidade.

Para a avaliacdo da resposta vacinal, foi pesquisada as células TCD4 e TCD8
especificas produtoras de IFNy presentes no bago dos animais. Observamos que de modo
geral, os animais obesos apresentam uma quantidade menor de células TCD4" no baco
(Figura 2A) quando infectados com M. tuberculosis. Dentre essas células, um nuimero
significativamente menor, quando comparado aos animais eutroficos, sdo capazes de
produzir IFN-y apés estimulo com antigenos de BCG (Figura 2B). Quanto as células
TCDS8, observamos que ndo houve diferenca estatistica no nimero total dessas células no
baco de ambos os animais eutréficos e obesos (Figura 2C), nem na quantidade de células
TCD8 produtoras de IFN-y (Figura 2D).
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Figura 1. Ganho de peso e aumento de glicose sanguinea pés dieta hipercalorica de
12 semanas. Linha do tempo representativa do esquema de dieta e vacinagcdo de
camundongos C57BL/6 machos (A); Cinética de ganho de peso semana de
camundongos C57BL/6 sob dieta hiperlipidica ou ndo (B) ; Imagem representativa de
animal obeso e anima eutréfico (C) ; Ganho de peso percentua de camundongos
C57BL/6 sob dieta hiperlipidica ou ndo, porcentagem calculada pelo peso ao final do
esguema em comparagao com peso inicial (D) ; Niveis de glicose sérica de camundongos
C57BL/6 sob dieta hiperlipidica ou ndo ao final do esquema vacinal, dosagem realizada
apos 12 horas dejgum (E). NFD — Normal Fat Diet, HFD — High Fat Diet.
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Figura 2. Células TCD4 e TCD8 especificas produtoras de IFNy no baco dos animais
infectados. Os animais foram vacinados ou ndo e submetidos a diferentes dietas:
Hiperlipidica (HFD) ou dieta convencional (NFD), e 30 dias ap6s a ultima vacinagdo
foram desafiados com Mtb. Oslinfocitos do bago foram avaliados ap6s 30 dias do desafio.
(A e B), Nimero absoluto de linfécitos TCD4" no bago de animais obesos (HFD) ou
normais (NFD) apds vacinagéo com BCG ou BCG + booster e desafio com Mth. Em (B),
TCD4'TIFNy™. (C e D), Nimero absoluto de linfcitos TCD8' no bago de animais obesos
(HFD) ou normais (NFD) apés vacinacdo com BCG ou BCG + booster e desafio com
Mtb. Em (D), TCD8'IFNy". * = p < 0,05.

3. Camundongos obesos apresentam maior lesdo pulmonar pos infecgéo.
Para avaliar a extensdo da lesdo pulmonar causada pela infeccdo com Mtb, foi
realizada a avaliagdo histopatol 6gica do lobo caudal inferior do pulméo dos animais. Por

meio da contagem da area com presenca de infiltrado inflamatorio e/ou perda da
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arquitetura pulmonar, foi estabelecido um score de area lesionada de cada 6rgdo. Pode-
se observar que nos animais eutréficos a vacinagdo com BCG diminuiu a érea lesionada
no pulm&o, engquanto a vacinagcdo com booster provocou aumento da area lesionada. Ja
nos animais obesos ha grande presenca de area lesionada nos animais néo vacinados, a
vacinagdo com BCG e BCG mais Booster com CM X conseguem reduzir a érealesionada
(Figura3). Essesresultados sugerem que a obesi dade/di abetes esta rel acionada com maior
lesdo causada pela resposta inflamatoria no pulmao apés infeccdo com Mtb, e apesar de
vacinacdo com BCG conseguir diminuir a area lesionada, esta ainda é superior a de

animais ndo obesos.
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Figura 3. Porcentagem de area lesionada no pulméo dos animais. Porcentagem de
area lesionada, avaliada por microscopia de luz, relativa a area total de no minimo trés
campos representativos do pulmdo de cada animal, sob dieta hiperlipidica ou néo,
vacinados com BCG ou BCG mais booster com CM X, ap0s infecgdo com Mth. HFD —
Grupo sob dieta hiperlipidica, BCG — Grupo vacinado com BCG Moreau, Booster —
Grupo vacinado com BCG Moreau seguido de dois boosters de proteina recombinante
CMX.
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Ao avaliar as fotomicrografias representativas de cada tratamento (Figura 6),
pode-se observar o intenso infiltrado inflamatorio no pulm&o dos animais obesos (Figura
4D), e obesos vacinados com BCG (Figura4E). Os animais eutréficos apresentam pouco
infiltrado inflamatério e arquitetura dos alvéolos pulmonares preservada (Figura 4A e
4B), exceto pelos animais vacinados com BCG + booster com CMX (Figura 4C). O
infiltrado celular aparenta ser de natureza mononuclear em todos os animais estudados.

4. Recrutamento de células da imunidade inata para pulméo de camundongos apos

infeccdo com Mtb parece ser reduzida na obesidade.

Umaimportante caracteristicadavacinaBCG é aativacdo daimunidade inata que
posteriormente direciona o desenvolvimento da resposta adaptativa (NETEA ; VAN
CREVEL, 2014). Ap6sinfeccdo, tais células estimul adas pelavacinamigram parao local
da infeccdo para exercer sua funcdo. Quando avaliado o nuimero total de células
dendriticas, monadcitos, granuldcitos além dos macréfagos aveolares residentes, ndo foi
observada diferenca significativa entre os animais obesos e normais (Figura 5), houve
reducéo da popul acdo de granul 6citos nos animais obesos sem tratamento em rel agcdo aos

animais eutréficos sem tratamento (Figura 5C).
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Booster

Figura 4. Andlise histopatoldgica do pulmao de camundongos C57BL/6 sob dieta

hiperlipidica apds infeccdo com Mtb. Foi coletado o lobo caudal direito do pulméo de
camundongos sob dieta hiperlipidicaou convencional, vacinados com BCG ou BCG mais
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booster com CMX, 30 dias apds infeccdo com Mtb. Foram confeccionadas |aminas
histologicas de cada 6rgédo e obtidas fotomicrografias representativas de cada corte.
Coloracéo HE, Aumento 4x. (A) - camundongo C57BL/6 sob dieta convencional, (B)
- camundongo C57BL/6 sob dieta convencional vacinado com BCG, (C) - camundongo
C57BL/6 sob dieta convencional vacinado com BCG mais booster com CMX, (D) -
camundongo C57BL/6 sob dieta hiperlipidica, (E) - camundongo C57BL/6 sob dieta
hiperlipidica vacinado com BCG, (F) - camundongo C57BL/6 sob dieta hiperlipidica
vacinado com BCG mais booster com CMX. Seta longa — tecido com arquitetura

