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RESUMO 

A Sirtuína 1 (SIRT1) pertence a classe 3 de histona desacetilase (HDAC3), a qual atua 

na diferenciação e ativação de células dendríticas (DCs). Portanto, ao modular 

fatores de transcrição, proteínas citoplasmáticas e componentes do metabolismo, 

SIRT1 pode controlar as funções das DCs e a polarização e ativação de linfócitos T. 

Nossa hipótese foi que a obesidade influenciaria a expressão de SIRT1 nas DCs, 

alterando seu fenótipo e função e, consequentemente, ativação das células T CD4+, 

o que exacerbaria a resposta inflamatória na obesidade. Observamos que as DCs 

derivadas da medula óssea, de órgãos linfoides secundários e do tecido adiposo 

visceral de animais obesos possuíam menor expressão de SIRT1.  Além de BMDCs 

de animais obesos possuírem atividade de SIRT1 reduzida, quando comparado às 

BMDCs de animais magros.  A ausência da expressão de SIRT1 nas DCs de animais 

obesos promoveu um impacto no metabolismo mitocondrial, sendo que a inibição 

de SIRT1 reduziu OXPHOS e aumentou o ECAR, contrastando com o tratamento com 

Resveratrol que promoveu um efeito oposto. A redução na SIRT1 aumentou a 

expressão de MHC-II, CD86 e CD40, aumentou da produção de  IL-12p40 e diminuiu 

a produção de TGF-β, culminando com maior polarização de células T CD4+ para o 

subtipo Th1. O aumento na SIRT1 em DCs induziu uma polarização de linfócitos T 

para um perfil regulador (CD25+Foxp3+). Corroborando esses dados, animais 

seletivamente desprovidos de SIRT1 em DCs (SIRT1∆), submetidos ao modelo de 

obesidade induzida por dieta, tiveram maior resistência à insulina e menor 

tolerância à glicose. Estas alterações estavam correlacionadas com o aumento da 

quantidade de gordura visceral (VAT) dos animais SIRT1∆ e menor frequência de 

DCs do subtipo cDC1 e maior de cDC2.  Ademais, a via de quinurenina estava 

reduzida em animais obesos, principalmente na ausência de SIRT1. Por fim, 

identificamos que SIRT1 regula positivamente a expressão de Ido1. Portanto, o 

presente trabalho identificou que SIRT1 controla o metabolismo e as funções de DC, 

via modulação da via da quinurenina e IDO1, fenótipos mais impactados na 

obesidade. O eixo SIRT1-IDO1 pode ser um novo alvo no tratamento da inflamação 

crônica presente na obesidade e de comorbidades associadas.   

Palavras chave: Sirtuína 1. Indoleamina 2,3 dioxigenase. Célula dendríticas. 

Obesidade. 



 

 
ABSTRACT 

Sirtuin 1 (SIRT1) belongs to class 3 histone deacetylase (HDAC3) with a role in 

differentiating and activating dendritic cells (DCs). Therefore, by modulating 

transcription factors, cytoplasmic proteins and metabolism components, SIRT1 can 

control the functions of DCs and the polarization and activation of T lymphocytes. 

Our hypothesis was that obesity would influence the expression of SIRT1 in DCs, 

changing its phenotype and function and, consequently, activation of CD4 + T cells, 

which would exacerbate the inflammatory response in obesity. We observed that 

DCs derived from bone marrow, secondary lymphoid organs and visceral adipose 

tissue from obese animals had less expression and, in BMDCs from obese animals, 

SIRT1 activity was reduced when compared to BMDCs from lean animals. The 

absence of SIRT1 expression in the DCs of obese animals had an impact on 

mitochondrial metabolism, and the inhibition of SIRT1 reduced OXPHOS and 

increased ECAR, in contrast to the treatment with Resveratrol which promoted an 

opposite effect. The reduction in SIRT1 increased the expression of MHC-II, CD86 

and CD40, increased the production of IL-12p40 and decreased the production of 

TGF-β, culminating in greater polarization of CD4 + T cells to the Th1 subtype. The 

increase in SIRT1 in DCs induced a polarization of T lymphocytes to a regulatory 

profile (CD25 + Foxp3 +). Corroborating these data, animals selectively devoid of 

SIRT1 in DCs (SIRT1∆), submitted to the diet-induced obesity model, had greater 

insulin resistance and less glucose tolerance. These changes were correlated with 

an increase in the amount of visceral fat (VAT) of the SIRT1∆ animals and a lower 

frequency of DCs of the cDC1 subtype and greater of cDC2. In addition, the 

Kynurenine pathway was reduced in obese animals, especially in the absence of 

SIRT1. Finally, we identified that SIRT1 positively regulates the expression of Ido1. 

Therefore, the present study identified that SIRT1 controls the metabolism and 

functions of DCs, via modulation of the Kynurenine pathway and IDO1, phenotypes 

most impacted in obesity. The SIRT1-IDO1 axis may be a new target in the treatment 

of chronic inflammation present in obesity and associated comorbidities. 

Keywords: Sirtuin 1. Indoleamine 2,3 dioxygenase. Dendritic cell. Obesity. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A OBESIDADE  

 A obesidade é definida como o excesso de peso associado ao acúmulo de 

tecido adiposo branco (em inglês, White Adipose Tissue, WAT), que pode ser 

prejudicial à saúde. Inicialmente, um indivíduo era considerado obeso a partir da 

razão do seu peso corporal e estatura (HARRISON; PH, 2016),(ATKINSON; 

MOLITCH; DAHMS, 2018). No entanto, com o passar dos anos, essa razão simples 

ficou ultrapassada, pois não considerava a adiposidade dos indivíduos. Portanto, as 

sociedades médicas e a Organização Mundial da Saúde (OMS) optaram pelo uso do 

índice de massa corporal (do inglês, body mass index, BMI), que é uma medida do 

peso corporal ajustado para altura ao quadrado [peso (kg)/altura2](WORL HEALTH 

ORAGANIZATION, 2018). 

 Segundo a OMS, indivíduos com sobrepeso são aqueles que têm um tecido 

adiposo aumentado com pouca probabilidade de gerar morbidades e que possuem 

BMI acima de 25 e abaixo de 29,9. Já os indivíduos obesos são classificados de 1 a 3, 

sendo que essa classificação é baseada na probabilidade crescente de um indivíduo 

desenvolver uma comorbidade (FRIEDMAN, 2003). A obesidade de classe 1 tem o 

BMI de 30-34,9. Os indivíduos obesos da classe 2 possuem BMI na faixa de 35-39,9 

e, por fim, os obesos da classe 3 têm o BMI acima de 40 (WHO, 2019).  

A obesidade é hoje um dos principais problemas de saúde pública no mundo. 

Em 2016, um estudo da OMS revelou que mais de 35% dos adultos ao redor do globo 

estavam com sobrepeso. Além disso, mundialmente cerca de 20% das crianças e 

jovens entre 5-19 anos tem sobrepeso (WHO, 2016). A Federação Mundial para 
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Obesidade (do inglês, World Obesity Federation, WOF) demonstrou que, em 2019 

cerca de 25% do indivíduos com sobrepeso e, mais de 70% dos casos de obesidade, 

estão associados com  outras comorbidades, como aterosclerose e diabetes mellitus 

do tipo 2 (T2D) (WOLRD OBESITY FEDERATION, 2019).  

O Brasil possui altos índices de sobrepeso e obesidade segundo a Associação 

Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Síndrome Metabólica (ABESO, 2016) 

com aproximadamente 50% da população na faixa de sobrepeso e 20% na de 

obesidade. Em algumas regiões brasileiras, como Sul e Sudeste, mais de 35% das 

crianças entre 5-9 anos estavam com excesso de peso em 2016 (ABESO, 2016). A 

projeção mundial para 2025 é de que 2,3 bilhões de adultos estejam com sobrepeso 

e mais de 700 milhões sejam obesos (ABESO, 2016; WORL HEALTH 

ORAGANIZATION, 2018). 

 

1.2 OBESIDADE E A RESPOSTA IMUNE  

A obesidade é caracterizada como um estado de inflamação basal associado  

a hiperplasia do tecido adiposo, o que por sua vez aumenta a possibilidade do 

surgimento de morbidades, como T2D (QUANTE et al., 2015). O aumento do número 

e do tamanho de adipócitos oferece uma comunicação entre diversas células imunes 

residentes e outras que migram para o tecido adiposo vinda dos vasos sanguíneos e 

linfáticos (AMANO et al., 2014; TILG; MOSCHEN, 2006).  O tecido adiposo de um 

indivíduo magro é caracterizado por um perfil de células imunes como eosinófilo, 

células T helper  2 (Th2), macrófagos do subtipo 2 (M2), e células T reguladoras 

(Tregs), enquanto que o tecido adiposo de um indivíduo obeso possui características 
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celulares de imunidade tipo 1, isto é, composto por células CD8 citotóxicas, Th1, 

neutrófilos, macrófagos M1 e neutrófilos. Ainda não se sabe exatamente os 

mecanismos que regem essa polarização, mas acredita-se que o fenótipo e a 

quantidade das células imunes são alterados pelo microambiente formado com 

acúmulo de lipídeos, glicose e diversas citocinas (interleucinas (IL)-6, IL-1β,  o fator 

de necrose tumoral α (TNF-α), infeterferon gamma (IFN-γ), etc.)(LU et al., 2019). 

Esse perfil de células imunes altera a sensibilidade à insulina e promove a 

susceptibilidade a diversos tipos de doenças infecciosas (AYARI et al., 2020; LENZ 

et al., 2020), câncer (MICHELET et al., 2018; PARK et al., 2014) e impactos negativos 

em procedimentos cirúrgicos (ARMSTRONG et al., 2005; QUANTE et al., 2015).  

  O TNF-α está altamente expresso no tecido adiposo, e foi positivamente 

relacionado com o desenvolvimento de IR (do inglês Insulin Resistance, IR) em 

camundongos (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993).  Em humanos, a IL-

6 e a proteína reativa C (PCR) são bons exemplos de fatores que contribuem 

significativamente para o desenvolvimento de T2D (HU et al., 2000).  Tanto em 

modelo animal, quanto em humanos, foi visto que IL-6 e TNF-α são secretados 

principalmente por adipócitos e macrófagos residentes no tecido adiposo (do inglês, 

Adipocytes Tissue Macrophage, ATM)(WEISBERG et al., 2003). Ainda, vias de 

sinalização canônicas pró-inflamatórias, tais como IKKβ-JNK1 e o fator nuclear 

kappa B (NF-κB), estão funcionalmente mais ativas em diversas células do sistema 

imune inato residente no tecido adiposo de indivíduos obesos (GO; UYSAL; MAEDA, 

2002; YUAN; KONSTANTOPOULOS; LEE, 2001). 
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Outras células do sistema imune inato, com células natural killers (NK), 

linfócitos inatos (ILCs)(SUBSETS et al., 2018; SULLIVAN et al., 2016; WANG et al., 

2019) e, principalmente, células dendríticas (DCs), têm papel importante no 

desenvolvimento das desordens metabólicas associadas à obesidade (CHO et al., 

2016a; MACDOUGALL et al., 2018). Por exemplo, DCs no WAT de animais e 

indivíduos obesos possuem um perfil principalmente pró-inflamatório, que por sua 

vez, favorece a polarização de linfócitos T CD4+ em células Th17, as quais estão 

relacionas com IR (BERTOLA et al., 2012).  Além disso, as DCs convencionais do tipo 

1 e 2 (cDC1 e cDC2, respectivamente) possuem um papel fundamental em regular a 

homeostase do tecido adiposo. Enquanto as cDC1, através da ativação da via Wnt/β-

catenina, promovem a produção de IL-10, as cDC2, positivas para PPAR-γ, regulam 

o catabolismo de ácidos graxos nos adipócitos, mantendo assim, a homeostasia no 

WAT em um indivíduo saudável. Por outro lado, o desbalanço na proporção dessas 

cDCs durante a obesidade contribui com a inflamação do tecido adiposo e 

desenvolvimento de IR (SUBSETS et al., 2018).  

Desta forma, se torna relevante o desenvolvimento de projetos que busquem 

compreender como essas células do sistema imune inato atua perante o contexto de 

obesidade, bem como entender como essa mudança de genótipo e fenótipo celular 

afeta as células do sistema imune adaptativo. (DENG et al., 2013; NEWTON; 

PRIYADHARSHINI; TURKA, 2016). O entendimento do diálogo entre as células 

inatas e as adaptativas pode ser especialmente importante para compreender os 

mecanismos associados as comorbidades desenvolvidas na obesidade, como T2D, 

(ANDRADE-OLIVEIRA; CÂMARA; MORAES-VIEIRA, 2015), aterosclerose 
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(SANDFORT et al., 2016) e rejeição de órgãos sólidos (BOUTAYEB A, 2017; 

PISCHON; SHARMA, 2001).   

 

1.3 TRANSPLANTE DE ORGÃOS  

Segundo o Observatório Global em Doações e Transplantes (em inglês: Global 

Observatory on Donation and Transplantation, GODT), o número de transplantes de 

órgãos sólidos realizados no ano de 2017 foi de 139 mil em todo o mundo, ou seja, 

aproximadamente um transplante foi realizado a cada 16 horas. Além disso, a 

projeção para os anos seguintes é de um aumento considerável, sendo que entre 

2015 e 2017, já houve um aumento de 7,25% nos transplantes. Apesar do aumento 

no número de transplantes, a quantidade de doadores disponíveis não supre a 

demanda de indivíduos que necessitam de transplante, o que demonstra uma 

necessidade de esforços no sentido da conscientizar a população para a importância 

da doação de órgãos (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO); ORGANIZACIÓN 

NACIONAL DE TRASPLANTES (ONT)., 2019). Os transplantes renais lideram como 

tipo de transplante mais realizados em todo o mundo (36%), seguido de cardíacos 

(21.30%), e os de fígado (19%)(WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO); 

ORGANIZACIÓN NACIONAL DE TRASPLANTES (ONT)., 2019).  

No Brasil, segundo o Registro Brasileiro de Transplante (RBT), a média de 

transplantes de órgãos sólidos realizados entre os meses de Janeiro e Março em 

2020 foi de 3409 (TRANSPLANTES, 2020). Mesmo que o número de doadores tenha 

aumentado nos últimos anos, o número de potenciais doadores que não se tornaram 

efetivamente doadores foi de 2730, somente entre de janeiro e março em 2020. Em 
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acréscimo, no Brasil, há uma grande lista de espera para realização de transplantes 

de órgãos sólidos de mais de 37 mil pessoas (TRANSPLANTES, 2020). Parte dessa 

grande lista deve-se ao fato de que os pacientes que já foram transplantados podem 

eventualmente perder o órgão transplantado e voltarem para a fila. De fato, as 

rejeições agudas e crônicas ainda são obstáculos quando se olha para a sobrevida do 

enxerto de pacientes transplantados, mesmo com a melhora do tratamento do 

paciente transplantado e dos protocolos de regime de imunossupressão 

(HALLORAN, 2004; YANG et al., 2018). 

Mesmo com o aumento no número de transplantes realizados, ainda é 

necessário explorar como a rejeição se desenvolve, novas medidas para amenizar as 

consequências a curto, médio e longo prazo após o transplante. Apesar de melhores 

drogas imunossupressoras terem surgido nos últimos anos (HALLORAN, 2004), os 

pacientes ainda são totalmente dependentes dessas drogas pelo resto de suas vidas 

e o custo do tratamento pós-operatório é, na sua grande maioria, exorbitante.     

 

1.4 TRANSPLANTE DE ORGÃO SÓLIDOS E A RESPOSTA IMUNE  

Inicialmente, médicos e pesquisadores não entendiam ao certo o porquê de 

alguns órgãos serem rejeitados mais rapidamente que outros.  Depois de muitos 

casos de insucesso e procedimentos sem reprodutibilidade, George Snell e Peter 

Gorer, com experimentações em animais, concluíram que a rejeição de algum órgão 

envolvia fatores filogenéticos importantes (SNELL; JACKSON; HARBOUR, 1948). 

Posteriormente, Jean Dausset identificou alguns destes fatores, mais 

especificamente, os antígenos leucocitários humanos (do inglês, Human Leukocyte 
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Antigen, HLA)(DAUSSET, 1958). Sendo assim, Snell e Gorer cunharam o termo 

Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglês, Major Histocompatibility 

Complex, MHC). Neste estudo, eles descreveram os maiores loci  genômicos, que ao 

serem transcritos e traduzidos, originam moléculas de superfície que determinam a 

compatibilidade entre tecidos a nível molecular, celular e tecidual (SNELL; 

JACKSON; HARBOUR, 1948).  

Embora atualmente a combinação das moléculas de MHC, entre doador e 

receptor, seja considerado essencial para o sucesso de um transplante (TASAKI, 

1990), somente depois de alguns anos de estudos moleculares e celulares foi 

comprovado que as moléculas de MHC têm um papel fundamental durante a sinapse 

imunológica entre células apresentadoras de antígenos (do inglês, antigen 

presenting cells, APC), principalmente relacionado a DCs, e linfócitos T (SILVA et al., 

2017). 

Todavia, no caso do transplante, se destacam alguns tipos de apresentações 

antigênicas específicas.  Na apresentação direta, células T aloreativas do receptor 

são diretamente ativadas pelo reconhecimento de aloantígenos acoplados a 

moléculas intactas de MHC de classe I ou classe II na superfície das APCs do doador. 

Por outro lado, a apresentação indireta, envolve a captura e o processamento de 

antígenos do doador e apresentação em moléculas de MHC de classe I e classe II 

pelas APCs do receptor para as células T do receptor. Mais recentemente, foi descrito 

a apresentação semi-indireta, a qual está relacionada com a interação entre células 

T e APCs que levam ao intercâmbio de complexos MHC: peptídeos pelo contato 

direto entre células (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; SILVA et al., 2017). Por fim, 
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em qualquer tipo de apresentação antigênica, os mecanismos efetores que 

provocam a rejeição são comandados majoritariamente por subtipos de linfócitos T 

CD4+ (WOOD; GOTO, 2012). No entanto, esses mecanismos efetores são 

dependentes da eficiência na apresentação antigênica das DCs do doador e receptor 

para que o processo de rejeição aconteça. 

Há três tipos de rejeição descritos: rejeição hiperaguda, aguda e crônica 

(ABUL K ABBAS; ANDREW H LICHTMAN; SHIV PILLAI, 2018). A rejeição hiperaguda 

é caracterizada pela preexistência de anticorpos contra antígenos do doador (IgG e 

IgM, geralmente previamente formados), que ativam o sistema complemento ou 

células do sistema imune inato causando lesões endoteliais, levando a oclusão 

trombótica vascular do enxerto, dentro de minutos ou horas, logo após anastomose 

entre os vasos do enxerto e do sistema circulatório do receptor (SILVA et al., 2017). 

 A rejeição aguda, entretanto, é decorrente de mecanismos efetores de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ que provocam lesão no parênquima e nos vasos 

sanguíneos do enxerto em semanas ou meses após o transplante. De maneira 

semelhante, a rejeição crônica está relacionada com a oclusão vascular causada pela 

proliferação de células do músculo liso da íntima e por depósitos de colágeno no 

parênquima que resulta do acúmulo de citocinas e de outros fatores liberados pelas 

células T e fagócitos reativos ao enxerto (SILVA et al., 2017; WOOD; GOTO, 2012).  

À medida que as terapias imunossupressoras para rejeição hiperaguda e 

aguda melhoraram, a maior causa relacionada a falha na aceitação de aloenxertos 

passou a ser a rejeição crônica (WOOD; GOTO, 2012), sendo necessário realizar 

estudos que desvendem os processos que desencadeiam ou exacerbam essa 
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rejeição. Dentre as possiblidades poderíamos pensar nos processos inflamatórios 

que eventualmente exacerbariam uma resposta inflamatória crônica, como no caso 

da obesidade que tem inflamação crônica de baixo grau, que poderia auxiliar no 

processo de rejeição crônica.   

 

1.5 O IMPACTO DA OBESIDADE NO TRANSPLANTE 

 Sabe-se que a sobrevida de vários órgãos transplantados é afetada no 

contexto da obesidade. Por exemplo, um BMI superior a 30 é considerado como um 

fator de risco significativo para cicatrização de ferida cirúrgica em receptores de 

transplante renal (AYNE; ATAS, 2013).  

O Sistema de Dados Renais dos Estados Unidos (USRDS) demostrou uma 

correlação positiva entre um BMI de 30 ou mais com um atraso na aceitação do 

enxerto (WEISS et al., 2009). Além disso, pesquisas recentes indicam que doenças 

cardiovasculares estão entre as principais causas de morte em receptores de 

transplante renal, as quais estão relacionadas na maioria das vezes com obesidade 

(LONČAR et al., 2017). Novamente, receptores de transplante cardíaco e renal com  

BMI superior a 35 apresentaram pior sobrevida a longo prazo e maiores taxas de 

rejeição aguda, além do aumento da incidência de complicações renais e T2D 

(ARMSTRONG et al., 2005; RUSSO et al., 2010). 

De maneira semelhante com que acontece nos transplantes de coração, a 

sobrevida do paciente após o transplante hepático ortotópico é comprometida em 

receptores com BMI acima de 40 (BOUTAYEB A, 2017; DICK et al., 2009).  