preservada ; Seta curta— infiltrado inflamatorio.
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Figura5. Recrutamento decélulasinatas para pulméao deanimais C57BL /6 sob dieta
hiperlipidica ou n&o ap0s infeccdo por Mtb. Os animais foram vacinados ou néo e
submetidos a diferentes dietas : Hiperlipidica (HFD) ou dieta convencional (NFD), e 30
dias apos a ultima vacinagdo foram desafiados com Mtb. As céulas da resposta inata
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foram avaliadas no pulméo 30 dias apds o0 desafio, de acordo com a expressao das
moléculas CD11b e CD11c. (A) Contagem absoluta de macréfagos alveolares
F4/80"'CD11b'CD11c™'®H,  (B); Contagem absoluta de céulas dendriticas
F4/80*CD11b"'®HCD11cM'®H,  (C); Contagem absoluta de  granulécitos
F4/80*CD11bM'PCD11c, (D) ; Contagem absoluta  de monacitos
F4/80*CD11bM'PCD11cMP. * = p < 0,05.

Para melhor avaliar o recrutamento dessas populagdes celulares para 0 pulméao
dos animais apds a infecgdo, foi realizado a avaliag@o de cada populagéo celular em
proporcdo as demais dentro de cada grupo experimental. Pode-se observar que a
proporcéo de macrofagos aveolares esta aumentada apds a infeccdo nos camundongos
eutroficos controles, enquanto nos animais vacinados, as proporgdes dessas células
diminuem, aumentando a propor¢do de células dendriticas e mondcitos. Independente do
desafio com Mtb, animais eutréficos mantiveram a proporc¢do de granul citos constante.

Nos animais obesos ha uma predominancia dos macréfagos alveolares, que se
mantém mesmo apds avacinacdo com BCG (Figura6B, 6D). Apenas 0 grupo que recebeu
dois reforcos com proteina recombinante CMX foi capaz de recrutar outras popul agdes
celulares para o tecido pulmonar (Figura6F), como células dendriticas e mondcitos. Esses
resultados sugerem gue a obesidade prejudica o recrutamento de células da imunidade
inata para o 6rgdo alvo apos a infeccdo por Mtb, o que pode prejudicar a formagdo da

subsequente respostade células T.
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Figura 6. Amplitude do recrutamento de cdlulas inatas para o pulméao dos animais
C57BL/6 sob dieta hiperlipidica ou ndo apos infecgdo por Mth. Os animais foram
vacinados ou ndo e submetidos a diferentes dietas: Hiperlipidica (HFD) ou dieta

convencional (NFD), e 30 dias apos a ultima vacinagéo foram desafiados com Mtb. As
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células darespostainata foram avaliadas no pulméo apds dias do desafio, a proporgéo de
cadapopulacéo celular foi avaliadadentro de cada grupo. (A) — Propor¢édo das popul agdes
celulares em animais C57BL/6 apos infeccdo com Mtb ; (B) - Proporcdo das popul agdes
celulares em animais C57BL/6 sob dieta hiperlipidica apos infeccdo com Mtb; (C) -
Propor¢éo das populagdes celulares em animais C57BL/6 vacinados com BCG ap0s
infeccéo com Mtb ; (D) - Proporcéo das populagdes celulares em animais C57BL/6 sob
dieta hiperlipidica vacinados com BCG ap6s infeccdo com Mtb ; (E) - Proporcéo das
popul agbes celulares em animais C57BL/6 vacinados com BCG mais booster com CM X,
apos infeccdo com Mtb ; (F) - Proporcéo das populactes celulares em animais C57BL/6
sob dieta hiperlipidica vacinados com BCG mais booster com CM X, ap6s infecgdo com
Mtb.

Discussao

As ateragbes metabdlicas causadas pela obesidade/diabetes podem interferir na
respostavacinal protetora a diversos patdgenos (LIU; GUO; DONG, 2017a; NEIDICH et
a., 2017; SHERIDAN et al., 2012; SIMO MINANA et a., 1996), porém ainda nzo foi
demonstrado se a obesidade afeta a resposta imune para a vacina BCG. Neste trabalho a
obesidade induzida apés a vacinacdo com BCG parece ndo interferir diretamente no
resgate de linfécitos TCD4IFNy" apés o desafio com M. tuberculosis. Além disso, o
tecido pulmonar dos animais obesos apresenta maior lesdo quando comparados aos
animais eutroficos. Também pode-se observar que parece haver menor recrutamento de
células inatas para 0 pulmdo dos camundongos obesos, com predominancia de

macr6fagos alveolares residentes.

Parainduc&o daobesidade, os animaisforam submetidos aumadieta hipercal orica
de 8 semanas (Figura 1A). Este método de obesidade experimental foi escolhido por ser
0 gque melhor representa a obesidade humana (LUTZ; WOODS, 2012), em relacdo as
alteracbes metabdlicas e ao acumulo de lipidio, além do desenvolvimento de atos niveis

de glicose séricos.
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Para a avaliagcdo da resposta vacina a BCG frente ainfecgdo foi pesquisado as
células TCD4 e TCD8, pois estudos ja demonstraram que células TCD4 sdo as
principais células efetoras geradas por BCG no pulméo, e demonstram aimportancia das
células TCD8 em prevenir a disseminacdo (KIPNIS et al., 2005; YAO et al., 2014). Foi
observado que parece haver reducdo de células TCD4*IFNy" nos animais obesos,
independente de qual tratamento realizado (Figura 2B), sugerindo que as alteracOes
metabdlicas presentes na obesidade/diabetes podem interferir na ativacdo da resposta
vacinal da BCG, reforcando a associacdo entre as epidemias de diabetes e tuberculose
(KAPUR et al., 2016). N&o houve alteracdo nas células TCD8 (Figura2C, 2D), o que ndo
€ surpreendente visto gque estudos ja demonstraram que a obesidade ndo influencia o
desenvolvimento ou a manutencdo de respostas de células TCD8 de memaria formadas
tanto antes quanto depois do estabelecimento da obesidade perante infeccdo com
patdgenos diferentes (KHAN et a., 2014).

Estudos anteriores com vacina BCG e com a proteina CM X mostram que além de
induzir respostacelular especifica, aBCG é capaz de proteger o tecido pulmonar de danos
causados pelo processo inflamatério gerado durante a infecg@o por Mtb (DA COSTA et
al., 2014). Neste estudo, enquanto a érea lesionada no pulméao de animais eutroficos é
diminuida pela vacinagdo com BCG em niveis semelhantes a estudos anteriores (DA
COSTA et al., 2014); os animais obesos apresentam porcentagem de area lesionada
superior (Figuras 3 e 4). A obesidade ja € associada com lesdo pulmonar em diversas
enfermidades infecciosas ou ndo (MCCALLISTER et a., 2009); estudos mostram que a
diminuicdo de adiponectina caracteristica da obesidade causa o aumento da expressao de
mol éculas de adeso nas células endoteliais do pulméo de camundongos obesos, além de
reduzir aexpressao de moléculas juncionais entre essas cél ulas, resultando em maior dano
ao tecido pulmonar frente desafio com LPS (SHAH et a., 2015). Desse modo, a maior
predisposicao a lesdo no tecido pulmonar causada pela obesidade pode ser responsavel
pelagrande porcentagem de arealesionada, mesmo apds vacinagdo com BCG, encontrada
em animais obesos neste trabalho (Figura 3 e 4), apesar do menor recrutamento de células

inatas também evidenciado aqui (Figura5).

Paradeterminar anaturezado infiltrado celular inflamatdrio evidenciado no tecido
pulmonar (Figura 4), as células da imunidade inata presentes no pulméo dos animais
infectados foram analisadas por citometriade fluxo. Quando comparamos cada popul agéo
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celular com as demais em um mesmo grupo, observamos gue 0s animais obesos
permanecem com maioria de macrofagos aveolares no parénquima pulmonar mesmo
apos a vacinacdo com BCG (Figura 5B, 5D), enquanto os animais eutroficos recrutam
mai's células dendriticas e mondcitos para 0 6rgao apos a vacinacdo. Somente 0s animais
que foram desafiados com CM X apresentam recrutamento de células similar aos animais
eutroficos (Figura 5E). Como visto anteriormente, a interagdo da proteina CMX com
macréfagos ativa NF-«kB, e estimula a producdo de citocinas pro-inflamatGrias como
TNF-0 (DA COSTA etal., 2017), o que poderia recuperar o recrutamento de células dos
individuos obesos quando recebem reforco com CMX. A diminuicdo da &rea lesionada
em animais obesos vacinados que receberam reforco sugere que a obesidade possa
interferir na formacdo de resposta inflamatéria especifica para CMX. Quanto a menor
migracdo de células nos animai s obesos/diabéti cos, varios estudos mostram que adiabetes
dtera vias relacionadas com a migracdo de células imunes como a diminuicdo da
interacdo entre leucocitos e o endotélio (ANJOS-VALOTTA et a., 2006), menor resposta
vascular a mediadores imunes como a histamina e bradicinina (FORTES; LEME;
SCIVOLETTO, 1984), além de menor resposta das vias aéreas a exposi¢ao a antigeno
(BELMONTE; FRYER; COSTELLO, 1998); desse modo, o estado diabético causado
pela obesidade pode estar contribuindo para uma menor migracdo de células inatas para

0S animai s obesos neste estudo.

Esses dados sugerem que o estado metabdlico alterado na obesidade/diabetes ja
estabelecida, ndo influencia na formacdo de resposta vacinal em um curto periodo de
tempo. Uma particularidade davacina BCG é ainducdo de imunidade treinadaem células
inatas, principalmente macrofagos (ARTS et al., 2018). Ta fenbmeno € caracterizado
pela habilidade melhorada dos macré6fagos em produzir citocinas inflamatérias como
TNF-a e IL-6, sendo mediado por modificacdes epigenéticas e sinalizacdo de NOD2
(MOURITS et d., 2018). Talvez o fendmeno observado neste trabalho possa ser devido
aperda de macrofagos treinados por BCG devido a prolongada exposi¢do ao ambiente de
obesidade/diabetes, visto que essas células sofrem mudancas drésticas em seu
metabolismo energético (Warburg effect) (MOURITS et a., 2018) que talvez sga
prejudicado pela obesidade/diabetes. Uma diminuicdo nessas células contribuiria para a
menor resposta de células TCD4+IFNy+ (Figura 2).
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Em suma os resultados aqui apresentados sugerem que a obesidade/diabetes,
desenvolvida ao longo da vida, pode prejudicar a ativacéo de resposta vacina a BCG
frente infeccdo de Mtb; indicando o envolvimento da obesidade no resgate da resposta
vacinal. Como avacina BCG €, em sua maioria, administrada ao nascer, ainterferéncia
na formagdo de resposta causada pela crescente epidemia de obesidade infantil se torna
mais um desafio para as metas da Organizacdo Mundia de Salde para a erradicacéo da
TB até 2050.
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6. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foi demonstrado pela primeira vez uma possivel relagdo entre
OBDM e TB por ateracfes similares na populacéo de mondcitos ndo cléssicos em ambas
essas doencas. Mondcitos ndo classi cos de pacientes OBDM possuiam niveis semel hantes
de expressdo de CD86 que os de pacientes TB. No entanto, apenas os mondécitos ndo
cléssicos de pacientes TB apresentaram aumento na expressao das citocinas|L-6 e IL-12,
gue ndo se correlaciona com a expressdo de TLR-2 aumentada presente em todos os
grupos. Interessantemente, a expressao de TLR-4 foi reduzida similarmente em todos os
grupos. Apesar da diferenca na expressdo de citocinas pro-inflamatérias observada nos
monacitos de pacientes OBDM e TB, ambos foram mais permissivos ao crescimento de
Mtb mas ndo a outras micobactérias (M. abscessus subsp. massiliense por exemplo),
quando comparado aos individuos OB e controles saudaveis, sugerindo que talvez esses
mondcitos sgam um fator comum no aumento da susceptibilidade a TB. Também
avaliamos a capacidade do estado microinflamatorio presente na obesidade de interferir
na formacéo de resposta vacinal & BCG. Observamos que a obesidade induzida em
camundongos apés a vacinagcdo com BCG parece interferir na inducdo do perfil de
linfocitos TCD4'TFNy" ap6s o desafio com M. tuberculosis. Além disso, o tecido
pulmonar dos animais obesos apresenta maior lesdo quando comparados aos animais
eutroficos. Também pode-se observar menor recrutamento de células inatas para o
pulmdo dos camundongos obesos, com predominancia de macréfagos alveolares
residentes.