Interessantemente, a obesidade atua como um fator de risco independente para 
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morte de receptores que receberam enxertos pulmonares, contribuindo para até 

12% dos óbitos no primeiro ano após o transplante (LEDERER et al., 2008). Além 

disso, é comprovado que pacientes que passaram por perda de peso e modificações 

no estilo de vida (educação nutricional, dieta, exercício, etc.), tiveram uma redução 

no quadro de doença renal crônica, o que permitiu esses indivíduos receberem um 

enxerto renal (CHANG, 2013).  

 Portanto, sabendo da relação íntima entre obesidade e transplante é 

importante investigar a função e fenótipo das células do sistema imune que 

permeiam por ambos os contextos, as quais podem ser cruciais para o 

desenvolvimento de uma rejeição mais exacerbada.  

Neste trabalho, abordaremos as DCs como um fator chave no 

desenvolvimento do perfil da obesidade e, consequentemente, no processo de 

rejeição exacerbada, o que já vem sido previamente demonstrado na literatura 

(MACDOUGALL et al., 2018; NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; SILVA et al., 2017; 

ZLOTNIKOV-KLIONSKY et al., 2015). 

 

1.6 DCS NA OBESIDADE E NO TRANSPLANTE  

Há diversos subtipos de DCs (SCHLITZER; GINHOUX, 2014) que podem atuar 

de forma diferente na rejeição a um enxerto. As cDC1, caracterizadas 

fenotipicamente como CD11c+MHCII+CD8α+CD11b- ou 

CD11c+MHCII+XCR1+CD11b-, e as cDC2, caracterizadas fenotipicamente como 

CD11c+MHCII+CD11b+CD8α-,  são as mais estudas no contexto do transplante 
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experimental (LU et al., 2009; SCHLITZER; GINHOUX, 2014).  Além disso, as cDC1 

também podem ser caracterizada a partir de células CD11c+MHCII+IRF8+, assim 

como o fenótipo CD11c+MHCII+IRF4+ pode representar as cDC2 (BROWN et al., 

2019; TAMURA et al., 2005). Ambas as cDCs possuem funções primordiais na 

ativação de linfócitos e, consequentemente, no desenvolvimento da resposta imune 

ao enxerto transplantado. Por exemplo, as cDC1 são apresentadoras eficientes de 

complexos peptídeos-MHC de classe I (na maioria das vezes através de apresentação 

cruzada) para linfócito T CD8+, os quais desenvolvem uma resposta diretamente 

citotóxica ao enxerto (HARPER et al., 2015). Entretanto, foi comprovado que as 

cDC1, juntamente com a expressão de CD40, têm papel importante na ativação 

inicial de células T CD4+ näive, principalmente no contexto tumoral, o que pode ser 

aplicado para o contexto do transplante (FERRIS et al., 2020). Por outro lado, as 

cDC2 são eficientes em apresentar complexos peptídeos-MHC de classe II para 

linfócitos T CD4+, os quais são ativados e promovem o recrutamento de fagócitos e 

linfócitos B para realizar suas funções efetoras (BROWN et al., 2019; LU et al., 2009; 

MERAD; GINHOUX; COLLIN, 2008), processos característicos de rejeição aguda e 

crônica do enxerto, como mencionado anteriormente.  

Ambas cDCs também têm relevância no desenvolvimento da síndrome 

metabólica instalada na obesidade.  Essas células, através do cross-talking com 

adipócitos, podem regular a homeostase de produção de citocinas no tecido adiposo 

e, consequentemente, sua própria homeostase e dos órgãos em contato com esse 

tecido, o que pode resultar tanto em alteração na sensibilidade à insulina quanto 

numa inflamação basal (GHOSH et al., 2016; LIM et al., 2013; MACDOUGALL et al., 

2018). 
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Apesar da relevância das DCs presentes no tecido adiposo durante a 

obesidade (CHO et al., 2016a; SUBSETS et al., 2018), há relativamente poucos 

estudos que focaram no perfil das DCs presentes nos órgãos linfoides secundários 

no contexto da obesidade. 

Portanto, levando em consideração a importante função das DCs na resposta 

imune, mais especificamente na apresentação de aloantígenos, torna-se relevante 

estudar os mecanismos celulares e moleculares relacionados com sua ativação e 

funções, os quais tem importância na modulação do fenótipo das DCs e das células 

T.  

1.7 MECANISMOS PARA MODULAÇÃO DO FENÓTIPO E FUNÇÃO DE DCS  

Uma das maneiras de manipular o perfil e, consequentemente, a ativação de 

DCs, é promover alterações nos seus mecanismos epigenéticos (MCCAUGHAN et al., 

2012; NENCIONI et al., 2007), ou seja, estudar os fatores ligados à remodelação da 

cromatina que impedem ou possibilitam o acesso ao DNA (KAPLAN et al., 2009; 

KOSSEL; LECTURE, 2019; LARCH; LAPOINTE; KORNBERG, 1987). Os principais 

mecanismos epigenéticos são: metilação (HORVATH; RAJ, 2018; TESCHENDORFF; 

RELTON, 2017), modulação por RNA não codificantes (microRNA, lnRNA, circRNA, 

etc.) (CHEN; YANG, 2015; DHORNE-POLLET et al., 2019) e modificação em histonas 

por acetilação e desacetilação (HABERLAND; MONTGOMERY; OLSON, 2009; 

PICKETT, 2007), o que será discutido mais profundamente aqui, com enfoque em 

sirtuínas.  

Uma atividade enzimática que catalisa a remoção de grupos funcionais acetil 

de histonas foi descoberta em um extrato de timo de bezerro em 1969 (FUJIMOTO, 
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1969), e foram funcionalmente relacionadas com famílias de proteínas reguladoras 

em leveduras (GUARENTE et al., 2000), sendo chamadas de HDACs (histona 

desacetilases). Essas enzimas, preferencialmente atuam sobre grupos acetis 

terminais de resíduos de lisina, as quais são classificadas conforme a similaridade 

da sequência de aminoácidos. A classe I (HDAC1-HDAC4) tem similaridade de 

sequência com a proteína Rpd3 da levedura.  A classe II (HDAC5-HDAC10) tem 

similaridade de sequência com a proteína Hda1 e Hos de levedura. A classe III 

(sirtuínas 1-7) tem similaridade de sequência com a proteína Sir2 de levedura 

(AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004).   

Experimentalmente, estudos in vivo e in vitro mostram que inibidores de 

histona desacetilase (HDACi) podem aumentar os números e a função supressora de 

Tregs Foxp3+, promovendo sua produção de células através do remodelamento da 

cromatina e induzindo a acetilação da própria proteína Foxp3 (ZHANG et al., 2012). 

In vitro, o ácido suberoilanilida hidroxâmico (SAHA®, um tipo de HDACi) reduz a 

proporção de células Th17 na população isolada de células T CD4+ e diminui as 

expressões de IL-17A, IL-17F, STAT3 e RORγt nestas células. Além disso, SAHA® 

aumenta a função supressora de células Tregs, aumentando a expressão de CTLA-4, 

sem afetar a proliferação de células T efetoras (KIM et al., 2019; REDDY et al., 2004). 

Outro estudo demonstrou que o SAHA® apresenta certo sinergismo com a droga 

imunossupressora FK506, promovendo uma redução na rejeição de aloenxertos em 

camundongos (ZHANG et al., 2012).  

Com relação as DCs, alguns tipos de HDACi como o ácido valpróico (VPA®) e 

Entinostat (MS275®) afetam a expressão de moléculas co-estimuladoras e  
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moléculas de adesão em DCs derivadas de monócitos em seres humanos (NENCIONI 

et al., 2007). Da mesma forma, a utilização de  HDACi promove uma diminuição do 

marcador CD83, o qual está relacionado com a maturação das DCs (BROGDON et al., 

2007). Outros estudos demonstraram que alterações na produção de citocinas em 

DCs são influenciadas pela funcionalidade das HDACs (LIU et al., 2015a; REDDY et 

al., 2004).  

Como foi visto por Gibson e colaboradores, o butirato promoveu uma 

diminuição da funcionalidade das HDACs de classe I e II, que leva a uma menor 

secreção de citocinas como IL-12p40 e IL-6 em DCs derivadas de monócitos 

humanos (GIBSON, 2000). Em DCs murinas, foi observado que com a aplicação de 

Tricostatina A (TSA®), uma droga que induz a expressão aumentada de HDACs da 

classe III, bloqueou a secreção de TNF-α e IL-1β e reduziu a expressão de TLR3 e 

TLR4 (ROGER et al., 2011).  

Portanto, devido aos estudos realizados anteriormente, HDACs, em especial 

HDAC3, parecem governar a resposta inflamatória, podendo exacerbá-la ou reduzi-

la, dependo das células e do contexto que se inserem (BROGDON et al., 2007; 

NGUYEN et al., 2020).  

 

 1.7.1 Sirtuínas (HDAC3) 

Apesar de existir muitos estudos com inibidores de HDAC em DCs, pouco 

atuam diretamente nas sirtuínas (SIRTs). Até o presente momento, já foram 

caracterizadas sete SIRTs, HDACs de classe III. As SIRTs compartilham de 22% a 



37 

 
50% de identidade na sequência de aminoácidos e entre 27% a 88% na identidade 

nos domínios catalíticos conservados (BRACHMANN et al., 1995). A estrutura da 

proteína SIRT possui um sítio catalítico constituído por dois domínios, que tem a 

função de transferir o grupo acetil de resíduos de lisina de uma proteína para uma 

molécula de adenina oxidada (NAD+)(CHANG; GUARENTE, 2014). O maior domínio 

das SIRTs é a dobra de Rossman, a qual é altamente conservada e característica das 

enzimas dependentes de NAD+/NADH (HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2012). 

Por outro lado, o menor domínio é dependente do zinco como cofator. Apesar do 

zinco não atuar diretamente no processo de desacetilação, ele desempenha um 

papel na integridade estrutural necessária para a reação (BRUNO GHIROTTO et al., 

2019; NISOLI et al., 2005). É possível encontrar SIRT1 e SIRT2 no núcleo e 

citoplasma, SIRT3 no núcleo e mitocôndria, SIRT4 e SIRT5 exclusivamente na 

mitocôndria, SIRT6 apenas no núcleo, e SIRT7 no nucléolo (FRYE, 1999). Embora as 

SIRTs tenham sido originalmente identificadas como HDACs, elas podem atuar 

também em vários outros processos biológicos sobre numerosos substratos não-

histona (D. et al., 2013; MA et al., 2019; WAGNER; HIRSCHEY, 2014).  

Das sete sirtuínas, a SIRT1 é a que possui a atividade mais robusta de histona 

deacetilase e tem sido extensivamente estudada em diferentes contextos (CANTÓ et 

al., 2009; D. et al., 2013; MA et al., 2019; NISOLI et al., 2005; SEPHAROSE et al., 2005). 

Além disso, seguindo os dados de SIRTs em DCs disponibilizados até o momento, 

aparentemente SIRT1 parece ter um papel de maior relevância na modulação do 

perfil das DCs quando comparado a outras células do sistema imune (LIU et al., 

2015b). 
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Com relação as DCs, observou-se que a SIRT1 estava mais positivamente 

regulada em DCs infectadas com vírus sincicial respiratório (RSV)(ELESELA et al., 

2020; OWCZARCZYK et al., 2015). Após a infecção pelo RSV, as DCs tratadas com EX-

527 (inibidor seletivo de SIRT1), com RNA interferente (iRNA) para SIRT1 ou DCs 

de camundongos com knockout condicional para SIRT1, mostraram expressão 

gênica aumentada de citocinas pró-inflamatórias e autofagia atenuada 

(OWCZARCZYK et al., 2015). De maneira similar, camundongos knockouts para 

SIRT1 em células mielóides desenvolvem lesões articulares mais severas em modelo 

de artrite. Além disso, foi visto que as DCs desses animais possuíam um aumento da 

expressão de CD86 e CD80 (WOO et al., 2016). O grupo do Prof. Hans Acha-Orbea 

demonstrou que outras sirtuínas, como SIRT3, parecem não ter um efeito crítico 

para as DCs responderem a infecções por bactérias e fungos (CIARLO et al., 2017). 

Porém, animais com deficiência em SIRT2 possuem funções fagocíticas aumentadas 

e, consequentemente, protegem mais eficientemente os indivíduos de infecções 

crônicas por estafilococos (FRYE, 1999). SIRT1 em DCs está intimamente ligada a 

regulação de alguns fatores de transcrição, por exemplo, sabe-se que SIRT1 altera o 

funcionamento do regulador de interferom do tipo 1 (IRF1), e isso leva a menor 

polarização de células Th17 num modelo de autoimunidade (WOO et al., 2016). Em 

acréscimo, SIRT1 parece regular negativamente fator indutor de hipóxia 1 alpha 

(HIF1-α) em DCs, o que conduz a uma menor secreção de IL-12p40 e a uma maior 

secreção de TGF-β (LIU et al., 2015a).  

 



39 

 
1.7.2 Sirtuína 1 na resposta imune e metabolismo 

A SIRT1 tem um grande potencial de modular a cromatina nas regiões das 

histonas H3K9, H3K14, H3K56, H4K16 e H1K26 (CHANG; GUARENTE, 2014). Essa 

HDAC3 já foi encontrada nas células dos músculos lisos, adipócitos, hepatócitos, 

além de várias células do sistema imune (BEIER et al., 2012; CHALKIADAKI; 

GUARENTE; GUARENTE, 2012; ELESELA et al., 2020; MIYAZAKI et al., 2014), a qual  

está ligada à atividade da adenosina monofosfato-quinase (AMPK) em um 

mecanismo bidirecional que regula a fisiologia celular, principalmente em condições 

de limitação de energia (LO et al., 2019). Além disso, a SIRT1 atua em fatores de 

transcrição importantes na regulação do metabolismo energético, como Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha (PGC-1α) e Forkhead 

Family Of Transcription Factors 1 (FOXO1) e 3 (FOXO3) (LI et al., 2007; SEPHAROSE 

et al., 2005). SIRT1 está relacionada com a expressão e função de proteínas 

envolvidas na tolerância ao estresse (p53, HIF1-α), no reparo do DNA (via NBS1, 

PARP1, Ku70 e WRN) e na inflamação (NF-κB), o que enfatiza a importância dessa 

molécula na resposta imune e no metabolismo celular (ALVAREZ et al., 2012; 

AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004; LO et al., 2019; PICARD et al., 2010; YEUNG et 

al., 2004).  

Dessa forma, SIRT1 consegue influenciar a biogênese mitocondrial, o 

estresse oxidativo e a diferenciação celular, presentes em doenças 

neurodegenerativas (CHOI et al., 2019; ZHANG et al., 2016), câncer (HERRANZ et al., 

2010; JUNG et al., 2020; LIU; MCCALL, 2013) e durante uma inflamação crônica 

(CHALKIADAKI; GUARENTE; GUARENTE, 2012; YOON et al., 2015). 
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Demonstrou-se que a administração oral de compostos ativadores de SIRT1, 

como resveratrol, promoveu efeitos benéficos em indivíduos que tinham uma dieta 

rica em gordura, sem apresentar grandes efeitos tóxicos (BAUR et al., 2006; 

KONINGS et al., 2014). Outro dado interessante que conecta SIRT1 com o 

metabolismo celular é o fato dessa HDAC promover a mobilização de ácidos graxos 

em adipócitos por reprimir as atividades de PPAR-γ (MACDOUGALL et al., 2018), 

dessa forma a adipogênese é atenuada e animais em dieta hiperlipídica têm uma 

melhor sobrevida na presença de uma expressão aumentada de SIRT1. Ainda, a 

restrição calórica aumenta consideravelmente a expressão de SIRT1 (GUARENTE, 

2012), o que demonstra, portanto, uma conexão de SIRT1 com o metabolismo de 

lipídeos e ingestão de calorias no geral.  

SIRT1 é amplamente descrita como um regulador da atividade mitocondrial, 

todavia há poucos relatos relacionando essa HDAC3 com seu potencial de regular 

vias adjacentes a mitocôndria. Por exemplo, o metabólito hormonal de vitamina D 

(1,25 dihidroxivitamina D3), que se liga ao receptor de vitamina D (VDR) regula 

diversos processos de sinalização, interferindo no fenótipo e na função das células 

(BOOTH et al., 2016; LIN, 2016). O VDR possui modificações pós-traducionais de 

acetilação que são governadas por SIRT1, a qual tem o potencial evitar o feedback  

negativo entre o 1,25 dihidroxivitamina D e VDR proveniente da acetilação (SABIR 

et al., 2017).  

Outro ponto interessante é a relação da geração de NAD+ com atividade de 

SIRT1 (AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004; CANTÓ; MENZIES; AUWERX, 2015; 

PRICE et al., 2012). Há duas vias principais para geração dessa coenzima: a 
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biossíntese catabólica de NAD+ via degradação de triptofano (biossíntese de novo 

de NAD+) e a via de salvamento NAD+ (EVANS et al., 2002; LIU et al., 2018; STONE; 

DARLINGTON, 2002).  Ambas as vias têm sido relatadas como essenciais na 

produção de NAD+ para suprimir o funcionamento de várias etapas de vias 

metabólicas e de enzimas, como as sirtuínas (MINHAS et al., 2019; PRASAD et al., 

1999; PRICE et al., 2012).  

O triptofano é clivado por indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) ou triptofano 

2,3-dioxigenase (TDO) e dá origem a quinurenina, que por sua vez segue sendo 

clivado por uma variedade de enzimas que, ao final, gera NAD+ (BADAWY, 2017). A 

via de salvamento de NAD+ é uma via cíclica de restauração de NAD+, que ocorre 

principalmente através de três precursores de NAD+: NAMN, NMN e NAM, sendo 

que sirtuínas atuam diretamente na conversão de NAD+ em NAM  (LIU et al., 2018). 

A mudança da via de salvamento NAD+ para a via de biossíntese de triptofano tem 

potencial de induzir tolerância, evidenciando, portanto, a importância dessas vias 

na regulação de fenótipos celulares (ZHANG et al., 2019). Além disso, essa a via do 

triptofano promove tanto a produção e quanto secreção de quinurenina, que por sua 

vez tem um grande potencial tolerogênico no microambiente, principalmente pela 

geração de células Treg Foxp3+(ELKHAL et al., 2016; RAD POUR et al., 2019). Sendo 

assim, essas vias podem ser peças-chave na modulação de SIRT1 e como essa HDAC 

modula o fenótipo das células, principalmente em DCs, as quais têm sido descritas 

como uma das principais células com grande atividade da via do triptofano 

(MONDANELLI et al., 2017; NOAKES, 2015). 
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Tendo em vista que ativação genética ou farmacológica da SIRT1 pode 

beneficiar inúmeras doenças inflamatórias em modelos murinos (CHOI et al., 2019; 

GANESAN et al., 2017; LIU; MCCALL, 2013; YOON et al., 2015) e aliado ao fato de que 

pouco tem se avaliado sobre o papel da SIRT1 no metabolismo de células imunes, 

como nas DCs, nosso trabalho se insere nesta perspectiva. As DCs são células 

importantes para indução da resposta imune ao aloenxerto, parecem desenvolver 

papel crucial no contexto da obesidade, neste projeto formulamos a hipótese de que 

SIRT1 regula diretamente a expressão citocinas pró-inflamatórias e interfere na 

apresentação de antígenos e no metabolismo das DCs. Como consequências destas 

modulações, a SIRT1 influência na diferenciação, ativação e proliferação de subtipos 

de células T CD4+, as quais determinarão a aceitação ou a rejeição de um enxerto, 

principalmente no contexto da obesidade. 

 

2. OBJETIVO GERAL 

Investigar a função de SIRT1 na função e no fenótipo de DCs e o impacto dessa 

modulação no contexto do transplante de pele e/ou na obesidade experimental. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Inicialmente, usando um modelo clássico de estudo in vitro para avaliar a 

função e fenótipo de DCs, nós procuramos: 



43 

 
A. Caracterizar a expressão e o papel SIRT1 no fenótipo e nas funções de DCs de 

linfonodos drenantes e células dendríticas da medula óssea (BMDCs), 

provenientes de animais magros e obesos;  

B. Diferenciar BMDCs de animais magros e obesos para avaliar o perfil 

metabólico e fenotípico dessas células na presença de resveratrol (RES) e Ex-

527 (6-cloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-Carbazol-1-carboxamida);  

C. Medir a atividade de SIRT1 em DCs isoladas de linfonodos drenantes e em 

BMDCs; e 

D. Avaliar o perfil de expressão proteica de células T CD4+ na presença de 

BMDCs de animais magros e obesos, com e sem RES ou EX-527.   

Uma vez observado o impacto da expressão diferencial de SIRT1 no fenótipo 

e função das DCs de animais magros e obesos, avaliaremos como a ausência 

específica dessa HDAC em DCs, através da deleção condicional de Sirt1 em células 

dendríticas (SIRT1∆), impacta a resposta imune de camundongos obesos e 

transplantados. Para isso, nós objetivamos: 

A. Avaliar o peso, tolerância a glicose, e resistência insulina dos camundongos 

SIRT1∆ durante a obesidade induzida por dieta hiperlipídca; 

B. Avaliar a sobrevida dos enxertos em diferentes condições, as quais envolvem 

camundongos WT e SIRT1∆ magros ou obesos, sem e com transplante; e 

C. Avaliar o perfil metabólico e fenotípico de BMDCs nas diferentes condições 

citadas acima no tópico 1. 
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3. MÉTODOS  

3.1 ANIMAIS 

Os animais com deleção condicional para Sirt1 em DCs foram chamados de 

SIRT1Δ. O background dos animais é C57BL/6J e foram utilizados seguindo o 

genótipo; CRE+/- Itgax flox+/+ para os animais com deleção de SIRT1 em DC; 

Enqaunto os controles foram slecionados pela ausência de CRE: CRE-/-Itgax flox+/+ 

(SIRT1fl/fl). Apenas animais machos foram utilizados para os experimentos. Tanto os 

animais SIRT Δ, quanto os C57BL/6J foram adquiridos no biotério do Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São Paulo (USP), sob o Comitê de 

Ética em Uso de Animal (CEUA) do ICB (n° 8027280518). Os mesmos foram 

mantidos em condições SPF (do inglês, specific pathogen free) com temperatura 

controlada (25°C), ciclo claro/escuro (12h/12h) e com água e ração à vontade. Cada 

experimento realizado foi composto de no mínimo 3 animais e no máximo 9 animais 

por grupo, acompanhado de 2-3 repetições experimentais.  

 

3.2 TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE E RESISTÊNCIA À INSULINA 

Para o teste de tolerância à glicose (GTT), nós injetamos via intraperitoneal, 

1g/kg de glicose (diluída em PBS 1X estéril) de acordo com o peso corporal do 

animal (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) após 12 horas de jejum. A concentração de 

glicose no sangue foi aferida nos animais nos tempos de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 

minutos após a injeção de glicose, utilizando tiras de glicemia (Accu-chek®, Basel, 

Suíça). Para o teste de tolerância à insulina (ITT), os animais receberam 1U/kg de 

insulina regular humana (diluída em PBS 1X estéril) (Thermo Fisher ScientificTM, 
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Massachusetts, EUA) por via intraperitoneal, após 8 horas de jejum.  A avaliação da 

glicemia dos animais nos mesmos intervalos de tempo procedeu-se da mesma forma 

que foi realizada para o GTT. 

 

3.3 MODELO DE OBESIDADE INDUZIDO POR DIETA 

Para induzir obesidade os animais (4 semanas de idade) foram submetidos à 

dieta padrão de 20% ou hiperlipídica 60% de lipídeos/kcal (RhosterTM, São Paulo, 

Brazil ) com 3g/kg de L-cistina, 2,5 g/Kg de bitartarato de colina, 10 g/Kg de 10 g/Kg 

de mix vitaminas, 35 g/Kg de mix de minerais G, 100 g/Kg de sacarose, 50 g/Kg de 

celulose microfina, 115,5 g/Kg de amido de milho, 132 g/Kg de amido dextrenizado, 

200 g/Kg de caseína, 315 g/Kg de banha suína e 35 g/Kg de óleo de soja por 12 

semanas. Após administração da dieta durante o período determinado, o 

estabelecimento da obesidade e da síndrome metabólica foi avaliado através do 

monitoramento do ganho de peso, bem como através de testes de GTT e ITT.  

 

3.4 GERAÇÃO DE BMDCS DE CAMUNDONGOS. 

Para verificar a presença e investigar o papel da SIRT1 em DCs in vitro, foram 

geradas DCs da medula óssea isoladas de fêmur e tíbia de camundongos machos 

magros e obesos. Após a eutanásia dos animais foram coletados os fêmures e as 

tíbias. Os músculos, cartilagens e gorduras foram removidos dos ossos, os quais 

foram mantidos em PBS 1X com 2% de SFB (Gibco®, Massachusetts, USA), no gelo 

picado (4°C), até serem transferidos para dentro de um fluxo laminar. Dentro do 
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fluxo, tanto os fêmures quanto as tíbias foram embebidos com álcool 70%, e, 

posteriormente, as extremidades dos ossos foram superficialmente cortadas com o 

auxílio de tesoura e pinça estéreis. Após os cortes, com auxílio de uma seringa BDTM 

(Califórnia, EUA) 5 mL Luer-LokTM Tip (Califórnia, EUA) acoplada a uma agulha BDTM 

(Califórnia, EUA)  0,45 X 13 mm (26G X ½”), foi injetado dentro de cada osso 2,5 mL 

de PBS 1X com SFB 2% estéril. O volume injetado era imediatamente filtrado por um 

Cell Strainer (Corning®, Nova Iorque, EUA) de 70 µM/Nylon apoiado sob um tubo 

Falcon® (Nova Iorque, EUA) de 50 mL, utilizado para conteúdo. O volume adquirido 

foi centrifugado à 1500 rpm por 5 minutos a 4°C.  Posteriormente, o sobrenadante 

foi descartado e ao botão de células foi adicionado 1 mL tampão de lise de hemácias 

(155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3 e 0,1 mM EDTA), homogeneizado e incubado 

durante 1 minuto a temperatura ambiente. Na etapa seguinte foram adicionados 5 

mL de PBS com 2% de SFB estéril, para neutralizar o tampão de lise de hemácias. As 

células foram novamente centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos à 4°C.  O 

sobrenadante foi desprezado novamente e o botão celular foi suspendido com 5 mL 

de IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium - Gibco®, Massachusetts, EUA) com 

10% de SFB  e1% de Penicilina e Estreptomicina (Gibco®, Massachusetts, USA). Uma 

alíquota de 2uL de amostra foi diluída 20X em corante de viabilidade Trypan Blue  

para contagem do número de células, a qual ocorreu através do microscópio e uma 

câmara de Neubauer, com a exclusão de células mortas. Por fim, 1,5x106 células 

foram colocadas por poço em placas de 6 poços contendo 2 mL de IMDM com 10% 

de SFB com 1% de Penicilina e Estreptomicina, além de 20ng/ml de GM-CSF 

(Recombinant Murine GM-CSF - Peprotech®, Nova Jersey, EUA). No dia 3 foi removido 

metade do volume do meio de cultura, o qual foi repsosto com 1mL de IMDM fresco 
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com o dobro da concentração de GM-CSF do dia 0. Após as BMDCs serem geradas 

por completo no dia 6, os tratamentos necessários para buscar os objetivos do 

projeto foram aplicados no dia 7. 

 

3.5 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO DAS BMDCS COM RESVERATROL E EX-527 

As drogas farmacológicas resveratrol (catálogo: R5010-100MG, Sigma-

Aldrich® Missouri, EUA) e EX-527 (catálogo: E7034-5MG, Sigma-Aldrich® Missouri, 

EUA) foram ambas diluídas em DMSO e armazenadas a -20°C, conforme instruções 

do fabricante. Teste de dose resposta, variando tempo e concentração (Anexo 1A e 

1B), foram realizados para determinar a dose que utlizaríamos no trabalho. Após os 

testes prévios, a concentração de 100 µM de resveratrol e a concentração de 20 µM 

foram escohidas para os demais experimentos subsequentes, por apresentarem 

maior modulação da expressão de SIRT1 (aumento com resveratrol e inibição com 

o EX-527) sem prejuízo na viabilidade celular.  

 

3.6 IMUNOFENOTIPAGEM E AGRUPAMENTO VIA TNSE 

Para realizar a imunofenotipagem de BMDCs e DCs identificadas in vivo de 

animais magros e obesos, utilizamos  os marcadores fenotípicos descritos na Tabela 

1. Sendo que número de células foi ajustado igualmente entre as amostras de cada 

grupo experimental (1X106 células por amostra), as quais foram adquiridas pelo 

equipamento BD FACSCanto™ II Cell Analyzer e  BD LSRFortessa™ Flow Cytometer 

(Califórnia, EUA) . Os dados foram analisados pelos softwares BD FACSDivaTM e BD 
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FlowJoXT TM (Califórnia, EUA). Todos os anticorpos mencionados foram utilizados 

na diluição de 1:200 µL anteriormente padronizados, seguindo uma titulação prévia 

realizada pelo nosso laboratório.  

O clustering das subpopulção de DCs foi realizada a partir do plug-in tnseTM  

disponidilzado pelo software  BD FlowJoXT TM.  As amostras foram concatenadas via 

Downsample V3 plug-in na mesma quantidade de eventos/DCs  viáveis (5000) por 

amostra. O número de interações foi de 2000, assim como o nível de perplexibilidade 

foi configurado para 80.  

Tabela 1 - Lista de anticorpos utilizados 

Fluôrocromo Anticorpo Clone Fornecedor 

AF700 anti-I-A/I-E M5/114.15.2 eBioscienceTM 

Percp-cy5.5 anti-CD80 16-10A1 BDTM 

PE-Cy7 anti-CD86 GL1 BDTM 

PE anti-CD40 3/2.G BDTM 

BV421 anti-CD11c HL3 BDTM 

APC-Cy7 anti-CD11b M1/70 BDTM 

BV786 anti-CD8α 53-6.7 BDTM 

FITC anti-F4/80 B8 BDTM 

FITC anti-CD4 H129.19 BDTM 
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PE-Cy7 anti-CD25 3C7 BiolegendTM 

BV711 anti-CD45 A20 BiolegendTM 

PE anti-IL12p40 JES6-5H4 BiolegendTM 

APC anti-IFNγ XMG1.2 BDTM 

BV605 anti-B220 C57.3 eBioscienceTM 

FITC anti-SIRT1 19A7AB4 Abcam® 

PEC-cy7 anti-CD44 IM7 BDTM 

AF700 anti-CD62L MEL-14 BDTM 

PE anti-CD103 2E7 BDTM 

Não conjugado anti-PPARγ 81BB Cell Signaling 

Não conjugado anti-β-catenin D2U8Y Cell Signaling  

AF647 anti-IDO1 V50-1886 BDTM 

PE CD64 X54-5/7.1   BDTM 

PE Ly-6G 1A8  BiolegendTM 

    

3.7 EXTRAÇÃO DE RNA  

O RNA total das células foi extraído com o reagente TRIzolTM (InvitrogenTM – 

Texas, EUA). Primeiramente foi adicionado 1000 µL de TRIzolTM nas células, seguido 
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de uma incubação de 5 minutos em temperatura ambiente, para posterior adição de 

200 µL de clorofórmio, seguida de uma agitação de 15 segundos e nova incubação 

de 3 minutos, a qual foi seguida de uma centrifugação à 1200 rpm por 15 minutos à 

4 °C. Após, foi coletada a primeira fase do conteúdo (sobrenadante transparente 

onde contém o RNA),  o qual foi transferido para um novo tubo de 1.5 mL, adicionado 

500 µL de isopropanol, homogeneizado por vortex e centrifugado por mais 10 

minutos a 1200 rpm e 4°C. Posteriormente, foi realizado uma lavagem com 1000 µL 

de etanol 75% e centrifugado por 5 minutos a 7500 rpm. Por fim, o sobrenadante foi 

descartado. Após o tubo ter ficado secando em temperatura ambiente por 20 

minutos foi  adicionado 15 µL de água tratada com o reagente dietil pirocarbonato 

(DEPEC®), para que as amostras fossem  quantificadas pelo equipamento Nanodrop 

(Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA) e armazenadas em freezeres de -

80°C até a sua utilização. 

 

3.8 SÍNTESE DE CDNA (DNA COMPLEMENTAR) 

A síntese de cDNA a partir de 2000 ng de RNA total  foi realizada pelo Kit M-

MLV Reverse Transcriptase System oferecido pela PromegaTM (Wisconsin, EUA).  Em 

um tudo de 0.2 mL foi colocado 2.000 ng de RNA, 2,5 µL de DNAse,5 µL de 10X 

Reaction Buffer e 1 µL de DNase-RNA free em cada amostra, para digestão de DNA 

contaminante. As amostras foram colocadas no Termociclador Mastercycler5 da 

EpperndorfTM (Hamburdo, Alemanha) com uma ciclagem de 30 minutos à 37 °C e 

posteriormente foram incubads por 5 minutos no gelo. Após a incubação, as 

amostras retornaram novamente para o termociclador em uma ciclagem de 10 
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minutos por 65 °C  e mais 5 minutos no gelo. Por fim, foi aplicado uma mistura 

contendo 1 µL BSA (20 ug/mL), 10 µL de M-MLV Buffer 5X, 10 µL de dNTP, 2 µL de 

Oligo DT e 2 µL transcriptase reversa,  para realização da última ciclagem no 

termociclador de 1 hora à 37°C seguida de uma etapa de 65°C por 10 minutos. Ao 

final, as amostras foram armazenadas a – 20 °C e diluidas 20X até serem utilizadas. 

 

3.9 QPCR 

A qPCR  em tempo real (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction) 

foi realizada a partir do uso de 5 µL de PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix da 

Applied Biosystems™ (Califórnia, EUA), 2 µL de água específica para uso em biologia 

molecular da Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA), 0,5 µL de cada primer (500 nM), 

Foward e Reverse da  IDTTM (Washington, EUA) e por fim, 2 µL da amostra diluída 

20X. Todas as reações foram realizadas em placas de 96 well MicroAmp™ Optical 96-

Well Reaction Plate Strips Applied Biosystems™ no aparelho QuantStudio 12K Flex 

Real-Time PCR System Applied Biosystems™. As sequências dos primers dos genes 

analisados foram: Sirt1 F: 5’-AAACAGTGAGAAAATGCTGG-3’, R: 5’- 

GGTATTGATTACCCTCAAGC-3’; pro-Il-1b F: 5’-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3’, R: 

5’-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3’;Il6 F: 5’-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3’, R: 

5’-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3’; Il12b F: 5’-GGCCATGAGGCTGGATCTC-3’, R: 

5’ -AACATTTGAATCCTGCAGCCA-3’; Il12a F: 5′-TTTTCTGGCATCTCCCCTCGTG-3′, 

5′-TGGGTGGGTCAGGTTTGATGATG-3’; Ifna F: 5’-GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC-

3’, R: 5’-ATCACTTCAATGGCCTCTGTGTAG-3’; Ifnb F: 5’- 

CAACTTGCTTGGATTCCTACAAAG-3’, R: 5’-TATTCAAGCCTCCCATTCAATTG-3’;  Tnfa 
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F:  5′-TGTGCCCCGTATCCAGTGT-3’,  R: 5′-CGGATCCTTTGCAAGCAGAA-3’, Il10 5′-

ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG-3′, R: 5′-CACAGGGGAGAAATCGATGACA-3′ Tgfb1 

F: 5’-GCAGCACGTGGAGCTGTA-3’; Il35 (Ebi3) F: 5’-GTTCTCCACGGTGCCCTA-3’, R: 

5’-CGGCTTGATGATTCGCTC-3’; Ido1 5’-AGGATCCTTGAAGACCACCA-3’, R: 5’-

CCAATAGAGAGACGAGGAAG-3’; Bactin F: 5’-TGAGAGGGAAATCGTGCGTG-3’, R: 5’-

TGCTTGCTGATCCACATCTGC-3’. Todas as sequências de primers foram adquiridas 

através da empresa IDTTM na concentração de 100 nM e diluídas de modo padrão a 

10X para uso, as quais foram previamente tituladas, chegando no padrão de 0,5 µL 

em 10  µL de reação final, com a concentração de  500 nM de cada primer do par.  

 

3.10  EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA 

Com o objetivo de extrair o conteúdo proteico de BMDCS dos camundongos 

magros e obesos, foi utilizado 500 µL de solução RIPPA Lysis Buffer 1X (MerckTM, 

Darmstadt, Alemanha) com inibidores de fosfatase e protease (1 comprimido de 

cada iibidor para 10ml de RIPPA) (Roche®, Basel, Suiça) a cada 2x106 células. A 

solução de RIPPA era composta por: 0.5M de Tris-HCl, pH 7.4, 1.5M de NaCl, 2.5%  

de ácido desoxicólico, 10% de NP-40, 10mM de EDTA. Após a adição da solução nas 

células em pellet, as mesmas foram incubadas por 15 minutos em gelo picado (4°C) 

para futura quantificação pelo kit de BCA seguindo as instruções do fabricante 

(Thermo Fischer ScientificTM, Massachusetts, EUA), finalizando com a estocagem das 

amostras em -80 °C. 
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3.11 ELISA 

A medida das citocinas IL-12p70, IL-12p40, IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-10 e TGF-β 

foi realizada usando os Kits R&D System® ELISA DuoSet® sanduiches (Wittenberg, 

Alemanha) e BDTM ELISA set (Califórnia, EUA), seguindo as orientações dos 

fabricantes. A leitura da absorbância foi realizada no aparelho Synergy HTX® da 

Biotek (Vermont, EUA) no comprimento de onda 542nm. 

 

3.10 EXTRAÇÃO DE DNA PARA GENOTIPAGEM  

A extração do DNA foi realizada a partir da retirada de uma pequena parte da 

orelha de cada animal, a qual foi mantida dentro de um tubo EppendorfTM 

(Hamburgo, Alemanha) de 600 µL, que permaneceu em gelo picado (4°C). 

Posteriormente foi adicionado 40 µL de NaOH (2mM) para o futuro aquecimento a 

94°C na rotação de 350 rpm por 1h no Thermoblock EppendorfTM (Hamburgo, 

Alemanha). Após esse tempo foi completado à solução 40 µL de TriHCl (0,05nM). 

Por fim, todos os tubos passaram por um vortex e por um short-spin para ser 

estocado na geladeira à 4°C.   

 

3.12 GENOTIPAGEM DOS ANIMAIS CRE-LOX  

Para verificar a presença do genótipo desejado em cada geração de animais 

SIRT1, foi realizado a genotipagem (PCR convencional) dos mesmos.  Para 

determinar se o animal realmente possuía o gene de CRE em CD11c (mais 
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precisamente na região promotora do gene Itgax)  foi feito um mix para todas as 

amostras, o qual contém 5 µL de MyTaqTM ReadyMix™ PCR Reaction Mix da Merck® 

(Nova Jersey, EUA) mais 1 µL de cada primer (oIMR7841 F: 5’- 

ACTTGGCAGCTGTCTCCAAG-3’; oIMR7842 R: 5’-GCGAAC ATCTTCAGGTTCTG -3’; 

oIMR8744 /F: 5’-CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3; oIMR8745 5’- 

GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3’) e 2 µL de água DEPEC®. Dessa forma cada tubo com 

2 µL de amostra conté 11 µL de mix mais primers (solução final de 13 µL). De forma 

semelhante, para a verificar se o camundongo é SIRT1Δ , outra PCR foi realizada com 

o mesmo mix e a mesma quantidade de amostra, porém foi usado dois primers 

somente (oIMR7909 F:  5’-GGTTGACTTAGG TCTTGTCTG-3’; oIMR7912 R: 5’-

CGTCCCTTGTAATGTTTC CC-3’). Para realizar a reação de PCR foi utilizado o 

termociclador MasterCycle5 com as temperaturas, tempos e análises padronizados 

para cada genotipagem disponibilizadas pela empresa The Jackson LaboratoryTM 

(Harbor, EUA). Logo após, foi realizado o preparo de um gel de agarose 3% com TAE 

buffer 1X e uma corrida de eletroforese para visualizar as bandas de DNA e, por fim, 

separar os animais de interesse. O genótipo ideal para os experimentos está 

ilustrado nos géis abaixo (Figura 1A e 1B). 

 

 

 

 

 

A 

B 
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Genotipagem para Itgax contendo amostras de DNA da cauda de animais SIRT1Δ (1-10), sendo que os animais 
positivos devem conter duas bandas (tgax: ~313 bp e Internal control: ~200bp) (A).   Genotipagem para Itgax  
contendo de amostras de DNA da cauda de animais SIRT1Δ (1-10), sendo que os animais homozigotos devem 
conter uma banda superior (homozigoto: ~810 bp), os animais WT devem conter uma banda inferioir (WT: 
~700 bp) e os heterozigotos com as duas bandas (B). Todas as genotipagens continham os controles positivos 
(P1 e P2), negativo (N) e brancos (B). precisa ilustrar o marcador de peso molecular e dizer se ele é de 100 ou 
200 bp.  