No primeiro artigo, foi demonstrado que as populagdes de mondcitos foram
aumentadas, como esperado, em pacientes OBDM (DEVEVRE et a., 2015), enquanto
em pacientes OBDM, apenas mondcitos ndo classicos exibiram expressdo mista dos
marcadores de superficie CD86 e CD206. A expressao aumentada dessas mol écul as pode
refletir o estado inflamatério dessas doencgas, visto que ambas essas moléculas séo
mediadores da inflamag&o e estimulam a producéo de citocinas como IL-1B e IL-6
(RAGGI et d., 2017) além de TNF-a, IL-18 e IL-8 e (SINDHU et al., 2015). Devido a
importancia de macréfagos na patologia da TB anaisamos o perfil de mondcitos
circulantes em pacientes OBDM e TB. Os mondcitos ndo classicos de ambos os grupos
de pacientes expressaram ambos CD86 e CD206, de forma similar, o que sugere relagcdo

entre as doencas visto que macréfagos com um perfil CD206" sdo capazes de contribuir
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para a resisténcia a insulina e desenvolvimento de DM (FESSLER; RUDEL ; BROWN,
2009; WENTWORTH et al., 2010). A expressdo de CD86" em pacientes TB é ainda
correlacionada com a piora da doenca, contribuindo para o dano tecidual durante a
infeccdo (FINDLAY; HUSSELL, 2012).

Dentre as diversas teorias sobre a predisposicdo de pacientes OBDM a
desenvolver TB, umarecentemente demonstrada sugere que afagocitose pode ser afetada
pela obesidade (RAPOSO-GARCIA et a., 2017). Isso nos levou a perguntar se 0s
monaocitos ndo classicos dos pacientes OBDM e TB poderiam estar com a capacidade
fagocitica alterada de forma similar, desse modo avaliamos a expressdo de receptores de
fagocitose nessas células. Nossos resultados demonstram que em relagcdo a individuos
saudaveis, pacientes OB e TB possuem expressdo aumentada de TLR-2 em monécitos
circulantes (Figura5). Em contraste, a expresséo de TLR-4 é reduzida em pacientes OB,
OBDM e TB, uma possivel explicacéo para essa reducdo € gque esses receptores podem
estar indisponiveis paraidentificacdo na superficie dos mondcitos devido ainternalizagdo
dos mesmos apds aligacdo (SHI; DAS; DAS, 2006).

Mtb desenvolveu varios mecanismos que exploram a ativacdo de TLR-2 para a
evasdo do sistema imune, por exemplo, ESAT-6 interagem com TLR-2 inibindo a
producéo de IL-12 (PATHAK et al., 2007), hsp60 interage com TLR-2 estimulando a
producdo de IL-10 (PARVEEN et a., 2013), dentre outras. Dessa forma a maior
expressdo de TLR-2 pelos mondcitos ndo cléssicos tanto de pacientes OBDM quanto TB
pode estar ligado a ndo eiminagcdo do patdgeno. Como observamos apos a infeccdo in
vitro de macréfagos desses pacientes com Mth, onde as células de pacientes OBDM e TB
nado eliminam abactériatdo bem quanto os controles (Figura6). 1sso sugere que alteractes
fenotipicas presentes nessas células em DM podem facilitar o crescimento de Mtb em
monaocitos pelo aumento da expressdo de TLR-2. A ndo alteracdo no crescimento de M.
abscessus subsp. massiliense (Figura 7) corroboraaimportanciado aumento daexpresséo
de TLR-2 nos monacitos néo cléssicos, visto que TLR-2 ndo € importante para a evasao
darespostaimune para M. abscessus subsp. massiliense como € para Mtb (GEHRING et
al., 2004; PECORA et a., 2006). Ademais, h4 também influéncia do diferente
microambiente onde essas células foram “primadas” in vivo. Os estados inflamatorios e
metabodlicos dos pacientes onde essas células residiam podem ter influenciado na
capacidade de contencdo dainfecgdo. Certo grau deimuno exaustéo pode estar envolvido
em pacientes OBDM (BI; TIAN, 2017), que pode tornar os macroéfagos funcionalmente

menos capazes de eliminar uma bactéria mais patogénica como Mtb. Outros estudos ja
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demonstraram que macro6fagos derivados de pacientes DM possuem menor capacidade
de eliminar vérias cepas de Mtb (LOPEZ-LOPEZ et al., 2018).

Quando avaliamos essas células funcionalmente, isto € sua capacidade de
producdo de citocinas, constatamos que apenas as células de pacientes TB demonstraram
aumento naexpressdo de IL-12 elL-6 (Figura4). A baixaproducdo de citocinas pode ser
explicada por pacientes OB e OBDM poderem estar em estado de imuno exaustdo
(WHERRY ; KURACHI, 2015) e em um menor grau de ativacéo da respostaimune (BI;
TIAN, 2017; KWAIJTAAL et al., 2007; LOPEZ-LOPEZ et a., 2018). A faltade resposta
dessas células é um importante fator para o aumento de susceptibilidade a diversas
infeccdes, inclusive TB, cuja resposta imune se baseia principalmente em células Thl e
Th17 (FERNANDEZ SOTO et a., 2018; SCRIBA et a., 2008), perfis celulares
dependentes de citocinas como IL-12 e IL-6 (BHAUMIK; BASU, 2017; ZHU et 4d.,
2012). Os elevados niveis de adiponectina encontrados em pacientes TB podem também
estar correlacionados com uma maior susceptibilidade, visto que Mtb pode usar o tecido
adiposo parase esconder do sistemaimune e persistir no hospedeiro, gerando um aumento
na producdo de adiponectina pelo tecido adiposo (ELNEMR et al., 2015).

No segundo artigo, buscamos explorar se a obesidade pode interferir naformacéo
derespostavacinal aBCG, visto queja é sabido que pacientes obesos tem dificuldade em
estabel ecer resposta vacinal protetora frente vacinacéo contra outros patogenos (FAN et
a., 2016a; LI1U; GUO; DONG, 2017a; PARK et al., 2014; SHERIDAN et a., 2012). A
obesidade induzida ap6s a vacinagdo com BCG demonstrou a capacidade de interferir na
inducdo do perfil de linfocitos TCD4IFNYy* apds o desafio com M. tuberculosis. Além
disso, o tecido pulmonar dos animais obesos apresenta maior lesdo quando comparados
aos animais eutroficos. Também pode-se observar menor recrutamento de células inatas
para o pulméo dos camundongos obesos, com predominancia de macréfagos alveolares
residentes.