 

3.13 CO-CULTIVO ENTRE BMDCS PULSADAS COM OVA E CÉLULAS T CD4+ NAIVE 

DERIVADAS DE ANIMAIS OT-II 

Inicialmente as BMDCs foram geradas como anteriormente descrito, sendo 

que no dia 6 as células foram tratadas com Resveratrol (100 µM) ou EX-527 (20 µM) 

e com Ovalbumina (OVA) Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA) na concentração de 0.1 

mg/mL previamente filtrada, através de um filtro de 0,45 µm em PBS 1X. No dia 7, 

as BMDCs foram retiradas da placa de 6 poços, isoladas por EasySep™ Mouse CD11c 

Positive Selection Kit II Stem CellTM (Los Angeles, EUA) e recolocadas em uma placa 

de 96 poços de fundo U, com 25x104 células por poço. Com os linfócitos T CD4+ näive 

(CD4+62DLhigh) devidamente isolados dos linfonodos e do baço de animais OT-II 

pelo EasySep™ Mouse Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit da Stem CellTM  (Los Angeles, 

EUA), foi realizada  a adição do CellTrace™ Violet Cell Proliferation da Thermo Fisher 

ScientificTM (Massachusetts, EUA) na concentração de 5µM. As células foram  

posteriormente incubadas a 37 °C, 5% de CO2, por 20 minutos em 1 mL de meio 

RPMI  1640 completo, ou seja, contendo 5% de SFB, 1% de penicilina,  streptomicina,  

1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sódio, 1% de aminoácidos não essenciais, 25 

mM de HEPES e diluição de 1:1000 de 2-β-Mercaptoetanol (Gibco® de 

Massachusetts, USA) . Feito isso, foi adicionado a placa de 96 poços já contendo as 

Figura 1 - Genótipo dos animais com deleção condicional de SIRT1 em DCs (Itgax/CD11c), indetificados  
como SIRT1Δ.  
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25x104 BMDCs, 1x105 linfócitos T CD4+ näive por 3 dias. No dia 8, os poços contendo 

ambas as células foram submetidos ao acréscimo de 50 ng/mL de PMA, 1 µg/mL de 

ionomicina e 1µg/mL solução de brefeldina A BDTM (Califórnia, EUA) e 

posteriormente foram incubadas durante 5 horas em 37°C a 5% de CO2. A 

proliferação dos linfócitos T CD4+ e a produção de citocinas foram analisadas por 

citometria de fluxo, através da BD FACSCanto™ II Cell Analyzer e  BD LSRFortessa™ 

Flow Cytometer (Califórnia, EUA) . Os dados foram analisados pelos softwares BD 

FACSDivaTM e BD FlowJoXT TM (Califórnia, EUA). 

 

3.14 TRANSPLANTE DE PELE  

Animais F1 (H-2d/b, oriundos do cruzamento entre C57B/6j e Balb/c) foram 

utilizados como doadores de transplante de pele a animais com fundo C57B6/J. O 

transplante foi realizado a partir de uma adaptação da técnica descrita por Markees 

et al. 1997.(MARKEES et al., 1998) Os camundongos doadores foram eutanasiados 

com uma injeção intraperitoneal de cetamina (375 mg/Kg) e xilazina (37,5 mg/Kg) 

e, com a ajuda do bisturi, a pele do dorso foi removida, cortada em quadrados de 1 

cm2 com os cantos sendo abaulados. Os camundongos receptores foram 

anestesiados com xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (100 mg/kg), e tiveram suas 

costas depiladas e a assepsiadas por etanol 70%. Uma "cama" para o enxerto dorsal 

foi preparada removendo uma área da epiderme e derme ao nível do músculo 

intrínseco, no tamanho do enxerto. Os enxertos foram colocados na "cama" cobertos 

com curativo. A sobrevivência do enxerto foi monitorada diariamente por avaliação 

tato-visual. O enxerto aceito foi definido a partir do dia em que o enxerto foi 
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incorporado no camundongo e o dia da rejeição foi definido quando 100% do 

enxerto mostrou sinais de necrose.  

 

3.15 CAPTAÇÃO DE GLICOSE  

Para o experimento de captação de glicose, as BMDCs foram incubadas com 

2-NBDG (análogo fluorescente de glicose, FITC), seguindo as instruções do 

fabricante 2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-

Deoxyglucose (Thermo Fisher®, Massachusetts, EUA). Após lavagem, a captação de 

2-NBDG foi avaliada por citometria de fluxo (FACSCanto™ II) e analisada por BD 

FlowJoXTM. 

 

3.16 ENSAIO DE DOSAGEM DE LACTATO E GLICOSE 

As dosagens de lactato e glicose do sobrenadante de BMDCs foram realizadas 

com ajuda de testes enzimáticos da Labtest Diagnóstica (Minas Gerais, Brasil) 

seguindo o protocolo estabelecido pelo fornecedor. A absorbância foi obtida a partir 

do equipamento Synergy HTX® da Biotek (Vermont, EUA) no comprimento de onda 

542nm ou 550 nm 
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3.17 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA À ESPECTOMETRIA DE MASSAS (LC-

MS) 

A quantificação dos metabólitos do triptofano foi realizada por cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo LC-MS/MS 

(QqQ). O equipamento utilizado é composto por Bombas LC 1250 Bin Pump VL, 

auto-injetora 1260 HiP ALS acoplados ao espectrômetro de massas 6460, todos da 

Agilent TechnologiesTM (Massachusetts, EUA). As análises foram realizadas em 

software MassHunterTM e os dados coletados no modo MRM (Multiple Reaction 

Monitoring).  Para o preparo das amostras, o sobrenadante das culturas (500 µL) foi 

transferido a um microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL de metanol: acetona (1:1) com 

0,1% de ácido acético. Após adição das amostras, 10 µL de um mix de padrões 

internos (MLT-D4 e Trp-D5) para os analitos estudados foi adicionado ao microtubo. 

Posteriormente, homogeneizamos em vórtex por 1 min e então armazenamos essas 

soluções por meia hora a -20ºC para precipitação das proteínas do meio de cultura. 

Após a incubação, os microtubos foram submetidos a centrifugação a 14.000 x g por 

10 min a 4 ºC. O sobrenadante dos microtubos foi transferido para novos microtubos 

e secos em Speedvac®. Ao final da secagem, as amostras foram reconstituídas em 

100 µL de uma mistura de água:metanol (9:1) para então serem analisadas por 

cromatografia líquida. 
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3.18 SEAHORSE XF96 

Um dia anterior ao experimento, 200µL de Agilent Seahorse XF Calibrant 

(Massachusetts, EUA)  foi adicionado  em cada poço do cartridge (Massachusetts, 

EUA), o qual foi hidratado e incubado durante 24h a 37°C sem CO2.  

 As taxas de consumo de oxigênio (OCR - oxygen consumption rate) foram 

quantificadas em um analisador de fluxo extracelular XF-96 (XF-96 Extracellular 

Flux Analyzer - Seahorse®, Bioscience) para se obter indicações da respiração 

mitocondrial. Para isso, BMDCs positivamente selecionadas pela coluna EasySep™ 

Mouse CD11c Positive Selection Kit II Stem CellTM (Los Angeles, EUA), de animais 

magros e obesos, com e sem Resveratrol (100 µM/24h) ou EX-527 (20 µM/24h), 

foram plaqueadas na placa específica para realização dos ensaios do XF-96 

Extracellular Flux Analyzer, a qual possuia 96 poços com 50 000 células/poço 

contendo 200µL do Agilent Seahorse XF RPMI Medium (Massachusetts, EUA), 

suplementado com 1mM de L-glutamina, de Piruvato e 10 mM de glicose (Gibco®, 

Massachusetts, EUA). Posteriormente, após calibração do equipamento XF-96 

Extracellular Flux Analyzer, foi realizado a injeção das drogas oligomicina a 1 µM, 

CCCP a 5 µM (Carboxy-carbonyl cyanide phenylhydrazone); e antimicina-A/rotenona 

a 1µM. Desse modo foi possível obter, em tempo real, a respiração basal, vazamento 

prótons, capacidade de reserva, fosforilação oxidativa e capacidade respiratória 

máxima das células em estudo.  

As BMDCs com os mesmos tratamentos farmacológicos para SIRT1, as quais 

estavam mantidas em 200µL/poço do Agilent Seahorse XF RPMI Medium 

(Massachusetts, EUA) suplementado com 1mM de L-glutamina e 10 mM de glicose 
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(Gibco®, Massachusetts, USA), passaram pelo XF-96 Extracellular Flux Analyzer para 

mensuração das taxas de acidificação extracelular (ECAR - extracellular acidification 

rate) com as seguinte drogas: glicose (100 mM), oligomicina (1µM) e 2-DG (50 mM). 

Com isso, foram calculados os índices de glicólise, capacidade glicolítica e reserva 

glicolítica. 

Os valores foram padronizados de acordo com o número de células tanto 

para os experimentos de OCR quanto de ECAR. Além disso, todos os outliers foram 

retirados pelo teste específico fornecido pelo software GraphPad Prism 6®/8®.  

 

3.19 WESTERN BLOT  

As amostras de proteínas previamente quantificadas foram submetidas ao 

corante Lemille Blue 4X e 0,015g de DDT a cada 100 µL de corante. Posteriormente 

as amostras foram desnaturadas através do aquecimento (94°C/1h) Thermoblock 

EppendorfTM (Hamburgo, Alemanha). Com 25 µg de cada amostra desnaturada, foi 

realizada uma separação eletroforética usando um gel SDS-PAGE, por 90 min à 120v. 

Na etapa seguinte, os géis contendo as amostras foram transferidos (semi-dry) para 

uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, Chicago, EUA) através do 

programa padrão/standard  do Trans-Blot® TurboTM Sytem da BIORAD (Califórnia, 

EUA). Após transferência, as membranas foram bloqueadas durante 1h em 

tempreatura ambiente (TBST 1x com 2% de soro de leite), para subsequente 3 

lavagens com TBST 1X a cada 5 minutos sobre agitação vertical. Após lavagem, as 

membranas foram submetidas ao anticorpo primário de SIRT1 (D1D7, Cell Signaling 

Technology®, Massachusetts, EUA) na diluição de 1:1000 e, β-Actin (13E5 Cell 
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Signaling Technology®, Massachusetts, EUA) na diluição de 1:5000. Ambos os 

anticorpos foram diluídos em uma solução de TBST 1X a 2 % de BSA.  Após 

incubação a 4°C overnight, as membranas foram lavadas três vezes novamente e 

submetidas aos anticorpos secundários respectivos aos primários, durante 1h em 

temperatura ambiente. Os anticorpos secundários foram anti-rabbit (SAB3700861-

2MG) e anti-mouse (A9044-2ML) na diluição de 1:10000 em TBS-T 1X (0,1% de 

Tween-20) (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA). Novamente, após 3 lavagens, as 

membranas foram reveladas com SuperSignal Chemiluminescent Substrate® 

(Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA) e com o equipamento LAS-500 

(GE Healthcare, Chicago, EUA). A quantificação foi feita baseada nos pixels das 

bandas, as quais foram mensuradas pelo software ImageJ®. 

 

3.20 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE SIRT1 

A atividade de SIRT1 foi determinada com um kit fluorimétrico SIRT1 (Enzo® 

Life SciencesTM, Nova Iorque) de acordo com as instruções do fabricante. 

Resumidamente, este ensaio usa um pequeno peptídeo acetilado com lisina, 

correspondente a K382 de p53 humano. O resíduo de lisina é desacetilado por SIRT1, 

e este processo é dependente da adição de NAD+ exógeno. Essa NAD+ exógeno foi 

necessária, provavelmente porque o NAD+ endógeno foi perdido durante a 

preparação da amostra. Os inibidores de SIRT1, a nicotinamida (2 mM), suramina 

(100 μM) e sirtinol (100 μM) foram usados para confirmar a especificidade da 

reação. As amostras foram homogeneizadas em tampão NETN disponibilizado pelo 

kit. Os homogenatos foram então incubados durante 10 minutos a 37 ° C para 
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permitir a degradação de qualquer contaminante de NAD+. A seguir, foi adicionado 

DTT 10 mM ao meio e os homogenatos foram incubados novamente durante 10 

minutos a 37 ° C. Os homogenatos de 25 μg de proteína/poço, foram então incubados 

em tampão de ensaio SIRT1 na presença de substrato Fluor de Lys – SIRT1 a 100 μM 

(Enzo® Life SciencesTM)e 5 μM de TSA® para determinar a atividade independente 

de SIRT1 (controle) ou com o mesmo substrato. Cerca de  5 μM TSA e 200 μM de 

NAD+, forma utilizados para determinar a atividade dependente de SIRT1. Após 1 

hora de incubação a 37 ° C, a reação foi terminada pela adição de uma solução 

contendo Fluor de Lys Developer (Enzo® Life SciencesTM) e 2 mM de nicotinamida. As 

placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora. Os valores foram determinados em 

um leitor de placa fluorométrica (Synergy HTX® da Biotek) com um comprimento 

de onda de excitação de 360 nm e um comprimento de onda de emissão de 460 nm. 

O cálculo da fluorescência incluiu a subtração de um branco consistindo em tampão 

sem NAD +, o qual foi expresso como uma porcentagem em relação ao controle 

(linha pontilhada no gráfico). Em todos os casos, confirmamos a linearidade da 

reação ao longo do tempo. 

 

3.21 DIGESTÃO DE TECIDOS: BAÇO, LINFONODOS E TECIDO ADIPOSO 

3.21.1 Processamento de baço e linfonodos  

Inicialmente os baços e os linfonodos (inguinais, braquiais e axilares) foram 

excisados dos animais e mantidos dentro de meio RPMI 1640 completo (1% de 

penicilina,  streptomicina,  piruvato de sódio,  aminoácidos não essenciais, 25mM de 

HEPES e uma diluição do 1:1000 de 2-β-Mercaptoetano da Gibco® (Massachusetts, 

USA) em gelo picado (4°C). Posteriormente os órgãos foram macerados utilizando o 
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êmbolo de seringas de 1 mL (BDTM , Califórnia, EUA) em cell-strainers de 70 

µM/Nylon apoiado sob um tubo Falcon® (Nova Iorque, EUA) de 50 mL. Após os 

baços passarem pela lise hemácias via tampão de lise ACK (Thermo Fisher 

ScientificTM, Massachusetts, EUA), os órgãos macerados passaram por centrifugação 

de 1500 rpm à 4°C por 5 minutos. Posteriormente, as células viáveis foram contadas 

através de câmara de Neubauer, utilizando o corante de viabilidade Trypan Blue. 

Após padronizar igualmente a quantidade células para cada amostra, as células 

foram plaqueadas para os experimentos subsequentes.  

3.21.2 Processamento do tecido adiposo branco (WAT) 

Os tecidos adiposos subcutâneos inguinais (SAT) e perigonadal visceral 

(VAT)  foram excisados dos animais e mantidos dentro de meio DMEN low glucose  

completo, ou seja, contendo 1% de BSA low fatty-acids (Sigma-Aldrich®, Missouri, 

EUA), 1% de penicilina,  streptomicina,  1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sódio, 

1% de aminoácidos não essenciais, 75 mM de HEPES e 1:1000 de 2-β-

Mercaptoetanol (Gibco®, Massachusetts, USA), mantidos em gelo picado (4°C). 

Posteriormente, os órgãos foram vigorosamente picotados, os quais estavam 

acomodados em placas de 6 poços. Na próxima etapa, os tecidos foram mantidoss 

em uma incubadora sob agitação de 180 rpm, por 30 minutos e contendo 3 mL de 

DMEN low glucose completo com 0.5 mg/mL de colagenase IV (solução de digestão). 

A solução de digestão foi neutralizada pela adição de 3 mL DMEN low glucose 

completo, seguido da maceração dos tecidos sobre cell-strainers de 100 µM/Nylon 

apoiado em um tubo Falcon® (Nova Iorque, EUA) de 50 ml. Após centrifugação de 

1500 rpm a 4°C por 5 minutos, a gordura remanescente e o sobrenadante foram 

retirados por sucção a vácuo. O botão de células foi transferido para o outro tubo 
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Falcon® de 50 mL contendo 1 mL de RPMI completo.   Posteriormente, as células 

viáveis coradas com Trypan Blue foram contadas através de câmara de Neubauer. 

Após padronizar igualmente a quantidade células para cada amostra, as células 

foram plaqueadas para seguintes experimentos.  

 

3.22 MICROSCOPIA CONFOCOCAL  

As BMDCs previamente isoladas por coluna (como foi feito no ensaio de 

proliferação), foram plaqueadas em placas de 12 poços contendo Round Glasses 

Coverslips®  (VWR International LLCTM, Pensilvânia, EUA). Após aderência, as células 

foram fixadas com PFA 4% por 15 minutos em temperatura ambiente. O PFA foi 

aspirado e duas lavagens (de 5 minutos cada) foram feitas com PBS 1X gelado. Em 

seguida, as amostras foram permeabilizadas com uma solução constituída de PBS 

1X, 0.2% de triton x-100 e 1% de BSA por 2h à 4°C. Novamente, depois de aspirar a 

solução de permeabilização, as coverslips foram incubadas overnight com o 

anticorpo primário de SIRT1 (D1D7, Cell Signaling Technology®, Massachusetts, 

EUA) na diluição de 1:500 em solução de permeabilização.  Na manhã seguinte, as 

coverslips foram lavadas 3x com PBS 1x gelado, para subsequente incubação com 

anticorpo secundário anti-rabbit PE (concentração e clone Abcam®, Cambridge, 

Reino Unido) durante 1h a 37°C na ausência de luz. Após novas 3 lavagens com PBS 

1X gelado, as coverslips  foram incubadas com 10 μg/mL com Hoechst® (H3570, 

Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA) e Phalloidin Dylight  AF488 (21833, 

Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA). Após a última lavagem com PBS 1X 

gelado, as lâminas foram montadas com o meio de montagem CS7703/DAKO 
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(Agilent, Massachusetts, EUA). As imagens foram adquiridas pelo Multiphoton 

confocal, Zeiss LSM-780 NLO (ZeissTM, Oberkochen, Alemanha) e analisadas pelo 

ImageJ®. 

 

3.23 ANÁLISE DE BIOINFOMÁTICA DE BANCO DE DADOS 

Através dos dados de transcriptoma disponibilizados pela publicação do 

GSE42432, publicado na plataforma GEO2R 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), as amostras foram separadas em dois 

grupos, como feito previamente (KONINGS et al., 2014): 9 pacientes tradados com 

placebo (Mock) e 9 pacientes trados com RES.  Posteriormente foi verificado a 

normalização dos dados pela própria plataforma do GEO2R, que por sua vez gerou 

a lista dos genes alterados avaliados por RNAseq em Log na base 2, identificados 

também como mRNA intensity. Os valores de IDO1 foram extraídos do banco de 

dados, plotados e avaliados pela análise do teste t-student, utilizando o software 

GraphPad Prism 8®. Além disso, esses mesmos genes considerados diferentemente 

expressos entre os grupos análisados, foram submetidos à uma analise de 

enrequecimento pelo algoritmo do website Metascape 

(https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1), que por sua vez, gerou as 

vias metabólicas (via KEGG pathway analysis) e de sinalização celular (via GO 

biological analysis) na ordem de –Log10(P).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1
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3.24 CALORIMETRIA 

Os camundongos foram normalizados quanto à composição corporal e 

aclimatados por 24h antes do gasto energético de 24 horas (EE) a ser medido, o qual 

foi obtido  usando um sistema Oxymax FAST de 8 câmaras (Columbus Instruments, 

Washignton, EUA) para a análise de consumo de oxigênio (VO2), produção de 

dióxido de carbono (VCO2) e a taxa de troca respiratória (RER). Os animais tinham 

a mesma quantidade ração (50g), independentemente do tipo (hiperlipídica ou 

padrão) e água a vontade.   

  

3.25 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Diferenças entre os grupos foram avaliadas pela análise por teste t-student, 

ANOVA ou AUC (Area Under the Curve), quando apropriado. Os resultados foram 

apresentados como média ± desvio padrão para variáveis paramétricas e não-

paramétricas submetidas previamente ao teste de normalidade. Todas as análises 

foram calculadas utilizando o software GraphPad Prism 6®/8® e as diferenças serão 

consideradas significantes quando o valor do p ajustado for menor ou igual a 0,05.   
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4. RESULTADOS  

4.1 EXPRESSÃO DIFERENCIAL E ATIVIDADE DE SIRT1 EM BMDCS DE ANIMAIS 

MAGROS E OBESOS 

O composto fenólico resveratrol (RES) aumenta as funções efetoras de SIRT1 

através da interação com o peptídeo SF38-K23, o qual está presente na estrutura 

dessa HDAC (HOWITZ et al., 2003; VISWANATHAN et al., 2005). Além disso, RES 

pode aumentar a expressão de SIRT1 por estimular a sua própria desacetilação 

(CHAO et al., 2017; MORITA et al., 2012). Por outro lado, o composto 6-Chloro-

2,3,4,9-tetrahydro-1H-Carbazole-1-carboxamide, também conhecido como EX-527, é 

um inibidor seletivo para SIRT1, o qual não tem o potencial de inibir HDACS das 

classes I e II em concentração até 100 µM (DAENTHANASANMAK et al., 2019; GERTZ 

et al., 2013; NIKSERESHT; KHODAGHOLI; AHMADIANI, 2019). Já foram encontradas 

evidências que o EX-527 ocupa o sítio de NAD+ e o sítio alostérico chamado pocket 

de SIRT1, que são comprovadamente essenciais para o seu funcionamento. Também 

foram demostradas evidências de que o EX–527 tem potencial de reduzir a 

expressão de Sirt1 (CHAO et al., 2017; MORITA et al., 2012).  

Sabendo o efeito dessas duas drogas (de RES e EX-527) sob SIRT1, 

diferenciamos DCs da medula óssea (BMDCs) de animais em dieta padrão 

(BMDCs/SD) e dieta hiper lipídica (BMDCs/HFD) para avaliarmos a expressão 

gênica, proteica e atividade de SIRT1, tanto no estado basal quanto após o 

tratamento de RES e EX-527. 
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Depois de ensaios avaliando a dose resposta de RES e EX-527 relacionados a 

modulação da expressão de SIRT1 (Anexo 1A e 1B), observamos que a expressão 

Sirt1 em BMDCs/SD estava aumentada quando comparado a BMDCs/HFD. Além 

disso, observamos que a adição de RES (100 µM) aumentou a expressão de Sirt1 em 

ambas BMDCs, porém de maneira mais efetiva em BMDCs/SD. Em contrapartida, 

EX-527 (20 µM) diminuiu a expressão dessa HDAC3 principalmente em 

BMDCs/HFD (Figura 2A).  A atividade de SIRT1 também seguiu o mesmo perfil 

observado em relação a expressão gênica (Figura 2B). De maneira complementar, 

verificamos tanto por citometria (Figura 2C-2E) quanto por western blot (Figura 

2F e 2G) que BMDCs/SD possuem menor quantidade de SIRT1 em relação as 

BMDCs/HFD, sendo que o tratamento com RES teve maior efeito em BMDCs/SD, e o 

EX-527 (20 µM) agiu mais efetivamente em BMDCs/HFD. Por fim, visualizamos por 

microscopia confocal a presença majoritariamente no núcleo de SIRT1 em 

BMDCS/SD quando comparado com BMDCs/HFD (Figura 2H). Portanto, os níveis 

de expressão gênica, proteico e de atividade SIRT1 estão afetados diferentemente 

por RES e EX-527 em BMDCs/SD e HFD. 
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PCR quantitativo da expressão de Sirt1 de BMDCs/SD e HFD, com ou sem RES (100µM/24h) e EX-527 (20 
µM/24h) (Painel 2A).  Ensaio flurimétrico de atividade SIRT1 (FLUOR DE LYS® SIRT1 fluorometric drug 
discovery assay kit, Enzo, BML-AK555-0001) do extrato proteico total de BMDCs/SD e HFD, previamente 
tratadas com RES (100µM/24h) ou EX-527 (20 µM/24h) ou sem tratamento (Painel 2B). Dot plot 
demonstrando a porcentagem (Painéis 2C e 2D) e MFI (Painel 2E) de SIRT1 em BMDCs/SD e HFD (gated on: 
Live&Dead-CD11c+IA/IE+CD135+), tratadas ou não com RES [100 µM/24h] ou EX-527 [20 µM/24h].Detecção 
dos níveis proteícos por Western Blot (Painéis 2F e 2G) e microscopia confocal (Painel 2H) da proteína 
SIRT1(em vermelho) em BMDCs/SD e HFD.  Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 
0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou 
t-Test quando necessário, utilizando o software GraphPad Prism ®. O n experimental de cada um dos resultados 
apresentados foi de 3-6 animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais.  

 

4.2 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO DE SIRT1 AFETA O FENÓTIPO DE BMDC/SD E 

HFD  

Para que as DCs possam desempenhar sua função de APC são necessários três 

sinais durante uma sinapse imunológica: complexos peptídeo antigênico-MHC, 

coestimuladores e fatores solúveis que essa célula secreta no microambiente. Esses 

 H 

Figura 2 -  SIRT1 em BMDCs/SD e HFD, tem expressão gênica, proteica e atividade diferentes. 
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sinais determinam a intensidade e tipo da resposta imune (EISENBARTH, 2019; 

SCHLITZER; GINHOUX, 2014).   

A alterações metabólicas em DCs alteram suas funções de APC 

(DAENTHANASANMAK et al., 2019; MONDANELLI et al., 2017; PATENTE; 

PELGROM; EVERTS, 2019), incluindo modulações da presença e na atividades de 

HDACs (LIU et al., 2015a; SONG et al., 2011; ZLOTNIKOV-KLIONSKY et al., 2015).  

Observamos inicialmente que BMDCs/SD possuem diferenças entre as 

populações MHC-IIHIGH e MHC-IILOW quando comparado a BMDCs/HFD. Além disso, 

o tratamento com RES diminui a população de MHC-IIHIGH e aumenta a população 

MHC-IILOW principalmente e BMDCs/SD, e o oposto acontece com EX-527 (Figura 

3A-3C).  Além da porcentagem, o MFI de MHC-II está mais elevado nas BMDCs/SD 

do que nas BMDCs/HFD, sendo que o tratamento com RES diminuiu ao passo que  

EX-527 aumentou o MFI de MHC-II em ambas BMDCs (Figura 3D e 3E). Ainda, o 

MFI tanto de CD86 quanto de CD40 estiveram mais elevados em BMDCs/HFD, os 

quais foram reduzidos principalmente após o tratamento com RES em BMDCs/SD e 

aumentados principalmente em BMDCs/HFD após a administração de EX-527 

(Figura 3F e 3G).   

Quantificamos a expressão gênica de citocinas produzidas por DCs que tem o 

potencial de modular o fenótipo das demais células do sistema imune, 

principalmente células T (PATENTE; PELGROM; EVERTS, 2019). BMDCs/SD 

possuem um perfil diferente de expressão gênica de citocinas em relação a 

BMDCs/HFD, as quais possuem uma alta expressão de Il-2b, Il-6 e pro-Il-1b. Em 

contrapartida, BMDCs/SD possuem uma expressão mais elevada de Il-10 e Tgf-b1, 
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comparado às BMDCs/HFD (Figura 3I). O tratamento com RES promoveu um 

aumento de Il-10 e Tgf-b1 e uma diminuição de Il-12b, Il-6 e Il-1b em ambas as 

BMDCs, porém com maior efeito sob BMDCs/SD. Por outro lado, o tratamento com 

EX-527 promoveu uma diminuição de Il-10 e Tgf-b1 e um aumento de Il-2b, Il-6 e Il-

1b, principalmente em BMDCs/HFD (Figura 3F). Observamos que a produção das 

citocinas testadas anteriormente por qPCR em BMDCs/SD e BMDCs/HFD seguiram 

o mesmo padrão dos dados obtidos para expressão gênica, isto é, o tratamento com 

RES promoveu aumento de IL-10 e TGF-β1 e diminuição de IL-12p40, IL-6 e IL-1β. 

Já o tratamento com EX-527, promoveu uma diminuição de IL-10 e TGF-β1 e 

aumento de IL-12p40, IL-6 e IL-1β (Figura 3L-3M).  
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Counter plot (gated on: Live&Dead-CD11c+CD135+) da porcentagem (Painéis 3A-3C) e MFI (Painéis 3D e 3E) 
de MHC-IIHIGH e MHC-IILOW  (IA/IE) de BMDCs/SD e HFD, na presença ou ausência de RES (100 µM/24h) ou EX-
527 (20 µM/24h). MFI dos costimuladores CD86 (Painel 3F) e CD40 (Painel 3G) de BMDCs/SD e HFD, na 
presença ou ausência de RES [100µM/24h] ou EX-527 [20 µM/24h].  Heatmap representando a quantificação 
relativa (2-ΔΔCT/fold change relativo ao mRNA na de B-actina) do qPCR array de Il-12b, Il-6, pro-Il-1b, Tnfa, Ifna, 
Ifnb, Il-35, Il-10 e Tgf-b1 (Painel 3H) de BMDCs/SD e HFD, com ou sem  RES (100 µM/24h) ou EX-527 (20 
µM/24h). Teste de ELISA de IL-12p40 (Painel 3I), IL-6 (Painel 3J), IL-1β (Painel 3K), TGF-β (Painel 3L) e IL-
10 (Figura 3M). Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 
0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando necessário, 
utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3-6 
animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais.  

 

4.3 IMPACTO DA MODULAÇÃO DE EXPRESSÃO SIRT1 NA FUNÇÃO DAS BMDC/SD E 

HFD NA ATIVAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS DIFERENCIAÇÃO DAS 

CÉLULAS T CD4+ 

Como mencionado anteriormente, as DCs se destacam das demais APCs por 

promover de maneira mais eficaz a polarização de células T näive (EISENBARTH, 

2019; HARPER et al., 2015). Além disso, trabalhos anteriores demonstraram que 

SIRT1 tem o potencial de modular células T e suas funções efetoras (KATSUYAMA 

et al., 2020; WANG et al., 2016; ZHANG et al., 2012). Porém, poucos estudos 

demonstraram se células mieloides (DONG et al., 2020) ou DCs (LIU et al., 2015a) 

modulam diretamente ativação e polarização de células T, ainda mais DCs em 

diferentes microambientes, como no caso de dietas diferentes.  

Inicialmente, avaliamos se BMDCs/SD e HFD, pulsadas com OVA e em co-

cultivo com células T CD4+ näive isoladas de animas OT-II, previamente marcadas 

com o marcador de proliferação celular CellTraceTM Violet (Invitrogen), influenciam 

proliferação, polarização e ativação dessas células T. As BMDCs/SD induziram uma 

menor porcentagem de proliferação de células TCD4+ do que BMDCs/HFD. Em 

Figura 3 - Alterações em SIRT1 promovem modificações em componentes essenciais para apresentação 
antigênica de BMDCs/SD e HFD. 
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acréscimo, SIRT1 parece desempenhar papel importante neste contexto, pois o 

tratamento com RES reduziu enquanto que o tratamento com EX-527 aumentou a 

proliferação dessas células (Figura 4A-4C).  

Nestes mesmos experimentos, sem nehuma introdução de citocinas 

indutoras de polarização de linfócitos T, foi visto que BMDCs/HFD induzem maior 

expressão proteica de IFN-γ nas células T, a qual foi aumentada por EX-527 em 

ambas as BMDCs, porém mais evidentemente naquelas derivadas de animais HFD 

(Figura 4D-4F). Em contrapartida, BMDCs/SD induzem maior expressão proteica 

de Foxp3, a qual foi aumentada por RES somente em BMDCs derivadas de animais 

SD (Figura 4G-4I).  

Em termos de ativação, verificamos que BMDCs/HFD induziram maior 

expressão proteica de CD44, além de reduzir CD62L em T CD4+, quando comparado 

as BMDCs/SD. RES induziu principalmente a diminuição do MFI de CD44, além do 

aumento de CD62L em T CD4+. EX-527 realizou a função oposta de RES, sob o MFI 

de CD44 e CD62L (Figura 4I-4J).  
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BMDCs/SD e HFD pulsadas com OVA (0,1 mg/ml/24h) mais RES (100 µM/24h)  ou EX-527 (20 µM/24h) e co-

cultivadas com células T CD4+ näive  isoladas de animais OT-II (Painéis 4A e 4B). A porcentagem (Painéis 4D 

e 4E) e o MFI (Painéis 4F e 4G) (gated on: Live&Dead-CD11c-CD4+CellTraceViolet+) de células T CD4+ que 

produzem IFN-γ de acordo com o cultivo com BMDCs/SD e HFD, com RES (100µM/24h) ou EX-527 [20 µM/24h]. 

Porcentagem de células T CD4+Foxp3+ (Painel 4H) e MFI de CD25 (Painel 4I), CD44 (Painel 4J) e CD62L 

(Painel 4K). Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; 

****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando necessário, 

utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3-6 

animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais. 

 

4.4 AUSÊNCIA DE SIRT1 ALTERAM AS SUBPOPULAÇÕES DE DCS EM ÓRGÃOS 

LINFOIDES SECUNDÁRIOS DE ANIMAIS SOB DIETA HIPERLIPÍDICA 

Para avaliarmos se a presença de SIRT1 pode alterar o perfil de DCs no 

microambiente em que essas células desempenham o papel de APC, geramos 

camundongos transgênicos pelo sistema cre-lox, com deleção de SIRT1 

condicionada em DCs (CD11c+), os quais foram chamados de SIRTΔ. Os controles 

usados foram camundongos contendo o gene Sirt1 com as regiões loxp, porém sem 

o gene da enzima Cre-recombinase no promotor do gene Itgax. Esses camundongos 

foram representados pelo símbolo SIRT1fl/fl.  

Após a geração dos camundongos SIRTΔ e SIRT1fl/fl, nós os submetemos a 

uma dieta hiperlipídica durante 12 semanas, como realizado anteriormente para 

derivação das BMDCs dos animais WT.  

Verificamos um aumento da frequência de cDCs (cDC1 e cDC2) nos 

linfonodos de animais SIRTΔ, quando comparado aos animais SIRT1fl/fl. Além disso, 

observamos que a dieta hiperlipídica e a ausência de SIRT1 (animais SIRTΔ) 

potencializa o aumento de cDCs e diminui a porcentagem de pDCs nos linfonodos 

Figura 4 - Alterações diferenciadas em BMDCs/SD e HFD modificaram a proliferação e polarização de 
células T CD4+ antígeno-específicas in vitro. 
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(Figura 5A e 5B). Adicionalmente, a dieta hiperlipídica reduziu SIRT1 em cDCs nos 

linfonodos e no baço (Figura 5C e 5H), as quais também sofreram alterações na 

expressão proteica de MHC-II (Figura 5D e 5H) , coestimuladores, principalmente 

CD86 e CD40 (Figura 5E, 5G, 5J e 5L), além de alterações na produção de citocinas 

por cDCs, essencialmente IL12p40, IL-6 e TGF-β (Figura 5M-5R). 
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Clustering (Agrupamento) pelo plug-in tnse® do software FlowJo (BDTM) (Painel 5A) de dados de citometria de 

fluxo (gated on: Live&Dead-F4/80-CD11c+IA/IE+CD11b+ouCD8α+), que demonstram a porcentagem de 

subpopluações de DCs em um pool dos linfonodos (iguinal, braquinal e axial) de animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em 

SD e HFD (Painel 5B). MFI de SIRT1 em cDC1 e cDC2 dos linfonodos de animais SIRT1fl/fl em SD e HFD (Painel 

5C). MFI de MHC-II (Painel 5D), CD86 (Painel 5E) e CD40 (Painel 5F) nos linfonodos de animais SIRT1fl/fl e 

SIRT1Δ em SD e HFD (Painel 5G). MFI de SIRT1 em cDC1 e cDC2 do baço de animais SIRT1fl/fl em SD e HFD 

(Painel 5H). MFI de MHC-II (Painel 5I), CD86 (Painel 5J) e CD40 (Painel 5L) no baço de SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em 

SD e HFD. Produção de IL-12p40 e TGF-β1 em ambas cDCs em linfonods de animais de SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em SD 

e HFD (Painéis 5L-5R). Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 

0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-

Test quando necessário, utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada um dos 

resultados apresentados foi de 3-6 animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais. 

 

4.5 ALTERAÇÃO NAS FUNÇÕES E NA DISTRIBUIÇÃO DE DCS DEFICIENTES DE 

SIRT1 NO TECIDO ADIPOSO BRANCO AFETA A HOMEOSTASE DA GLICOSE.  

No final da dieta hiperlipídica, observamos que os animais SIRTΔ ganharam 

mais peso e tiveram maior massa corporal do que os animais e SIRT1fl/fl. Entretanto, 

não foi observado diferenças nesses dois parâmetros entre animais SIRTΔ e SIRT1fl/fl 

em SD (Figura 6A e 6B). Esses mesmos animais SIRTΔ em HFD tiveram uma menor 

tolerância a glicose (Figura 6C e 6D), uma maior IR (Figura 6E e 6F) e maior 

quantidade de tecido adiposo visceral (Figura 6G e 6H). Além disso, o experimento 
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R 

Figura 5 – Animais em HFD sem SIRT1 em DCs, possuem um desbalanço nas proporções de 
subpopulações de DCs nos linfonodos e alterações em hallmarks essências para apresentação 
antigênica. 
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de calorimetria demonstrou que animais SIRTΔ em HFD utilizavam 

majoritariamente o metabolismo de lipídeos para o consumo de oxigênio e, 

consequentemente, estavam com menores índices de V02 e VCO2 (Figura 6I-6K).   

Devido a estudos recentes demonstrando que DCs presentes no tecido 

adiposo podem contribuir, independentemente de outras células, com a inflamação 

do tecido adiposo e com IR em indivíduos obesos (CHO et al., 2016b; ZLOTNIKOV-

KLIONSKY et al., 2015), nós avaliamos a frequência dessas populações em diferentes 

compartimentos de tecido adiposo. Verificamos diferentes proporções de cDC1 

(Figura 6M) e cDC2 (Figura 6R) no tecido adiposo visceral (Figura 6L) e 

subcutâneo (Figura 6J-6L) de animais SIRTΔ e SIRT1fl/fl. O VAT de animais SIRT1fl/fl 

possui menores porcentagens de cDC1 e maiores de cDC2 do que o VAT de animais 

SIRT1Δ , diferença a qual é ainda mais evidente, quando os animais são submetidos 

a HFD (Figura 6G).  Essas mesmas cDCs de animais SIRT1Δ em HFD, possuem MFI 

de MHC-II, CD86 e CD40 mais elevado quando comparado aos demais grupos 

(Figura 6H-6J).  

Macdougal et al. demonstraram que a deleção dos genes β-catenina (Ctnnb1) 

e Pparγ, somente em cDCs, promovia o aumento nas respostas pró-inflamatórias no 

VAT após aplicação de uma dieta hiperlipídica, além de afetar a homeostase da 

glicose sistêmica (MACDOUGALL et al., 2018). Sabendo disso, avaliamos se animais 

SIRT1 Δ possuíam alterações em β-catenina e PPARγ, o que poderia justificar o 

desbalanço na glicose sistêmica (Figura 6C e 6D).  
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Por citometria de fluxo verificamos que, de fato, como observado 

anteriormente (MACDOUGALL et al., 2018), tanto PPARγ em cDC2, quanto β-

catenina em cDC1 estavam reduzidos no VAT de animais SIRT1fl/fl obesos (Figura 

6J-6O), porém, ainda mais em animais no VAT de SIRT1Δ.  
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Figura 6 - Animais em HFD sem SIRT1 em DCs, possuem um desbalanço na  homeostase sistêmica da 
glicose, além de possuir diferentes porcentagens de subpopulações de cDCs, as quais estão mais ativadas 
do que cDCs em animais somente sem SIRT1 em DCs ou unicamente em HFD, pricipalemnte no VAT.  

Mensuração da massa corporal (g) dos acmundognos de SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em SD e HFD,durante de 12 semanas 

de dieta (Figura 6A e 6B). Teste de tolerância a glicose - GTT (Figura 6C e 6D) e de tolerância a insulina – ITT, 

após 12 semenas de dieta SD e HFD (Figura 6E e 6F). Pesagem do tecido adiposo ( SAT - inguinal) (Figura 6G) 

e visceral (VAT – perigonadal)(Figura 6H). O taxa de troca respiratoria (RER) após 12 semanas de dieta SD e 

HFD (Figura 6I).  consumo de oxigênio (VO2) e produção de dióxido de carbono  (VCO2) medido por 

calorimetria (24h) em animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em SD e HFD (Figura 6J e 6K). Porcentagem das 

subpopulações de cDC1 e cDC2 do VAT (Figura 6L e 6M).MFI de MHC-II, CD86 e CD40 nas cDCs de animais 

SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em SD e HFD (Figura 6N-6O). Porcentagem das subpopulações de cDC1 e cDC2 do SAT 

(Figura 6P e 6Q). MFI de MHC-II, CD86 e CD40 nas cDCs no SAT de animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ em SD e HFD 

(Figura 6R e 6S). D MFI de PPARγ em cDC2 e β-catenina em cDC1 no VAT (Figura 6T-6X). Todas as citometias 

seguiram a seguinte estratégia de gates (gated on: Live&Dead-F4/80-CD64-CD11c+IA/IE+CD11b+ouCD103+) 

Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 

0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando necessário, utilizando o 

software GraphPad Prism 6®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3-6 animais por 

grupo, com duas ou três repetições experimentais. 

 

4.6 AUSÊNCIA DE SIRT1 EM DCS AFETA ATIVAÇÃO E POLARIZAÇÃO DE CÉLULAS T 

CD4+ IN VIVO  

Devido ao fato que SIRT1 e HFD em BMDCs direcionarem a diferenciação, 

proliferação e ativação de linfócitos T CD4+ in vitro (Figura 3), procuramos 

observar se animais SIRT1Δ também possuíam alterações em linfócitos T CD4+ nos 

órgãos linfoides secundários.  

No baço de animais SIRT1Δ foi observado um aumento na porcentagem de 

células T CD4+ expressando IFN-γ quando comparado aos animais SIRT1fl/fl. Além 

disso, a administração da HFD exacerbou a diferença (Figura 7A e 7B). Em 

contrapartida, o oposto foi observado em relação as T CD4+ expressando Foxp3+. 

No entanto, não houve efeito aditivo ou sinérgico entre a deleção de SIRT1 e 

administração de HFD para Foxp3 no baço (Figura 7A e 7C). Somente a deleção de 

SIRT1 e não a HFD, teve efeito de aumentar a porcentagem de linfócitos T CD4+ para 

IL-17A no baço (Figura 7A e 7B). Por fim, o MFI de IFN-γ, IL-17A e de CD25 (em 
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células CD4+Foxp3+) permaneceram como um reflexo das porcentagens 

anteriormente mencionadas (Figura 7E-7G). 