Para avaiar a interferéncia da obesidade na vacinagdo com BCG, testamos se a
obesidade interfere no resgate dessa resposta perante infecgdo, onde os animais foram
vacinados antes do advento da obesidade. Observamos que quando os animais sdo
vacinados antes de se tornarem obesos, ocorre reducdo de células T CD4'TFNy* (Figura
2B), enquanto a vacinagdo em animais apos se tornarem obesos ndo apresenta diferenca
estatistica entre os animais eutroficos e obesos (Figura 9C). Esses dados sugerem que a
obesidade interfere principalmente no resgate da resposta imune vacinal ja formada do

gue na prépria formacao dessa resposta.
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A vacina BCG é umadas melhores vacinas ja desenvolvidas e atuamente a Unica
forma de prevencéo contra TB. No entanto, a BCG apresenta uma grande variagcéo na
protecdo de individuos e falha na promocéo de resposta adaptativa duradoura. Fatores
inerentes tanto a BCG quanto ao paciente sdo considerados responsaveis pelavariacdo na
resposta induzida pela vacina tanto adaptativa, quando na resposta inata (MOLIVA,;
TURNER; TORRELLES, 2017). Por exemplo, a vacina BCG € uma poderosa indutora
deimunidade treinada em células inatas, principa mente macrofagos (ARTS et al., 2018),
resultando em melhor producdo de TNF-a e IL-6 pelos macrofagos frente um segundo
encontro com antigeno (MOURITS et a., 2018). Neste caso, um fator intrinseco do
paciente seria a obesidade, de modo que o metabolismo energético aterado poderia
influenciar nessas células treinadas, as quais passam por mudanca em Seu proprio
metabolismo da glicose (Warburg effect) (MOURITS et al., 2018).

De fato, observamos uma maior migracdo de macréfagos e granulécitos para o
pulmdo de animais vacinados apls obesos, em comparacdo com animais eutroficos
(Figura 10). Sugerindo que a presenca dessas células no 6rgéo alvo da infeccdo pode
propiciar a formacdo de memaria inata e uma melhor resposta adaptativa posterior.
Ademais, estudos sugerem que a susceptibilidade aumentada pela obesidade a
tuberculose é dependente de NLRP3 (PATRICIA; ALBORNOZ, 2018); visto que a
formacdo da imunidade treinada é dependente de sinalizacdo via NOD2, receptor
envolvido na formacdo de NLRP3, talvez a obesidade interfira na formacéo da resposta
vacinal por esse mecanismo.

A interferéncia da obesidade e diabetes em respostas vacinais ja é descrita para
influenza e hepatite (GREEN; BECK, 2017; LIU; GUO; DONG, 2017a). Pelo nosso
conhecimento, este € o primeiro trabalho que avalia a resposta de BCG em animais
obesos. A capacidade da obesidade em interferir no resgate da resposta formada, como
sugerido neste trabalho, é preocupante frente a crescente epidemia de obesidade infantil
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b), sendo este periodo onde a protecéo da
vacina BCG € mais critica e evita a instalagdo de formas graves da tuberculose
(RODRIGUES; DIWAN; WHEELER, 1993).

Outro fator de importancia na geragéo de resposta vacinal € a microbiota de cada
individuo (PRAHARAJ et a., 2015), que em pacientes obesos se encontra alterada,
podendo influenciar na protecdo. A microbiota intestina de individuos eutroficos
apresenta uma razado el evada entre os filos Bacteroidetes para Firmicutes, jana obesidade

essa razéo é invertida, havendo uma predominéncia do filo Firmicutes (JUMPERTZ et
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a., 2011), dentre outras alteragdes. Interessantemente, ja foi demonstrado que essa
mesma inversdo na proporcdo dessas bactérias esta correlacionada com a falha no
desenvolvimento de resposta a vacina contra rotavirus (MIYAZAKI et al., 2018). A
vacina BCG, no entanto, ndo é administrada por via oral, o que poderia levantar o
guestionamento do envolvimento da microbiota intestinal em sua resposta. Todavia, a
microbiota intestinal € capaz de produzir mediadores solGveis como os &cidos graxos de
cadeia curta, capazes de mediar o desenvolvimento de diferentes perfis de célula T
(CORREA-OLIVEIRA et a., 2016). O butirato, por exemplo, tem sua producéo
aumentada em obesos (SCHWIERTZ et d., 2010) e é capaz de diferenciar células T
reguladoras (FURUSAWA et a., 2013), que pode interferir na formagdo da resposta
vacinal.

Ademais, com 0 aumento da obesidade infantil em paises em desenvolvimento
(GUPTA et al., 2012) pode-se pensar que, assim como a hipotese da higiene sugere que
a exposicdo reduzida a microrganismos em idade precoce pode ocasionar maior
suscetibilidade a alergias, € possivel que amicrobiotaintestinal de individuos com maior
eXposi¢ao a antigenos, como em paises em desenvolvimento, os deixe mais “tolerantes”
a vacinagdo, sendo dificultados em obter uma resposta adequada em comparagdo com
individuos que vivem em melhores condi¢des socioecondmicas.

No geral, aqui demonstramos que a obesidade e diabetes sdo importantes
comorbidades da tuberculose e obstaculos relevantes na luta para a eliminacdo dessa
doenca como grave problema de salide publica, como objetivado pela OMS até o ano de
2050 (LONNROTH et al., 2010a). A obesidade pode ndo somente tornar individuos
adultos mais susceptiveis a infecgdo, como sugerido na primeira parte dessa tese, como
também interferir no desenvolvimento de resposta vacinal em criangas. Assim como 0
HIV, a obesidade e diabetes devem ser levadas em consideracdo para 0 cumprimento das

normas daOMS.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foi avaliado a relagdo entre obesidade e tubercul ose quanto a resposta
imune frente a infeccdo e a vacinagdo. Apés a avaliacdo de populacdes celulares
estimulados em ambas as doengcas em humanos e apds vacinagdo com BCG em

camundongos concluiu-se que:

» A populacéo de mondcitos ndo cléssicos pode ser um link entre OBDM e TB e
pode ser um dos fatores que contribuem para a associagéo dessas duas doencas,
devido a vérias similaridades fenotipicas e funcionais encontradas nessas células

em ambas as doencas.

» Mondcitos de individuos OBDM e TB s8o mais susceptiveis a infeccdo por M.

tuberculosisin vitro.

» A obesidade/diabetes, desenvolvida ao longo da vida ndo prejudica o resgate da

resposta vacinal a BCG frente infeccdo por M. tuberculosis.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polimorfismos genéticos, inflamacgéo e risco cardiovascular na obesidade grave:
efetividade de intervencado nutricional com azeite de oliva.

Pesquisador: Erika Aparecida da Silveira

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 31642214.3.0000.5078

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 747.792
Data da Relatoria: 14/08/2014

Apresentacéo do Projeto:
Trata-se de ensaio clinico controlado, randomizado e cego com obesos graves. O estudo sera realizado no
Ambulatério de Nutricdo em Obesidade Grave (ANOG) do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar polimorfismos genéticos e marcadores inflamatdrios em obesos graves e suas relacdes na
efetividade da intervencéo nutricional com azeite de oliva sobre a composi¢éo corporal, perda ponderal,risco

cardiovascular e pardmetros bioquimicos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos aos participantes deste estudo estéo relacionados ao desconforto em responder aos questionarios
que podem ser demorados.