 No mesmo pool de linfonodos observado para avaliar os subtipos de cDCs 

anteriormente, foi encontrado maior porcentagem e MFI de linfócitos T CD4+ 

produtores de IFN-γ, quando comparado com linfonodos dos demais grupos de 

animais, o que foi devido ao efeito aditivo da deleção de SIRT1 em DCs e da 

obesidade (Figura 7H, 7I e 7L). Esse mesmo efeito aditivo não foi observado em 

relação a produção de IL-17A (Figura 7H, 7J e 7M), somente a deleção de SIRT1 ou 

a HFD promoveu o aumento de IL-17A em linfócitos T CD4+.  Diferente do que foi 

observado no baço, houve um efeito aditivo da deleção de SIRT1 em DCs e HFD em 

diminuir tanto porcentagem, quanto MFI, de Foxp3 em linfócitos T CD4+ nos 

linfonodos (Figura 7H, 7K e 7N). Por fim, animais SIRT1Δ  em HFD possuiam os 

maiores níveis de MFI de CD44 e CD69 eos menores níveis do MFI de CD62L (Figura 

7O, 7P e 7Q).  
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Gráfico de dot plot (gated on: Live&Dead-TCRβ+CD4+) da produção de citocinas de linfócitos T CD4+ do baço de 

animais SIRTfl/fl em SD (SIRT1fl/fl),SIRTfl/fl em HFD (SIRT1fl/fl), SIRT1Δ em SD (SIRT1Δ),  SIRT1Δ em HFD (SIRT1Δ) 

(Painel 7A). Porcentagem de linfócitos T CD4+IFN-γ+, IL-17A+ e Foxp3+ em animais foi em SIRT1Δ em HFD 

(Painéis 7A-7D).  MFI  de IFN-γ, IL-17A em linfócitos T CD4+ e de CD25  em células T CD4+Foxp3+ (Painéis 

7E-7G). Pseudocolor dot plots de linfócitos T CD4+ de citocinas dos linfonodos (iguinal, braquinal e axial) dos 

mesmos grupos de animais avaliados para o baço (Painel 7H). Porcentagem de linfócitos T CD4+IFN-γ+, IL-

17A+ e a porcentagem de Foxp3+. (Painéis 7I-7K). MFI de IFN-γ eIL 17A em linfócitos T CD4+ e, o MFI de CD25 

em células T CD4+Foxp3+(Painéis 7L-7N). Ta MFI de CD44, CD69 e CD62L em linfócitos T CD4+ (Painéis 7O-

7Q). Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p 

< 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando necessário, utilizando o 

software GraphPad Prism 6®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3-6 animais por 

grupo, com duas ou três repetições experimentais.   
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Figura 7 - DCs sem SIRT1, principalmente dentro do contexto da obesidade, alteram a diferenciação e 
ativação de linfócitos TCD4+ em orgãos linfoides secundários de animais SIRTfl/fl e SIRT1Δ em SD ou HFD. 
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4.7 ALTERAÇÕES DO FENÓTIPO DE BMDCS/SD E HFD DEPENDENTES DE SIRT1 

TEM INFLUÊNCIA DIRETA DO METABOLISMO CELULAR 

SIRT1 tem um papel central na regulação do metabolismo celular  (HERRANZ 

et al., 2010; HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2012). Essa regulação tem provado 

ter um papel importante no controle da resposta inflamatória de diversas células 

(KANG et al., 2020; NIKSERESHT; KHODAGHOLI; AHMADIANI, 2019; OWCZARCZYK 

et al., 2015; WANG et al., 2016), sendo que, tem sido amplamente demonstrado que 

o metabolismo celular influencia diretamente a ativação e as funções de DCs (DONG 

et al., 2020; ELESELA et al., 2020; KATSUYAMA et al., 2020; LEGUTKO et al., 2011). 

Portanto, avaliamos como SIRT1 altera o metabolismo celular das BMDCs/SD e 

BMDCs/HFD.  

BMDCs/SD possuem menor taxa de consumo de oxigênio (OCR) do que 

BMDCs/HFD. Além disso, o tratamento com RES teve o potencial de aumentar ainda 

mais o OCR, principalmente em BMDCs/HFD (Figura 8A). Quando administrado o 

EX-527, foi observado uma redução do OCR em ambas as BMDCs, porém, mais 

evidente em BMDCs/SD (Figura 8B).  

Foram calculados diversos parâmetros a partir dos dados do OCR (Figura 

8C), os quais proporcionaram as seguintes análises: respiração basal, a qual foi 

aumentada por RES somente em BMDCs/SD; a produção de ATP e o índice de 

respiração máxima, que  foi mais elevado em BMDCs/HFD do que BMDCs/SD, sendo 

que RES aumentou esses dois parâmetros principalmente em BMDCs/HFD, ao 

contrário da produção de ATP e da respiração máxima; o proton leak foi diminuído 
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por RES principalmente em BMDCs/SD;  a capacidade de reserva foi aumentada em 

ambas as BMDCs, no entanto, mais efetivamente em BMDCs/HFD. 

Com EX-527, BMDCs/HFD reduziram a produção de ATP e a respiração 

máxima celular. Entretanto, EX-527 reduziu mais efetivamente a respiração de 

máxima BMDCs/SD. Observamos um efeito aditivo por EX-527 e a obesidade em 

aumentar o proton leak. Por outro lado, observamos um efeito aditivo por EX-527 e 

a obesidade em diminuir a capacidade de reserva de ambas as células, porém houve 

uma maior redução em BMDCs/HFD. Interessantemente, houve um aumento da 

respiração não mitocondrial somente em BMDCs/HFD com EX-527 em HFD (Figura 

8D). 

Quando avaliado a taxa de acidificação extracelular (ECAR), percebemos que 

as BMDCs/HFD também possuem maior ECAR quando comparado com as 

BMDCs/SD. Em contrapartida ao OCR, RES diminuiu o ECAR de ambas as BMDCs 

(Figura 8E). Outro contra ponto é o fato do EX-527, em ambas BMDCs, aumentar o 

ECAR, principalmente em BMDCs/HFD (Figura 8F). 

De maneira suplementar aos dados de ECAR, calculamos alguns parâmetros 

da via da glicólise (Figura 8G e 8H): a glicólise de ambas as BMDCs foi diminuída 

por RES e aumentada por EX-527. De um lado, RES diminuiu drasticamente a 

glicólise em BMDCs/SD, enquanto EX-527 aumentou de maneira mais 

representativa em BMDCs/HFD; a capacidade glicolítica foi reduzida por RES 

somente em BMDCs/SD e o EX-527 aumentou essa capacidade nos dois grupos de 

BMDCs. Não encontramos alterações na reserva glicolítica entre os grupos 

avaliados.  
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Foi observado que RES aumentou a massa mitocondrial igualmente para 

BMDCs/SD e HFD, o que EX-527 não pode proporcionar (Figura 8I e 8J). Através do 

ensaio de TMRE, verificamos que o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) foi 

alterado por RES somente em BMDCs/HFD, mas o EX-527 acabou reduzindo o ΔΨm 

de ambas as BMDCs (Figura 8K e 8L). 

Devido ao fato do processo de oxidação de ácidos graxos ser um dos 

principais elementos para uma alta respiração mitocondrial (BENADOR et al., 2018), 

inclusive em células do sistema imune (HODA BADR, CINDY L. CARMACK, DEBORAH 

A. KASHY, MASSIMO CRISTOFANILLI, 2011; NOMURA et al., 2016; XIAO et al., 2016), 

nós avaliamos a quantidade de droplets lipídicos nas BMDCs/SD e HFD e, se SIRT1 

poderia modular esse fator.  

Seguindo os passos da literatura (GARCÍA NORES et al., 2016; MINHAS et al., 

2019), BMDCs/HFD possuem maiores quantidades de droplets lipídicos e o 

tratamento com RES diminuiu esse fator principalmente em BMDCs/SD, enquanto 

EX-527 aumentou principalmente em BMDCs/HFD (Figura 8M-8P).  

Também avaliamos CD36 em BMDCs/SD e HFD. O CD36 é uma proteína 

intermembrana que permite a entrada de ácidos graxos para o interior da célula, o 

que tem extrema importância para o fitness da fosforilação oxidativa (OXPHOS) 

(JOGL; TONG, 2003). BMDCs/HFD possuem um MFI mais elevado de CD36 do que 

BMDCs/SD, sendo que RES aumenta esse MFI somente em BMDCs/ HFD (Figura 

8Q). Porém, EX-527 diminui o MFI em ambas as BMDCs (Figura 8R). 

Por fim, o sobrenadante das BMDCs/SD, ainda mais daquelas tratadas com 

RES, possuíam maiores quantidades de glicose do que lactato. O inverso aconteceu 
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com as BMDCs com EX-527, que possuíam os níveis mais altos de lactato e os 

menores de glicose (Figura 8S). Em paralelo a isso, observamos uma diminuição 

considerável da expressão de Glut1 em ambas BMDCs tratadas com RES e um 

aumento quando essas células foram tratadas com EX-527 (Figura 8T e 8U). Essa 

modulação da expressão de Glut1 corrobora o aumento da captação glicose, 

potencializado pelo tratamento de EX-527 e diminuído por RES em ambas BMDCs 

avaliadas (Figura 8V e8W).  
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Cell Mitostress assay (XF-96 Extracellular Flux Analyzer - Seahorse®, Agilent Bioscience) de BMDCs/SD e HFD 
(células CD11c+ isoladas da cultura de BMDCs) tratadas com  (100 µM/24h) e EX-527 (20 µM/24h) (Painéis 
7A e 7B). Com os dados de OCR foi calculado a respiração basal, produção de ATP, proton leak, respiração 
máxima, capacidade de reserva e respiração não mitocondrial de BMDCs/SD e HFD tratadas com (100 µM/24h) 
e EX-527 (20 µM/24h) (Painel 7C e 7D). Cell Glycolitic Stress assay (XF-96 Extracellular Flux Analyzer - 
Seahorse®, Agilent Bioscience) de BMDCs/SD e HFD tratadas com (100 µM/24h) e EX-527 (20 µM/24h)(Painéis 
7E e 7F).  Com os valores de ECAR foram calculados os valores da glicólise, capacidade e reserva glicolítica de 
BMDCs/SD e HFD tratadas com (100 µM/24h) e EX-527 (20 µM/24h) (Painel 7G e 7H). Por citometria de fluxo 
(gated on: Live&Dead-CD11c+IA/IE+CD135+), verificamos o MFI da massa mitocondrial, via 
MitoTrackerTMGreen (invitrogen) de ambas as BMDCs com RES (100µM/24h) ou EX-527 (20µM/24h) (Painéis 
7I e 7J). MFI do potencial de menbrana mitocondrial (ΔΨm), via TMRE (Abcam) com BMDCs/SD e HFD tratadas 
com RES (100µM/24h) ou EX-527 (20µM/24h) (Painéis 7K e 7L).   Porcentagem do número máximo de células 
adquiridos e MFI de BODIPY (Invitrogen)/droplets lipídicos de BMDCs/SD e HFD com RES (100µM/24h) ou EX-
527 (20µM/24h) (Painéis  7M-7P) e MFI de CD36 nas mesmas células com os mesmos tratamentos (Painéis 
7Q-7R). Dosagem de glicose e lactato no sobrenadante das BMDCs/SD e HFD tratadas com RES (100µM/24h) 
ou EX-527 (20µM/24h) (Painel 7S). Por qPCR,  expressão de Glut1  (2-ΔΔCT/fold change relativo ao mRNA de B-

Figura 8 - Tanto o processo de OXPHOS quanto de glicólise das BMDCs, são afetadas pela administração 
de HFD in vivo e pela modulação de SIRT1 in vitro.   
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actina) de BMDCs/SD e HFD tratadas com RES (100µM/24h) ou EX-527 (20µM/24h) (Painéis 7T e 7U). MFI de 
2-NBDG (25µM/ 25 minutos à 37 °C) simulando o uptake de glicose em BMDCs/SD e HFD tratadas com RES 
(100µM/24h) ou EX-527 (20µM/24h) (Painéis 7V e 7W). Os valores de significância (p) seguiram a seguinte 
ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-
way ANOVA ou t-Test quando necessário, utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada 
um dos resultados apresentados foi de 3-6 animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais. 

 

4.8 A VIA DE QUINURENINA É REGULADA POR SIRT1 EM DCS 

O triptofano é um aminoácido essencial utilizado na geração de novo de 

NAD+, principalmente a partir da clivagem do próprio triptofano pela enzima 

isoforma 1 da enzima Indolamina 2,3-dexóxigenase (IDO1) ou pela isofroma 1 e 2 

da triptofano  2,3-dexóxigenase TDO1/2, gerando quinurenina, a qual pode ser 

secretada ou dar origem a reações enzimáticas subsequentes para geração de NAD+ 

(Figura 9A) (BADAWY, 2017; EVANS et al., 2002). 

  Sabendo do papel fundamental de NAD+ na atividade de SIRT1 (CHANG; 

GUARENTE, 2014; ELESELA et al., 2020; GERTZ et al., 2013), avaliamos por LC-

MS/MS moléculas da via da quinurenina, tanto no sobrenadante quanto no conteúdo 

proteico intracelular das BMDCs/SD e HFD.  Observamos que as quantidades de 

triptofano (TRP) e de ácido quinolínico (QA) diminuíam ou aumentavam no 

sobrenadante das BMDCs/SD e HFD, se aplicado o tratamento de RES ou EX-527, 

respectivamente. Em contrapartida, níveis de quinurerina (KYN) foram aumentados 

no sobrenadante de ambas as BMDCs por RES e diminuídos por EX-527 (Figura 9B-

9E).    

No conteúdo intracelular, o TRP foi modulado por RES e EX-527 de maneira 

similar ao observado no sobrenadante das BMDCs/SD e HFD (Figura 9F e 9H). 

Complementar a isso, IDO1 e a enzima quinolinato fosforibosiltransferase (QPRT) 



100 

 
foram aumentadas por RES em ambas as BMDCs, porém, esse aumento foi diferente 

entre as células derivadas de animais em SD e HFD. O EX-527 possui efeito oposto 

sob IDO1 e QPRT, diminuindo drasticamente os níveis dessas enzimas em 

BMDCs/HFD (Figura 9G, 9I e 9J).  Além das alterações observadas por LC/MS-MS 

em IDO1, o mesmo foi observado em relação a expressão gênica de Ido1 (Figura 

9K).  

Em animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ sob HFD, avaliamos como estava a expressão 

de IDO1 em cDCs e pDCs nos órgãos secundários desses animais. De maneira similar 

ao observado in vitro, tanto em porcentagem relativa ao número máximo de células, 

quanto em MFI, as cDCs do baço e dos linfonodos tiveram um efeito aditivo na 

redução de IDO1, devido a deleção de SIRT1 em DCs e administração de 12 semanas 

de HFD (Figura 9L-9S). Somado a isso, observamos que no VAT dos animais SIRT1Δ 

houve uma redução no MFI de IDO1, o que foi exacerbado quando esses animais 

eram obesos (Figura 9T).  

Analisando dados de transcriptoma de um estudo prévio em humanos, no 

qual pacientes obesos foram trados por 30 dias com resveratrol (150 

mg/dia)(KONINGS et al., 2014), a IDO1 estava aumentada no VAT de pacientes 

tratados com RES (Figura 9U). As vias de desacetilação e biossíntese de NAD+ 

(realizado pela via do triptofano/quinurenina) estavam diferencialmente reguladas 

entre os pacientes tratados com RES e placebo (Figura 9V).  
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Via catabólica do triptofano com ênfase no eixo da metabolização do intermediário de quinurenina (KYN) 

(Painel 8A). LC/MS-MS quadro duplo poro do sobrenadante de BMDCs/SD e HFD, tratadas com RES (100 

µm/24h) e EX-527 (20 µm/24h), demonstrando os níveis dos intermediários detectáveis (Painel 8B): 

triptofano (TRP) (Painel 8C), quinurenina (KYN) (Painel 8D) e de ácido quinolínico (QA) (Painel 8E). LC-

MS/MS do conteúdo proteico total das BMDCs/SD e HFD, tratadas com RES (100 µm/24h) e EX-527 (20 

µm/24h), demonstrado por dois heat-maps, um com os intermediários metabólicos (Painel 8F) e outro com as 

principais enzimas da via da quinurenina (Painel 8G): triptofano (TRP) (Painel 8H);  quinurenina (KYN);  3-

hidróxi quinurenina (3-HK); ácido 3-hidroxiantranílico ácido quinolínico (3-HANA);  ácido quinolínico (QA); 

ácido nicotínico mononucleotídeo (NaMN);  ácido nicotínico adenina dinucleotídeo(NaAD);  Indolamina 2,3-

dexóxigenase (IDO1) (Painel 8I);  quinurenina 3-monooxigenase  (KMO); quinurenase  (KYNU);  3-

hidroxiantranilato oxidase (3-HAAO); Quinolinato de fosforibosil transferase (QPRT) (Painel 8J); Nicotina acil-

transferase (NA) e NAD sintetase (NADs).  Por qPCR, expressão de Ido1 (2-ΔΔCT/fold change relativo ao mRNA de 

B-actina) de BMDCs/SD e HFD tratadas com RES (100 µm/24h) e EX-527 (20 µm/24h) (Painel 8K). Por 

citometria de fluxo (gated on: Live&Dead-F4/80-CD64-CD11c+IA/IE+CD11b+ouCD8α), porcentagem de IDO1 

em relação ao número máximo de células adquirido do baço de animais SIRT1Δ e SIRT1fl/fl em SD e HFD (Painel 

8L). No mesmo tipo de orgão e entre os mesmos grupos, MFI de IDO1 nas cDC1 (Painel 8M), cDC2 (Painel 8N) 

e pDCs (Painel 8O). Por citometria de fluxo, porcentagem de IDO1 em relação ao número máximo de células 

adquirido dos linfonodos (inguinal, braquial e axilar) de animais SIRT1Δ e SIRT1fl/fl em SD e HFD (Painel 8P).  

Nos mesmos linfonodos e entre os mesmos grupos, MFI de IDO1 nas cDC1 (Painel 8Q), cDC2 (Painel 8R) e pDCs 

(Painel 8S). O MFI de IDO1 nas cDCs do VAT dos animais SIRT1Δ e SIRT1fl/fl em SD e HFD (gated on: Live&Dead-

F4/80-CD64-CD11c+IA/IE+CD11b+CD103+) (Painel 8T). Análise pela plataforma GEO2R do banco de dados 

GSE42432, o qual representa a intensidade de mRNA/Log2 de IDO1 apartir de dados de RNAseq de AT de 

pacientes obesos tratados com placebo (Mock) e 150 mg/ml de resveratrol (RES) (Painel 8U). Análise pela 

plataforma MetascapeTM de vias metabólicas (KEGG pathway) e sinalização celular (GO datasets) diferentemente 

reguladas entre pacientes obesos tratados com placebo (Mock) e 150 mg/ml de resveratrol (RES) do estudo 
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Figura 9 - SIRT1 regula o funcionamento de uma das vias catabólicas do triptofano em DCs, as quais estão 
em orgãos linfoídes secundários e no VAT de camundongos, assim como no VAT de pacientes obesos. 
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GSE42432 (Painel 8T).    Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; 

***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando 

necessário, utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados 

foi de 3-6 animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais. 

  

4.9 AUSÊNCIA DE IDO INTERFERE NA MODULAÇÃO DO FENÓTIPO DE BMDCS/SD 

E HFD POR SIRT1 

Com intuito de confirmar se SIRT1 depende de IDO1 e, consequentemente, 

de uma via ativa da quinurenina para promover alterações nas funções de DCs, 

engordamos animais WT e IDO knockout (IDO KO), isolamos BMDCs desses animais 

e tratamos com RES e EX-527 ou não. Coerente com nossa hipótese, BMDCs/SD e 

HFD de animais WT tratadas com RES tiveram redução na expressão das moléculas 

de MHCII e CD40, como demonstrado anteriormente. Porém, as mesmas BMDCs 

derivadas de animais IDO KO não tiveram redução nessas moléculas quando 

tratadas com RES (Figura 10A-9C). Além disso, o efeito de aumentar a expressão 

dessas moléculas em BMDCs/SD e HFD de animais WT, observado após o 

tratamento com EX-527, foi perdido quando o mesmo tratamento foi aplicado as 

BMDCs/SD e HFD de animais IDO KO (Figura 10D-10E). Outra perda de função 

observada foi em relação a produção de duas citocinas; quando BMDCs/SD e HFD 

de animais WT foram tratadas com RES houve a diminuição de IL12-p40 no 

sobrenadante e um aumento de TGF-β como observado em experimentos anteriores 

(Figura 2). Entretanto, o mesmo efeito deste tratamento não foi visto na produção 

de IL-12p40 e TGF- β pelas BMDCs/SD e HFD de animais IDO KO (Figura 10F-10G).  

O efeito anteriormente observado no aumento de IL-12p40 e TGF-β por EX-527, 

também não foi perceptível nas BMDCs/SD e HFD de animais IDO KO (Figura 10H-

10I). 
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Nós avaliamos a expressão de CD86, CD80, assim como a produção de IL-6, 

IL-1β e IL-10 em BMDCs/SD e HFD de animais IDO KO, pois tinhamos observado 

alterações com o tratamento com RES e EX-527 em BMDCs/SD e HFD de animais 

WT. Mesmo na ausência de IDO, o efeito modulador das drogas se manteve (dados 

não demosntrados).  
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Figura 10 - Ausência de IDO interfere na modulação do fenótipo de BMDCS/SD e HFD por SIRT1. 