Beneficios:

Os beneficios com relagdo a participacdo no estudo sdo o acompanhamento de saude por equipe
especializada; a realizacéo de diversos exames que ndo fazem parte doacompanhamento de saude feito
narede publica e que serdo entregues impressos ao paciente permitindo

encaminhamento a outros profissionais se necessario; e a realizacdo de tratamento que ja foi
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Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: GOIANIA
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testado e

promoveu resultados efetivos em médio

prazo nos parametros de salde em obesos graves.Os possiveis sujeitos da pesquisa serdo todos os
pacientes que se adequarem aos critérios de inclusdo que estdo sendo encaminhados pela secretaria
municipal de salde. Aqueles que ndo atenderem aos critérios de inclusdo da pesquisa permaneceram em
atendimento de rotina na equipe em dias diferentes da pesquisa.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta bem descrito,os pesquisadores apresentam formacédo e qualificacdo adequadas para o
estudo proposto e os beneficios foram adequadamente descritos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Os documentos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Esta pesquisa esta de acordo com o0s preceitos éticos da Resolu¢édo 466/2012.

Situacado do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, a Comiss&o de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas/lUFG - CEP/HC/UFG, de
acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacédo do projeto de
pesquisa proposto.

ApGs inicio, o pesquisador responsavel deverad encaminhar ao CEP/HC/UFG, via Plataforma Brasil,
relatérios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes e publicagdes.
O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em desenvolvimento para
avaliacdo e verificacdo do cumprimento das normas da Resolucdo 466/12 e suas complementares.
Situacao: Protocolo aprovado.
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Goiania, 20 de agosto de 2018.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 040/18

| - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa — (Mestrado, Doutorado, Outros)

Il - Identificacéo:

O Data de apresentacdo a CEUA: 12/06/2018

Q Titulo do projeto: Impacto da obesidade sobre efeito protetor e resposta imune induzida por vacinagéo
com BCG e ECMX.

O Pesguisador Coordenador no SIGAA/ Unidade: Prof. Dr. Ana Paula Junqueira Kipnis/IPTSP

Q Pesguisador Responsavel/ Unidade: Prof. Dr. Ana Paula Junqueira Kipnis/IPTSP

Q Pesguisadores Participantes Unidade: Adeliane Castro da Costa, André Kipnis, Danilo Pires de
Resende.

Médico Veterinario/ CRMV: Daniel Silva Goulart/ CRMV GO 4632
Q Unidadeonde serarealizada a pesquisa: IPTSP/UFG

[l - Objetivos e justificativa do projeto:

Justificativa: A obesidade € uma condicéo que altera a resposta imunologia dos individuos e, embora a
maioria das vacinas sgjam administradas nos primeiros meses de vida, algumas precisam de um reforco mais
tardiamente, numa fase da vida onde o individuo pode estar obeso e ndo sabe como condicdo pode
afetar a eficiéncia das vacinas. Objetivo geral: Avaliar a resposta imune de animais obesos diabéticos apds
vacinacdo com BCG e desafio com vacina de subunidade protéica ECMX e avaliar o efeito da obesidade na
protecdo conferida por essas vacinas contra a tuberculose. Objetivos especificos: Otimizar da vacina
ECMX; avdiar os linfécitos T reguladores, Thl e Thl7 circulantes de camundongos obesos
hiperglicémicos; determinar as lesdes do tecido adiposo e pulmonar de obesos hiperglicémicos infectados ou
ndo por Mycobacterium tuberculosis, avaliar a carga bacilar de camundongos obesos hiperglicémicos
infectados com Mycobacterium tuberculosis.

IV - Sumério do projeto:

O Discussdo sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do niumero de animais: Os
autores justificam que s&o escassos e pouco eficientes os métodos alternativos e o nimero de animais esta
baseado em andlises estatisticas com um numero reduzido de animais por grupo por se tratarem de
animais i sogénicos.

Q Prevé Projeto Piloto: Sim

Q Descricdo do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar numero por sexo)/
peso €/ou idade etc): Serdo Utilizados 32 camundongos, machos, isogénicos, C57BL/6, pesando 20
gramas no inicio dos experimentos.
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Q Espécie animal utilizada/ nUmero total de animais NUumero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Serdo Utilizados 32 camundongos, machos, isogénicos, C57BL/6, pesando 20 gramas no
inicio dos experimentos. Divididos em 8 grupos com 4 animais cada.

Q Fontede obtencéo do animal: Biotério do CEMIB UNICAMP- Campinas, S&o Paulo

Q Descricdo das instalacfes utilizadas e numero de animaigarea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacao/hidratacdo: Os animais seré mantidos em gaiolas (dimensdes de
28 cm de comprimento por 17 cm de largura, portanto, area total de 476 cm2) contendo maravalha, com
&gua acidificada, parte dos animais receberam dieta hipercaldrica, a base de ragdo composta por 60%
lipidios, 20% carbohidratos e 20% proteinas, sera oferecida 5g de racdo por animal por dia durante 12
semanas. Os demais animais receberam racdo balanceada ad libidum. A limpeza das gaiolas sera
realizada semanalmente, assim como a troca da racéo e agua. Rolos de papd seréo fornecidos para
enriquecimento ambiental. Os animais receberdo ocasionalmente, semente de girassol para aumentar o
suprimento de vitaminas e minerais que ocorrem durante a autoclavacdo de qualquer racdo animal. Os
animais seré mantidos na sala Vacindbmica no Biotério do IPTSP. Os camundongos serdo reunidos em
grupos de no maximo 5 animais (padréo 4 e 3 animais) e mantidos em microisoladores autoclavavels,
com &gua e dieta ad libitum. Estes microisoladores sdo acoplados a estante ventilada do tipo gabinete
(Insight Gabinetes para Biotério) contendo filtros HEPA na entrada e na saida do ar. A estante possui
controladores de temperatura e umidade, que serdo mantidas a 22-24°C e 55% +10, respectivamente. A
porta desta estante ventilada é fechada hermeticamente garantindo total controle da circulacéo de ar
externo, assim como reducdo de ruidos externos. O ciclo de iluminacéo do ambiente sera de 12h, (dasala,
assim como das estantes) e qualquer fonte de ruidos dentro do biotério que proporcionem estresse aos
animais serd minimizada, pois o laboratério de Vacinbmica apresenta duas portas com vedacdo em
silicone em todas as suas extremidade e janelas que sd mantidas sempre fechadas adém de ar
condicionado para manutencdo da temperatura dentro da sada. A entrada de pessoas na sala de
experimentacdo Vacinbmica € restrita a trés individuos extremamente treinados para tal fim. Todos os
materiais utilizados na rotina desta sala séo autoclavados (&gua, racdo, gaiolas, paha, materia cirdrgico,
pijamas cirargicos e jalecos) antes do uso para manter 0s animais em ambientes com auséncia de
contaminantes e depois do uso para evitar contaminacdo do ambiente e dos participantes com os agentes
infecciosos estudados.

Q Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infeccdo a ser observada e andlise dos riscos aos
pesquisadores/alunos. Sera inoculada nos camundongos a bactéria M. tuberculosis. Os riscos aos
pesqguisadores serdo minimizados, pois para entrar na sala Vacindmica € necessario trocar de roupa na ante
sala limpa (jaleco cirdrgico, sapatos internos, calcar pro-pés, touca e mascara N95- especifica para trabal har
com agentes infecciosos transmissiveis pelo ar), luvas cirdrgicas aderidas ao jaleco por fita crepe e ndo portar
nenhum adereco (brinco, celular e etc). Apds a entrada na sala Vacinbmica, um par de luvas sera cal¢cado por
cima da luva anterior. As roupas de uso interno sdo retiradas antes da entrada na ante-sala limpa,
acondicionadas em sacos de autoclave juntamente com as luvas externas, mascaras, pro-pés e toucas, que apos
fechados seréo acondicionados novamente em saco de autoclavagdo limpo, e nesta etapa as luvas internas
serdo retiradas e embaladas em lixo proprio para também serem autoclavadas. Por fim, todo o materia a ser
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descartado estard acondicionado nos devidos sacos para autoclavacdo os quais serdo lacrados com fita e
descontaminados externamente com formol a 5%. Apos essa descontaminagdo, 0 material sera acondicionado
em mais um saco ja na ante-sala limpa, antes de ser encaminhado para autoclavacdo. Esta prética refere-se ao
acondicionamento duplo de qualquer material possivelmente contaminado com M. tuberculosis. Toda a
manipulacdo dos animais bem como do agente infeccioso M. tuberculosis, serd redizada dentro de fluxo
laminar de nivel Il de biosseguranca (Airstream® Class |1l Biosafety Cabinet Esco- Airstream Class |
biohazard safety cabinets offer the highest level of product, operator and environmental protection from
infectious/biohazardous aerosols and are suitable for microbiological work with agents assigned to biological
safety levels 1, 2, 3, or 4), presente no biotério de experimentacdo Vacinbmica. Explicando melhor, esta
cabine de fluxo laminar contém filtros HEPA que filtram todo o ar que circula dentro da cabine, e como o0s
isoladores serdo apenas abertos dentro do fluxo laminar, a contaminacdo ambiental € minima. Portanto, o risco
para os trabalhadores de contaminacdo com o animal infectado sera minimizado. Os pesguisadores
autorizados envolvidos na manipulagdo dos animai s sdo treinados e somente 0S mesmos tém acesso permitido
ao laboratério de Vacinbmica. Estes pesguisadores sdo vacinados com BCG e uma vez por ano sao
submetidos ao teste de PPD ou Prova tuberculinica para avaliar se houve ou ndo contaminagdo pelo agente
infeccioso. Individuos cujo PPD for positivo, antes do trabalho no referido laboratério serdo encaminhados
uma vez por ano ao Hospital das Clinicas, Departamento de Clinica Médica para realizacdo de exame
radiol6gico pulmonar e acompanhamento pelo setor de Tisiologia. Para manipulacdo, transporte e infeccdo
dos animais com M. tuberculosis, somente a Dr. Ana Paula Junqueira Kipnis realizara estas etapas. A mesma
foi altamente treinada para tal na Colorado State University, onde passou quatro anos em treinamento e foi
recentemente treinada pelo CVMBS do Albert Einstein College of Medicine, New York. O transporte do
agente infeccioso do freezer -80°C até o biotério de experimentacdo sera realizado em recipientes especificos.
Um recipiente que protege o tubo contendo a bactéria e um segundo recipiente de transporte que protege estes
dois tubos, bem como o manipulador. Caso ocorra a queda deste sistema, 0 agente ndo € disseminado pelo
ambiente, haja vista que ele esta protegido por recipientes duplos. Quando da necessidade do transporte deste
material infeccioso, calendario apropriado sera esguematizado para se evitar o alto fluxo de pessoas nos
corredores entre o Laboratério de Bacteriologia Molecular e o biotério e a sala Vacindmica, reduzindo-se os
riscos para os transeuntes. Antes de serem infectados com Mtb, os animais serdo trocados e, apds o
procedimento de infeccdo, as gaiolas contendo os camundongos infectados permanecerdo dentro do fluxo
laminar sob luz ultra-violeta por 15 minutos (ORDWAY & ORME. Anima Models of Mycobacteria
Infection. Current Protocols in Immunology, 2011. DOI: 10.1002/0471142735.im1905s94. Item 25), de
acordo com protocolo ja estabelecido na literatura para infeccdo de camundongos com micobécterias.
Decorrido este prazo, os animais seréo fechados nos isoladores, e estes serdo descontaminados externamente
com solucdo de hipoclorito a 10% e transferidos para as estantes ventiladas. Os animais permanecerdo nas
estantes sem manipulagdo até a proxima troca (serdo apenas observados externamente) que ocorrera em
interval os de uma semana.

A &gua, os alimentos oferecidos aos animais infectados, a maravalha e todo e qualquer material utilizado na
mani pulacdo dos animais passardo por processo de autoclavacdo antes de serem descartados.