Por citometia de fluxo (gated on: Live&Dead-CD11c+IA/IE+CD135) MFI de MHC-II das BMDCs/SD e HFD 
derivadas de animais wild type (WT) e IDO KO com RES (100 µm/24h) e EX-527 (20 µm/24h) (Painéis 10A e 
10B). MFI e porcentagem de CD40 para o número máximo de eventos adquiridos  em  BMDCs/SD e HFD 
derivadas de animais wild type (WT) e IDO KO com RES e EX-527 (Painéis 10C e 10D), assim como produção 
de IL-12p40 e TGF-β  por ELISA (Painéis 10E-10H).    Os valores de significância (p) seguiram a seguinte ordem: 
*= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram estabelecidos pelo teste One-way 
ANOVA ou t-Test quando necessário, utilizando o software GraphPad Prism 8®. O n experimental de cada um 

dos resultados apresentados foi de 3-6 animais por grupo, com duas ou três repetições experimentais. 
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4.10 DELEÇÃO DE SIRT1 EM DCS E A OBESIDADE NÃO TEM EFEITO ADITIVO NA 

REJEIÇÃO DE ENXERTO SÓLIDOS  

Para avaliar o efeito da deleção de SIRT1 em DCs na obesidade e na rejeição 

de transplantes sólidos, realizamos o transplante de pele semi-alogênico em 

camundongos SIRT1fl/fl e SIRT1Δ magros ou obesos.  

Após 10 dias de observação, a curva de sobrevida dos enxertos revelou que 

animais SIRT1Δ e SIRT1fl/fl não apresentaram diferenças entre a porcentagem de 

rejeição entre os enxertos, tanto entre os animais magros, quanto nos animais 

obesos (Figura 11A e 11B).  

 

 

  

 

 

 

 

 

Após de 10 dias, os enxertos de pele foram avaliados de acordo com os pontos de necrose e pela curva de 

sobrevida de Kaplan-Meier de animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ  em SD e HFD (Painel A e B). Os valores de significância 

(p) seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram 

estabelecidos pelo teste Logrank e Gehan-Breslow-Wilcoxon tests, utilizando o software GraphPad Prism 8®. O 

n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3 animais por grupo, com uma repetição. 
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 5. DISCUSSÃO  

A SIRT1 tem papel central no metabolismo celular em diversos tipos de 

células do sistema imune, as quais possuem fenótipo e funções influenciadas pela 

sua atividade (BEIER et al., 2012; CANTÓ; MENZIES; AUWERX, 2015; CHAO et al., 

2017; WANG et al., 2016). Nós observamos que SIRT1 tem um papel importante na 

ativação, fenótipo e no metabolismo de DCs. Outros autores também observaram 

impacto da atividade de SIRT1 em DCs (ALVAREZ et al., 2012; OWCZARCZYK et al., 

2015; WOO et al., 2016). Todavia, neste projeto, verificamos que a obesidade reduz 

tanto a presença quanto a atividade de SIRT1 em DCs, que culminou numa maior 

ativação dessas células, representada pela expressão exacerbada de marcadores 

clássicos de ativação de APCs. A consequência da falta de SIRT1 em cDCs no tecido 

adiposo de animais obesos se associou a maior intolerância à glicose e resistência à 

insulina.  

As BMDCs/HFD, com a presença e atividade reduzida de SIRT1, têm tanto 

porcentagem quanto MFI de MHCII mais elevadas do que as BMDCs/SD. Em 

acréscimo, o MFI de CD86 e CD40 também são mais elevados em BMDCs/HFD. Algo 

interessante de se notar é que as células progenitoras na medula óssea se 

diferenciam em um microambiente basal inflamado, como na obesidade, 

posteriormente, residem em diferentes tecidos, e possuem alterações que podem 

determinar a resposta inflamatória local e sistêmica (ADLER; KAUSHANSKY; RUBIN, 

2014; BILWANI; KNIGHT, 2012; DING; MORRISON, 2013; YOKOTA et al., 2003). 

Evidências apresentam uma comunicação multidirecional entre três peças 

chaves na homeostase sistêmica: dieta, sistema imune e a microbiota convencional 
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(ABT et al., 2012; DE VADDER et al., 2016; KOH et al., 2016). Em 2019, foi 

demonstrado que a restrição calórica em animais afeta diretamente a distribuição 

de células T de memória circulante. Essas células migram para o medula óssea, onde 

as quantidades alteradas de eritrócitos, adipócitos e glicocorticoides aumentam a 

expressão de CXCR4 e BCL-2,  o que contrasta com a diminuição da sinalização da 

via mTOR e, por consequência, prolonga a sobrevida dessas células, além de 

aumentar as funções supressoras de patógenos e tumores das células T de memória 

(COLLINS et al., 2019).  

Em contrapartida, através da administração de uma dieta hiperlipídica, foi 

observado que células tronco hematopoiéticas aumentam a quantidade de lipids 

rafts (LR) na superfície celular, o que promove uma quebra de quiescência pela falta 

da sinalização de TGF-β, e acaba resultando na diferenciação prematura dessas 

células que, por consequência, acaba afetando células progenitoras e já 

diferenciadas do sistema imune (MONDANELLI et al., 2017). Em acréscimo, foi 

demonstrado que a microbiota de animais em HFD alterou a diferenciação de 

células-tronco hematopoiéticas na medula óssea (LUO et al., 2015). Nesse estudo, 

mudanças na microbiota e grandes quantidades de adipócitos na medula óssea de 

animais obesos promoveram o aumento do número de progenitores mieloides e 

alterações em fatores solúveis que alteram a diferenciação funcional de células 

progenitoras na medula (LUO et al., 2015).  Outro estudo demonstrou que a citocina 

TGF-β está regulada negativamente na medula óssea de animais em HFD (CORTEZ 

et al., 2013). Em contrapartida, TNF-α, IL-6 e IL-1β estavam elevadas na medula 

óssea de animais obesos (CORTEZ et al., 2013). Como esperado e reportado 

anteriormente, as BMDCs derivadas de animais obesos possuem maiores 
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quantidades de MHC de classe II  e de coestimuladores,  o que contrasta com e 

regulação negativa da produção de IL10, IL-4 e TGF-β (MACIA et al., 2006; PLUBELL 

et al., 2018). Estes resultados sugerem que os progenitores de DC na medula óssea 

podem emigrar para um ambiente inflamatório, que poderia potencializar o 

fenótipo inflamatório observados na DC de animais obeso no tecido adiposo. De fato, 

foi mostrado que a obesidade gera mudanças persistentes nas células precursoras 

de DCs, por influenciar o eixo Adam17-MAPKp38 (JAISWAL et al., 2020). No entanto, 

pouco foi relacionado com a expressão e atividade de SIRT1, como foi visto nos 

resultados deste trabalho. Uma questão interessante seria explorar o papel de SIRT1 

nesses progenitores em ditar o fenótipo das células imunes, em especial as DCs na 

periferia. 

O tratamento com RES, possivelmente pelo aumento na atividade de SIRT1 

em BMDCs/HFD, promoveu a redução da expressão proteica de MHC de classe II, 

CD86 e CD40. Sendo assim, após o tratamento com RES, as BMDCs/HFD acabam 

restaurando a expressão dessas moléculas para níveis semelhantes aos de 

BMDCs/SD. Além disso, o mesmo ocorreu em relação à expressão e produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Reforçando a hipótese de que SIRT1 é importante para 

modular o fenótipo de BMDCs. Similarmente, quando essas células foram tratadas 

com o inibidor seletivo de SIRT1 (EX-527), percebemos o efeito contrário sob o 

fenótipo das BMDCs/SD e HFD. O fato de BMDCs tratadas com RES produzirem 

maiores quantidade de TGF-β e menores de IL-12p40 e o EX-527 ter causado o feito 

oposto, foi condizente com a maior polarização para células Treg (CD25+Foxp3+) 

ao invés da geração de células Th1 (MARKS et al., 2017; REINHARDT et al., 2006).  
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Esse perfil tolerogênico em DCs e a redução de Th1 observado por nós, após 

o aumento da atividade de SIRT1 em DCs pelo tratamento com RES, pode estar 

relacionado com atividade de SIRT1 sob o NF-κB (CUI et al., 2016; DE GREGORIO et 

al., 2020; KAUPPINEN et al., 2013; SCUTO et al., 2013). O NF-κB é um dos principais 

fatores de transcrição indutores de diversas citocinas pró-inflamatórias e proteínas 

de superfície associadas com a resposta imune (LIU et al., 2017; NAPETSCHNIG; WU, 

2013; TANIGUCHI; KARIN, 2018), as quais são essenciais para a função de APC das 

DCs (BROWN et al., 2019; EISENBARTH, 2019; SCHLITZER; GINHOUX, 2014) e que 

também são reduzidas na presença e maior atividade de SIRT1 neste trabalho. 

Dois motifs na fração N-terminal de SIRT1 são responsáveis por boa parte das 

ações de SIRT1, inclusive por promover a desacetilação de fração p65 do NF-κB 

(GHISAYS et al., 2015). Ainda corroborando com nossos dados, estudos prévios 

tanto na obesidade, quanto em outros contextos demonstram que o tratamento com 

RES reduz a presença e atividade de NF-κB (JIMENEZ-GOMEZ et al., 2013; MANNA; 

MUKHOPADHYAY; AGGARWAL, 2000; XU et al., 2018).  

Aparentemente, o perfil inflamatório basal das BMDCs/HFD comparado com 

BMDCs/SD favoreceu um efeito modesto de RES sob essas células e, 

consequentemente, na geração reduzida de células Treg durante o co-cultivo com 

células T CD4+.  As células Tregs têm papel essencial na manutenção da homeostase 

e de redução da inflamação. Essas células podem atuar através de (i) citocinas 

inibitórias  (IL-10, TGF-β 3 e IL-35) de células T efetoras (AKAMATSU et al., 2019; 

COLLISON et al., 2007; JOETHAM et al., 2007; TAKAHASHI et al., 2000); (ii) pelo 

processo de citólise em linfócitos T efetores via granzima A/B e perforina (CAO et 
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al., 2007; KARRECI et al., 2017); (iii) pela disfunção metabólica via monofosfato 

cíclico de adenosina (cAMP), assim como através da privação de IL-2 (CHINEN et al., 

2016; KLEIN; BOPP, 2016); e (iv) inibindo a maturação e funções de DCs, via 

interação LAG3-MHC-II e CTLA-4-CD80/86 (CHEN et al., 2017; TUNG et al., 2018).  

Em relação a SIRT1, poucos trabalhos relataram a modulação de Foxp3 por 

essa HDAC3. Porém, no mesmo período que foi observado a importância de SIRT1 

em regular Foxp3 em modelos de autoimunidade e transplante (AKIMOVA et al., 

2014; BEIER et al., 2011), foi descrito que SIRT1 tem a capacidade de desacetilar 

diretamente Foxp3, o que é favorecido pelas HDACs 6 e 9 e, consequentemente, 

causa o aumento do tempo de meia vida desse fator de transcrição e sua atividade, 

contrapondo com a inibição do NF-κB por SIRT1 (BEIER et al., 2012; KWON et al., 

2012).  

Em outro estudo com DCs,  o tratamento com EX-527 promoveu a redução de 

Treg Foxp3+ após co-cultivo com células T CD4+ de animais OT-II  (LIU et al., 2015b). 

Após o knockdown de IL-12Rβ2 e TGF-βR2 em animais OT-II, os autores perceberam 

que o efeito na expressão de FoxP3 e de Ifnγ, anteriormente modulado nas células T 

CD4+ co-cultivadas por DCs sem atividade de SIRT1, fora perdido. Nesse mesmo 

estudo, de maneira complementar ao nosso estudo, foi demonstrado que BMDCs 

sem SIRT1 promoveram, durante o co-cultivo com células T CD4+, uma alta 

expressão de Tbet e baixa expressão de Foxp3. Sendo assim, esse mecanismo de 

sinalização parece corroborar fortemente com nossos resultados demonstrados até 

o presente momento. 
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Em modelo de melanoma, um dos processos que tornam as DCs tolerogênicas 

pelas células tumorais ocorre via Wnt/β-catenina. As DCs reconhecem as 

quantidades de Wnt5a, que por sua vez ativa β-catenina, a qual promove a 

transcrição de IDO1 e PPAR-γ (ZHAO et al., 2018a), o que também foi observado por 

nós nas DCs tratadas com RES. O PPAR-γ estimula a oxidação de ácidos graxos (FAO) 

via modulação de carnitina palmitol transferase 1 alfa (CPT1α) (ZHAO et al., 2018b). 

Esse aumento da respiração mitocondrial pelo estímulo de FAO ocasiona a inibição 

da produção das citocinas IL-12 e IL-6, o que segue na mesma direção dos nossos 

dados de metabolismo e da produção reduzida de IL-12p40 e IL-6 em DCs com alta 

atividade de SIRT1. 

As DCs na presença de RES têm a glicólise diminuída, principalmente em 

BMDCs/SD. Em contrapartida, o tratamento com EX-527 aumentou a glicólise, mas 

principalmente em BMDC/HFD. Essa modulação da glicólise tem sido amplamente 

relacionada com o perfil pró-inflamatório de DCs (GUAK et al., 2018; THWE et al., 

2017). Além disso, como o NF-κB é dependente do metabolismo glicolítico, 

evidências têm demonstrado a conexão de SIRT1 com o metabolismo celular e as 

funções do NF-κB (JEONG et al., 2011; KAUPPINEN et al., 2013; TORNATORE et al., 

2012), o que pode ser inferido e transposto para as DCs. 

Depois da realização de experimentos farmacológicos com um ativador e 

inibidor de SIRT1 em BMDCs, os experimentos in vivo demonstraram que cDCs do 

baço e de linfonodos de animais SIRT1Δ estavam mais ativadas do que cDCs de 

animais SIRT1fl/fl, em alguma extensão, corroborando os dados observados com o 

tratamento com agonista e antagonista de SIRT1 in vitro. De maneira mais 
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simplificada, um estudo anterior também demonstrou que a ausência de SIRT1 em 

DCs afeta o fenótipo e as funções dessas células. Neste trabalho, os autores 

infectaram animais com deleção condicional de Sirt1 em DCs com um vírus sincicial 

respiratório (RSV). Os animais com a deleção específica de SIRT1 em DCs tiveram 

uma resposta pró-inflamatória mais eficaz ao RSV, além da geração de um maior 

número de células T memória com mais eficácia na resposta contra o RSV (ELESELA 

et al., 2020). 

Em outro estudo, foi observado que a ausência de SIRT1 aumentou a 

eficiência do processo de autofagia e ativação das DCs, além de aumentar a 

polarização dos linfócitos T helper para o subtipo Th1, os quais produziam grandes 

quantidades de IFN-γ (OWCZARCZYK et al., 2015).  Portanto, é sugestivo que SIRT1 

possa ser extrapolada como um alvo independente dos efeito da obesidade em DCs. 

Na obesidade, diferente da abordagem de estudos anteriores envolvendo DCs 

e SIRT1 (ALVAREZ et al., 2012; WOO et al., 2016), nós conseguimos observar alguns 

efeitos aditivos e sinérgicos entre a deleção de SIRT1 em DCs e a obesidade, o que 

aumentou ainda mais o fenótipo pró-inflamatório em cDC1 e cDC2, efeito que, até 

então, não tinha sido observado. Interessantemente, esse efeito da deleção de SIRT1 

na ativação de cDCs no baço e nos linfonodos foi semelhante aos resultados dos 

experimentos in vitro, ou seja, cDCs de animais SIRT1Δ obesos, possuíam a maior 

expressão de MHC de classe II, CD86, e CD40 e IL-12p40, além da menor produção 

de TGF-β por cDCs, entre os demais grupos avaliados (SIRT1fl/fl/SD, SIRT1fl/fl/HFD e 

SIRT1Δ/SD).  Esses marcadores mencionados foram alterados em cDC2 de animais 

SIRT1Δ/SD e SIRT1fl/fl/HFD de maneira muito similar, tendo o efeito potencializado 
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a partir do momento em que os animais SIRT1Δ adquiriram o perfil de obesidade. 

Por outro lado, as cDC1 somente manifestaram alterações na ativação celular 

quando a deleção de SIRT1 e o fator da obesidade estavam presentes. Portanto, isso 

caracteriza um efeito sinérgico da deleção de SIRT1 e da obesidade na modulação 

do fenótipo dessas células.  

Ainda sobre as subpopulações de DCs, verificamos que a deleção de SIRT1 em 

DCs aumentou a porcentagem de cDC2 nos linfonodos, o que foi potencializada nos 

animais SIRT1Δ obesos. Em contrapartida, somente após a deleção de SIRT1 e 

obesidade, nós conseguimos perceber o aumento da porcentagem de cDC1 nos 

linfonodos. Contrastando com as cDCs, observamos uma redução gradual das pDCs 

nos linfonodos após a deleção de SIRT1 seguida da obesidade. 

Pouco tem sido estudado sobre as pDC na obesidade. As pDCs no tecido 

adiposo têm capacidade de auxiliar os macrófagos M1 no aumento da resistência à 

insulina através da secreção de interferon do tipo 1 (IFN1)(HANNIBAL et al., 2017).  

Visto que as BMDCs/SD e HFD não apresentarem alterações na expressão de IFN1 

após o tratamento com RES e EX-527, optamos por não seguir em diante com novos 

experimentos sobre as pDCs e SIRT1, porém esses dados preliminares demonstram 

bons indícios. 

É intrigante o fato da deleção SIRT1 em DCs (células CD11c+) promover 

maiores alterações no fenótipo de células cDC2 do que em células cDC1. A geração 

dessas células tem certa similaridade, pois ambas dividem progenitores em comum 

na sua ontogenia (progenitor de macrófagos e células dendríticas – MDP e 

progenitores comuns de células dendríticas - CDP), porém no final da diferenciação 
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dessas células ocorre a geração de progenitores pre-cDC1 e pre-cDC2 (GRAJALES-

REYES et al., 2015; SCHLITZER et al., 2015).  

Recentemente foi identificado que células B tratadas com NAD+ possuem  a 

expressão aumentada de Irf4, o que foi correlacionado com a atividade de SIRT1 

(GAN et al., 2020). Da mesma forma, tanto em pre-cDC2, quanto em cDC2 já 

diferenciadas, o fator de transcrição IRF4 atua como uma assinatura dessas células 

(BROWN et al., 2019). Portanto, podemos inferir que as cDC2 podem ser mais 

dependentes da ação de SIRT1 pelo fato de o IRF4 ter uma relação próxima com essa 

HDAC3, como foi reportado em células B.  

Através da tecnologia de single-cell transcriptome, outras duas subdivisões de 

cDC2 foram descobertas:  cDC2A, considerada anti-inflamatória e a cDC2B 

considerada pró-inflamatória. Interessantemente, a subdivisão cDC2B se dá 

principalmente através do fator de transcrição RORγT (BROWN et al., 2019), o qual 

já foi visto sendo regulado negativamente por SIRT1 via STAT3 em células T, 

impedindo a diferenciação em células Th17 (LIMAGNE et al., 2017). Sendo assim, 

cDC2B podem ser mais dependentes de SIRT1 por esse motivo também. 

Por fim, os estudos anteriores com SIRT1 em DCs, somente demonstraram 

efeitos sob as funções de células T CD4+, (ALVAREZ et al., 2012; ELESELA et al., 

2020; OWCZARCZYK et al., 2015; WOO et al., 2016; YANG et al., 2013), as quais são 

ativadas e induzidas a polarização principalmente por cDC2 (BROWN et al., 2019; 

EISENBARTH, 2019; SCHLITZER; GINHOUX, 2014). Todavia, recentemente as cDC1 

também foram apontadas como potentes indutoras de células T CD4+ com ações 

antitumorais (FERRIS et al., 2020) e nós não focamos em experimentos usando o co-
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cultivo entre células T CD8+ e DCs com SIRT1 alterada. Devido não estar nos 

objetivos do trabalho, também não elaboramos experimentos ex-vivo olhando 

diretamente para essas células, as quais são induzidas principalmente por células 

cDC1 (SCHLITZER et al., 2015). De toda maneira, nosso estudo aparenta ser pioneiro 

em avaliar a SIRT1 em subpopulções de DCs.  

As BMDCs com atividade aumentada de SIRT1 favoreceram a proliferação de 

células Treg ao invés de células Th1. Nós observamos o efeito oposto no baço e 

linfonodos de animais SIRT1∆, o que foi potencializado na obesidade. No baço, a falta 

de SIRT1 em DCs provocou uma redução mais significativa de células Treg, quando 

comparado aos animais somente em dieta hiperlipídica. Além disso, a quantidade de 

Treg em animais SIRT1Δ/SD foi equivalente à quantidade em SIRT1Δ/HFD, o que 

demonstra o efeito independente da ausência de SIRT1 em DCs na diminuição 

porcentual de Tregs no baço.  