O trabalho com os camundongos sempre oferece risco aos pesquisadores/alunos e, em caso de mordedura por
esses animais, é de conhecimento de todos que se deve lavar e desinfetar o local e relatar 0 ocorrido aos
responsaveis pelo biotério, bem como anotar o caso no livro de ocorréncias.
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Existe a possibilidade de risco psicoldgico traumatico aos pesquisadores que realizaréo a eutandsia. Contudo,
0 pessoal autorizado para trabalhar nesta sala foi previamente treinado minimizando, portanto os riscos dessa
ordem.
Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Piloto: O estudo sera realizado utilizando 32
camundongos isogénicos da linhagem C57BL6, machos com idade de 4 semanas, provenientes do
Biotério do CEMIB UNICAMP- Campinas, S8o Paulo, que serdo distribuidos ao acaso em grupos de
guatro animais, em gaiolas com &gua ad libitum. Grupo Controle Magro (n=6): camundongos receberdo
dieta padrdo balanceada Nuvilab; Grupo Controle Obeso (n=6) camundongos receberdo dieta
hiperlipidica para indugdo da obesidade; Grupo Magro + BCG (n=6): camundongos receberdo dieta
padréo balanceada Nuvilab e seréo vacinados com BCG; Grupo Obeso + BCG (n=6) camundongos
receberdo dieta hiperlipidica para inducdo da obesidade e seréo vacinados com BCG; Grupo Magro +
BCG + ECMX(n=4): camundongos receberdo dieta padréo balanceada Nuvilab e seréo vacinados com
BCG e posterior booster com ECMX; Grupo Obeso + ECMX (n=4) camundongos receberdo dieta
hiperlipidica para inducéo da obesidade e serdo vacinados com BCG e posterior booster com ECMX.
Todos o0s animais serdo vacinados com BCG ou solugdo sadina, entdo a inducdo da obesidade sera
realizada por 8 semanas. Apés a inducdo da obesidade e diabetes os grupos ECM X receberam booster
com a proteina via subcuténia. Ao final do esquema, todos os grupos serdo infectados com Mtb por via
intravenosa. Coletas de sangue se daréo a cada duas semanas do decorrer do esquema. Trinta dias apés a
infeccdo, 0s animais serdo eutanasiados para coleta dos orgaos. Serdo avaliados 0s parametros alteracoes
teciduais e celulares no pulmdo, figado, bagco e tecido adiposo, niUmero de unidades formadoras de
colénia (UFC), producdo de citocinas por células pulmonares e parametros bioguimicos.
Experimento: O estudo sera realizado utilizando 32 camundongos isogénicos da linhagem C57BL6,
machos com idade de 4 semanas, provenientes do Biotério do CEMIB UNICAMP- Campinas, Séo Paulo,
gue serdo distribuidos ao acaso em grupos de quatro animais, em gaiolas com égua ad libitum. Grupo
Controle Magro (n=4): camundongos receber&o dieta padréo balanceada Nuvilab; Grupo Controle Obeso
(n=4) camundongos receberdo dieta hiperlipidica para inducéo da obesidade; Grupo Controle Aloxana
(n=4) camundongos receberdo injecéo de aloxana intraperitoneal parainducdo de diabetes. Grupo Magro
+ BCG (n=4): camundongos receberdo dieta padréo balanceada Nuvilab e serdo vacinados com BCG;
Grupo Obeso + BCG (n=4) camundongos receberdo dieta hiperlipidica parainducéo da obesidade e seréo
vacinados com BCG; Grupo Aloxana + BCG (n=4) camundongos receberdo injecdo de aloxana
intraperitoneal para inducdo de diabetes e serdo vacinados com BCG. Grupo Magro + BCG +
ECMX(n=4): camundongos receberdo dieta padréo balanceada Nuvilab e seréo vacinados com BCG e
posterior booster com ECMX; Grupo Obeso + BCG + ECMX (n=4) camundongos receberdo dieta
hiperlipidica para inducéo da obesidade e serdo vacinados com BCG e posterior booster com ECMX;
Grupo Aloxana + BCG + ECMX (n=4) camundongos receberdo injecéo de aloxana intraperitoneal para
inducdo de diabetes e serdo vacinados com BCG e posterior booster com ECMX. A inducéo da obesidade
serd redlizada por 8 semanas. Todos o0s animais seréo vacinados com BCG ou solugdo salina, entédo
inducdo da obesidade e diabetes serd realizada por 8 semanas, a injecdo de aloxana sera feita na Ultima
semana de indugdo da obesidade nos demais grupos, para que todos terminem o esguema juntos. Ao final
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do esquema, todos os grupos seréo infectados com Mtb por viaintravenosa. Coletas de sangue se daréo a
cada duas semanas do decorrer do esquema. Trinta dias apos a infeccdo, 0s animais serdo eutanasiados
para coleta dos 6rgaos. Para reprodutibilidade dos dados os experimentos seréo repetidos trés vezes.
Serdo avaliados os parametros ateractes teciduais e celulares no pulméo, figado, bago e tecido adiposo,
numero de unidades formadoras de colénia (UFC), producdo de citocinas por células pulmonares e
parémetros bioquimicos.

O Grau deinvasividade: 2

Q Material foi obtido ou seré utilizado em outros projetos (informar protocolo CEUA quando
houver): Néo

Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante e apds a pesquisa (Pontos Finais Humanitarios): Segundo os autores os animais seréo
observados diariamente apods a infeccdo para avaliar qualquer sina de mudanca comportamental que
reflitam dor ou sofrimento do animal. Independentemente do tempo experimental, os animais
identificados nessas situactes serdo eutanasiados e utilizados para estimar a viruléncia do isolado clinico.
O piloto experimental determinard as condi¢des ideais da pesquisa necessarias para manter o bem-estar
dos animais utilizados. Os animais seré mantidos e manegjados de acordo com os critérios do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo animal (COBEA). Os animais permanecerdo em microisoladores que
propiciam um ambiente livre de patdégenos, com é&gua e racdo ad libitum. Adicionamente, estes
microisoladores sdo acoplados a cabines reguladas para gerar um ambiente/habitat com condigdes que
mimetizam o0 natural destes animais. Todos os procedimentos invasivos bem como a eutanasia dos
animais serdo realizados ao final do experimento para coleta de 6rgéos e posterior andlise dos mesmos.
Os animais serdo eutanasiados por meio de deslocamento cervical, procedimento que sera realizado por
pessoal treinado, minimizando qualquer dor e sofrimento dos mesmos.

O Método de eutanasia: Deslocamento Cervical.

Q Destino do animal: Enviado paraincineracdo apos autoclavagem e congelamento em freezer -20°C.

V — Comentariosdorelator frente as orientacdes da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Estdo de acordo com as exigéncias da CEUA.

O Quanto aos cuidados e mangjo dos animais e riscos aos pesquisadores. Ndo foram encontradas
guestdes gque indiquem falta de cuidado com o bem-estar dos animais e também com os pesquisadores.
Os pesquisadores precisam corrigir, ndo existe o Colégio Brasileiro de Experimentacéo animal (COBEA)
e sim o Conselho de Controle na Experimentagdo Animal (CONCEA).

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacdo apresentada a CEUA, o projeto foi considerado APROVADO pela
Comissio de Etica no Uso de Animais’'CEUA da Universidade Federal de Goiés.

VIl - Data dareunido: 20/08/2018.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "I mpacto da obesidade sobre efeito protetor e resposta imune
induzida por vacinagdo com BCG e ECMX", registrada com o protocolo n® 040/2018, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis que envolve a producdo, manutencdo ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), efoi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federa de Goias (UFG), em reunido de 20/08/2018.

Finalidade: () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo (inicio e fim): 01/10/2018 até 01/10/2022.
Espécie/linhagem/raca: Camundongos C57BL/6

N° de animais autorizados: 64.

Peso/ldade: 20 gramas

Sexo: Macho

Origem (fornecedor): Biotério do CEMIB UNICAMP- Campinas, S&o Paulo.
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Dra. Marjna Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG
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