Não foi possível verificar alterações significantes na IL-4 produzida por 

células T CD4+ pela deleção de SIRT1 e na obesidade, talvez pelo fato de que essa 

população celular já esteja diminuída na obesidade. Por outro lado, a produção de 

IL-17 por linfócitos T CD4+ foi mais elevado nos baços de animais com deleção de 

SIRT1 magros e obesos. Sendo assim, pelo menos no baço, a obesidade não alterou 

a produção de IL-17 por células T CD4+. Nos linfonodos, a obesidade e a deleção de 

SIRT1 em DCs aumentaram a produção de IL-17 por células T CD4+. Estudos prévios 

já demonstraram o aumento de Th17 induzidos por DCs em indivíduo obesos 

(BERTOLA et al., 2012; ENDO et al., 2015).  Devido ao fato de não percebermos um 

efeito sinérgico ou aditivo entre SIRT1 em DCs na geração de células Th17, não 
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continuamos avaliando esse eixo profundamente. Em acréscimo,  essa correlação  foi 

explorada anteriormente em um artigo que indica a modulação da SIRT1 no fator 

regulador de interferon 1 (IRF1) em DCs, o qual promove a transcrição de diversas 

moléculas que favorecem a polarização de Th17 em determinados microambientes 

(YANG et al., 2013).    

Essa discrepância no efeito da deleção de SIRT1 em DCs no baço e nos 

linfonodos pode ser devido a heterogeneidade diferenciada de DCs nesses dois 

órgãos (BROWN et al., 2019). Estudos de caracterização demonstram que células 

cDC2 estão predominantemente nos linfonodos, as quais aparentemente estão sob 

maior efeito de SIRT1 segundo nossos dados. Além disso, essas células têm um 

grande potencial de gerar células Treg através de cDC2A, caraterizada por single cell 

RNAseq (BROWN et al., 2019). No entanto, avaliamos especificamente células Tregs 

Foxp3+. No baço, as células reguladoras do tipo Tr1 têm papel importante na 

manutenção da regulação da sistema imune periférico (GIANG; LA CAVA, 2017; 

HUANG et al., 2017), sendo que outro estudo utilizando a deleção de SIRT1 em DCs 

averiguou que SIRT1 tem importância na geração dessas células (YANG et al., 2013). 

Portanto, é necessário avaliar outros subtipos de células reguladoras além das Treg 

Foxp3+.  

A expressão e a função da SIRT1 têm sido amplamente exploradas no tecido 

adiposo (CHALKIADAKI; GUARENTE; GUARENTE, 2012; NAWAZ et al., 2018; QIANG 

et al., 2012). Quando se tem uma alta disponibilidade de nutrientes como na 

obesidade, a SIRT1 é inativada no WAT, promovendo acetilação de PPARγ, que 

favorece o estoque de lipídeos. Na direção oposta, em indivíduos saudáveis ou na 
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condição de restrição calórica, a SIRT1 torna-se ativa no WAT, recrutando as 

atividades de PPARγ através da desacetilação dos resíduos de lisina Lys268 e 

Lys293, que por fim, resulta na estabilidade da tolerância à insulina (QIANG et al., 

2012).  

No mesmo ano de 2012, foi demonstrado que a SIRT1 está menos ativa no 

WAT de animais obesos. Essa inatividade de SIRT1 em adipócitos de animais obesos 

foi associada a clivagem dessa HDAC por caspase-1, providenciando uma conexão 

entre o estrese inflamatório e a disfunção metabólica (CHALKIADAKI; GUARENTE; 

GUARENTE, 2012).  

Mais recentemente, a SIRT1 foi demonstrada ser um repressor essencial da 

adipogênese através da desacetilação de β-catenina, promovendo seu acúmulo no 

núcleo e, consequentemente, induzindo a transcrição de genes que bloqueiam a 

adipogênese em células-tronco mesenquimais (MSCs)(ZHOU et al., 2016).  

A SIRT1 e as demais sirtuínas foram caraterizadas como HDACs que agem 

diretamente nos resíduos de lisina das histonas do tipo 3 e 4, ou seja, em regiões 

diversas da heterocromatina pelo fato dessas duas histonas formarem boa parte dos 

nucleossomos das cromátides (GUARENTE, 2012; HOUTKOOPER; PIRINEN; 

AUWERX, 2012). Porém,  diversos estudos já têm demonstrado interações de SIRT1 

diretamente com proteínas ou fatores de transcrição, através de grupos acetil em 

sua estrutura (JUNG et al., 2020; LIMAGNE et al., 2017; YANG et al., 2016). É 

interessante observar que não somente SIRT1 atua reprimindo e ativando 

diferentes moléculas, mas essas mesmas moléculas-alvo regulam SIRT1, como no 

caso dos fatores de transcrição FOXO1 e CREB, por exemplo (FRESCAS; VALENTI; 
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ACCILI, 2005; NORIEGA et al., 2011). Esse mesmo tipo de feedback bidirecional já foi 

reportado em relação a via de Wnt/β-catenina e de diferentes PPARs. Além disso, 

ambas as moléculas são reguladas por fatores que estão desregulados na obesidade, 

como os níveis de glucose, coenzimas e cofatores em diferentes tecidos 

(CHOCARRO-CALVO et al., 2013; WANG; QIANG; FARMER, 2008). 

Como dito anteriormente, DCS podem contribuir, independentemente de 

outras células, com a sensibilidade à insulina no tecido adiposo e sistemicamente. 

Esse controle ocorre principalmente através da ativação de β-catenina por cDC1 e 

de PPARγ por cDC2 (MACDOUGALL et al., 2018). Sabendo disso e que SIRT1 regula 

esses dois elementos em outras células diretamente relacionados com AT (QIANG et 

al., 2012; ZHOU et al., 2016), tentamos verificar se DCs sem SIRT1 no tecido adiposo 

estão relacionadas com a disfunção metabólica na obesidade. Os animais SIRT1Δ em 

HFD possuem maior quantidade massa corporal, menor tolerância à glicose e 

resistência à insulina. Interessantemente, somente a deleção de SIRT1 em DCs, sem 

a obesidade estar presente, ocasionou em uma maior resistência à insulina. Estudos 

prévios já demonstram um perfil de disfunção metabólica similar do que foi visto 

nesse trabalho, no entanto, a deleção de SIRT1 era em células mieloides (KIM et al., 

2015) e adipócitos (HUI et al., 2017). Desta forma, este trabalho adiciona uma nova 

informação, na qual a deleção apenas em DC seja suficiente para agravar os efeitos 

gerados pela obesidade na homeostase da glicose. 

Tanto β-catenina nas cDC1 quanto PPAR-γ em cDC2 foram reduzidas pela 

deleção de SIRT1 e pelo perfil de obesidade. Segundo Macdougall et al., a β-catenina, 

ao migrar para o núcleo das cDC1, promove a transcrição de grandes quantidades 
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de IL-10 no WAT, que favorece a manutenção da porcentagem de Tregs no WAT e o 

controle da expansão dos adipócitos. Por outro lado, o PPAR-γ forma um 

heterodímero com o receptor retinóico X (RXR) e regula a transcrição de genes 

envolvidos no metabolismo de lipídeos, da glicólise e da inflamação (Ucp2, Ho1, 

Cd36, iNos, Lxra, etc.), como revisado anteriormente por Ahmadian e colaboradores 

(AHMADIAN et al., 2013). A falta de SIRT1 nas cDC2 agrava ainda mais a redução de 

PPAR-γ causado pela obesidade, o que favorece a inflamação e hiperplasia do tecido 

adiposo. Isso possivelmente acontece pela redução de um mecanismo chamado 

transrepressão, que ocorre sob os fatores de transcrição como o NF-κB e AP-1. Esse 

fenômeno ocorre impedindo a liberação do complexo repressor localizado no 

promotor desses fatores de transcrição (GLASS; OGAWA, 2006).     

A SIRT1 é uma peça-chave no metabolismo celular em diversos tipos de 

tecidos (CHAO et al., 2017; CHOI et al., 2019; NIKSERESHT; KHODAGHOLI; 

AHMADIANI, 2019; YEUNG et al., 2004) e o metabolismo influência diretamente no 

fenótipo das DCs (CORTESE; SINCLAIR; PULENDRAN, 2014; GÓMEZ-CABAÑAS et al., 

2019; MONDANELLI et al., 2017; XU et al., 2017). Ao realizar os ensaios de Mito e 

Glycolitc Stress Assay, observamos que as BMDCs/HFD possuíam um aumento tanto 

da OXPHOS (OCR) quanto da glicólise (ECAR) em relação as BMDCs/SD. Ao 

aumentar a quantidade e atividade SIRT1 por RES, foi notado um aumento ainda 

maior do OCR e uma diminuição do ECAR. Como visto nos nossos experimentos, o 

tratamento com RES tem sido aplicado com importante composto fenólico para o 

estimular a biogênese mitocondrial, modulando a massa mitocondrial e ΔΨm, 

principalmente através do aumento de PGC1-α, NRF-1/2 e AMPK, os quais estão 
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ligados estritamente com SIRT1 (PRICE et al., 2012), o que pode ter relação com as 

alterações em ΔΨm observados nesse trabalho.   

As DCs são dependentes do ΔΨm para realizar suas funções como APC.  As 

DCs de indivíduos idosos têm a capacidade reduzida de apresentação antigênica 

(AGRAWAL et al., 2007; SCHMITT & SEGERT, 2008), o que foi recentemente 

conectado com o metabolismo mitocondrial. Neste estudo, foi observado que as DCs 

de camundongos idosos possuíam menor ΔΨm, menor OCR e diminuição da 

produção de ATP contrastando com a diminuição de ROS (CHOUGNET et al., 2015).  

Interessante notar que essas alterações também foram causadas em nosso modelo 

durante a inibição de SIRT1. Esses efeitos podem ser conectados, pois a diminuição 

da respiração mitocondrial (OCR) e, por consequência, a redução da produção de 

ATP pode ser proveniente da cadeia transportadora de elétrons deficiente dessas 

DCs, que são afetadas pela redução da OXPHOS, que por sua vez disponibiliza uma 

quantidade importante de NAD+ para complexo I da cadeia transportadora de 

elétrons (DE VADDER et al., 2016; GÖKHAN S. HOTAMISLIG, 2006; STONE; 

DARLINGTON, 2002). Perante essa problemática, SIRT1 pode ser relacionada pelo 

fato de ser um importante alvo em estudos com envelhecimento (AGRAWAL et al., 

2007; AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004; KOZAKO et al., 2015) e pela sua 

dependência de NAD+, a qual tem um déficit nesse sistema.   

Apesar de não termos avaliado as funções de AMPK no projeto até o 

momento, fortes indícios favorecem a ligação do eixo SIRT1-AMPK em DCS na 

obesidade. Estudos recentes demonstraram que a AMPK promove a reciclagem de 

CD36 (SAMOVSKI et al., 2012, 2015), favorecendo sua presença na superfície celular, 
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que por sua vez, promove a captura de lipídeos, acaba incrementando a respiração 

mitocondrial (O’NEILL; HOLLOWAY; STEINBERG, 2013). Na direção oposta, AMPK 

pode inibir a enzima acetil-CoA carbolxilase, que converte acetil-CoA em malonil-

CoA, afetando diretamente a β-oxidação nas células do parênquima  (O’NEILL; 

HOLLOWAY; STEINBERG, 2013; PARK et al., 2002). No entanto, essa restauração de 

AMPK pode trazer benefícios em prol da normalização da disfunção metabólica 

(COOL et al., 2006; POLLARD et al., 2019).  Portanto, outros elementos 

possivelmente ainda não relacionados,  devem estar envolvidos no metabolismo de 

DCs de animais obesos para manter o OCR mais alto do que em DCs de animais 

magros, assim como já foi visto em macrófagos (SERBULEA et al., 2018). Além disso, 

a SIRT1 é caracterizada como um regulador central de vários moduladores 

metabólicos, podendo influenciar outros elementos além de AMPK. A SIRT1 também 

regula PPAR-γ que também aumenta a presença de CD36 na superfície celular 

(AHMADIAN et al., 2013; LUO et al., 2015). Todavia, ao contrário do que alguns 

estudos demonstraram sobre a AMPK (O’NEILL; HOLLOWAY; STEINBERG, 2013; 

PARK et al., 2002), o PPAR-γ estimula a β-oxidação, o que está negativamente 

regulado durante a obesidade, especialmente no tecido adiposo (AHMADIAN et al., 

2013). Portanto, quando a expressão e atividade de SIRT1 é aumentada em DCs de 

animais obesos, além da grande quantidade da captura de lipídeos e da β-oxidação 

ocorrendo devido à ausência de AMPK, a maior atividade PPAR-γ, através da maior 

atividade de SIRT1, aumenta ainda mais esse processo de lipólise, o que pode 

justificar o OCR mais elevado em BMDCs/HFD. Em contrapartida, o ECAR foi 

reduzido após o estímulo de SIRT1 e aumentado após a inibição dessa HDAC3 em 

DCs. Simultaneamente com o aumento do ECAR após inibição de SIRT1, verificamos 
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o aumento de Glut1 nas DCs derivadas dos animais obesos e um aumento do uptake 

de glicose, além da quantidade elevada de lactato no sobrenadante de ambos os 

tipos de DCs (BMDCs/SD e HFD tratados com EX-527). Interessantemente, a 

ubiquitina ligase 1 tem atividade aumentada na presença de altos níveis de glicose, 

a qual medeia a degradação da subunidade α2 da AMPK (LEE et al., 2013). 

Concentrações elevadas de glicose intracelular induzem o acúmulo de  diacilglicerol 

(DAG), um ativador de proteínas quinases C (PKC), que induz a fosforilação 

inibitória de S485/491 da subunidade α da AMPK (HAMDULAY et al., 2014). 

Portanto, a alta captação de glicose e a redução de AMPK podem estar relacionadas 

com o perfil do OCR observado anteriormente nas mesmas células.  

Um dos principais questionamentos do projeto foi como a obesidade afetava 

a atividade de SIRT1 em DCs. Para investigar isso verificamos uma das principais 

vias catabólicas para geração de NAD+, a via do catabolismo do triptofano. 

Recentemente, foi demonstrado que a via do triptofano tem papel fundamental no 

desenvolvimento do perfil tolerogênico em DCs (MONDANELLI et al., 2017; ZHAO et 

al., 2018a). Em macrófagos, a síntese de NAD+ pela via do triptofano impulsiona 

atividade de SIRT3 (também dependente de NAD+) para que a resposta inflamatória 

dos macrófagos seja reduzida, especialmente envolvendo as inflamações associadas 

ao envelhecimento (MINHAS et al., 2019). Identificamos poucas alterações na via do 

triptofano no sobrenadante das BMDCs/SD e BMDCs/HFD. No entanto, 

encontramos quantidades inversamente proporcionais de triptofano e quinurenina 

no sobrenadante dessas células, sendo que BMDCs/SD possuem maiores 

quantidades de quinurenina no sobrenadante do que BMDCs/HFD. Na outra 

direção, o triptofano estava presente em maiores quantidade no sobrenadante das 
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BMDCs/HFD quando comparado às BMDCs/SD. O tratamento com RES aumentou a 

quantidade quinurenina e diminuiu o triptofano disponível no sobrenadante dessas 

BMDCs/SD e BMDCs/HFD. Opostamente, EX-527 diminuiu a quantidade 

quinurenina e aumentou o triptofano disponível no sobrenadante. Seguindo esses 

dados, há indícios que essa regulação entre triptofano e quinurenina, pode ser 

realizado SIRT1. Um ponto interessante a ser notado é o fato de que a quinurenina 

no microambiente, principalmente produzido por DCs, pode conduzir a geração de 

células Treg Foxp3+ (LI et al., 2016; ZHAO et al., 2018a). A quinurenina vem sendo 

descrita como um dos principais ligantes do receptor aril-hidrocarboneto (AhR), o 

qual está expresso em diversas células mieloides, principalmente, as células T 

(CAMPESATO et al., 2020; QUINTANA et al., 2008).  A ligação de quinurenina ao AhR 

reduz o metabolismo glicolítico por bloquear HIF-1α, além de estimular a 

transcrição de Foxp3, favorecendo um microambiente anti-inflamatório 

(QUINTANA et al., 2008; ROTHHAMMER; QUINTANA, 2019).     

Outro ponto interessante encontrado foi a quantidade aumentada de ácido 

quinolinício (QA), conforme a atividade de SIRT1 foi reduzida por EX-527 e pela 

obesidade. O QA solúvel e o acumulado dentro das células têm efeitos tóxicos, 

causando o aumento da espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, principalmente 

pelo aumento do potencial de membrana mitocondrial (FERREIRA et al., 2018), o 

que também foi visto nas BMDCs com atividade reduzida de SIRT1 neste trabalho.  

Na porção proteica intracelular das BMDCs foi encontrado uma redução dos 

níveis do triptofano nas células que foram tratadas com RES, principalmente nas 

BMDCs/SD. Em contrapartida, o tratamento com EX-527 teve efeito oposto, 
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aumentando a quantidade triptofano, principalmente nas BMDCs/HFD. Paralelo a 

isso, observamos o aumento da expressão e produção de IDO1 conforme SIRT1 

estivesse mais presente ou mais ativa em BMDCs, ou seja, em BMDCs provenientes 

de animais magros e tratadas com RES.  Além disso, notamos o aumento da enzima 

QPRT, que também foi descrito como um importante componente para estimular o 

OCR em macrófagos (MINHAS et al., 2019). Sendo assim, este mesmo estudo com 

macrófagos concluiu que a redução dessa respiração mitocondrial pela falta de 

fosforibosiltransferase de quinolinato (QPRT) conduziu a falta de NAD+ e o 

desenvolvimento do perfil pró-inflamatório dos macrófagos derivados da medula.  

O bloqueio da síntese de novo de NAD+ causa acúmulo dos intermediários 

pró-inflamatórios do ciclo TCA, como succinato e malato (KEIRAN et al., 2019; MILLS 

et al., 2016). O acúmulo desses intermediários aumenta a produção de citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e IL-6, além de suprimir a produção de TGF-β e IL-10, que é 

gerado por meio da inibição dos domínios da prolil-hidroxilase responsáveis pela 

regulação HIF-1α, um ativador transcricional de citocinas pró-inflamatórias 

canônicas (MINHAS et al., 2019; TANNAHILL et al., 2013).   

Após nossas conclusões prévias dos experimentos in vitro, outros resultados 

demonstraram uma redução de IDO1 nos órgãos secundários e no VAT dos animais 

obesos, potencializado com a deleção de SIRT1 em DCs. Para avaliar o potencial 

translacional dos nossos achados experimentais, verificamos o banco de dados de 

um estudo prévio realizados em humanos. Nesse estudo, nove pacientes obesos 

foram tratados com RES por 30 dias e outros nove foram tratados com placebo 

(KONINGS et al., 2014). Quando avaliamos os dados de transcriptoma do AT desses 
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pacientes percebemos um aumento significativo de ID01 nos pacientes tratados com 

RES. Complementar a isso, os genes mais diferencialmente expressos entre os 

grupos estavam relacionados com a via de novo de NAD+, reorganização da 

heterocromatina e processos de desacetilação, o que podem indicar um eixo SIRT1-

IDO1 ativo também em humanos, até então não foi demonstrado. 

Para reforçar nossa hipótese e conclusões, o tratamento com RES e EX-527 

em BMDCs/SD e BMDCs/HFD de animais IDO KO não tiveram efeito sob o fenótipo 

das DCs. Portanto, os dados gerados até então, suportam interações entre SIRT1 e 

IDO1, o que influencia a manutenção do fenótipo tolerogênico em DCs.  

De fato, é necessário esclarecer como a interação de SIRT1 e IDO1 ocorre, se 

a modulação da heterocromatina ou interações proteína-proteína predomina nesse 

novo eixo. Experimentos elaborados por nós estão sendo feitos e repetidos para 

esclarecer essa questão. 

A obesidade tem contribuição importante em diversos tipos de doenças e 

desordens metabólicas acopladas a inflamação (ÇAKMUR, 2017; MILLER; SPENCER, 

2014; WORL HEALTH ORAGANIZATION, 2018). A rejeição de um enxerto sólido 

após um transplante é agravada através da obesidade, especialmente pela 

inflamação basal crônica que as células imunes (como as DCs), responsáveis pelo 

processo de rejeição, sofrem durante a hiperplasia do tecido adiposo e a 

desregulação metabólica (KARRECI et al., 2017; LEDERER et al., 2008; MORAES-

VIEIRA; SILVA; TAKENAKA, 2010). 

Devido à importância das DCs tanto no fenótipo da obesidade, quanto na 

resposta imunológica da rejeição (HARPER et al., 2015; JAISWAL et al., 2020; 
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MACDOUGALL et al., 2018) e seguindo os objetivos iniciais do trabalho, também 

realizamos o modelo de transplante de pele nos animais SIRT1fl/fl e SIRT1Δ, magros 

e obesos, para avaliar um possível efeito sinérgico ou aditivo entre a obesidade e a 

deleção de SIRT1 em DCs. No entanto, não identificamos uma diferença significativa 

entre os grupos SIRT1fl/fl e SIRT1Δ. Somente foi observado uma diferença entre os 

animais que estavam em dieta padrão e hiperlipídica. Somente uma repetição foi 

feita avaliando a rejeição do transplante de pele e, cada grupo tinha 3 animais, o 

número mínimo para construir um análise estatística neste tipo de estudo 

(CHARAN; KANTHARIA, 2013). Portanto, para chegar a uma conclusão mais 

robusta, é necessário realizar mais repetições experimentais, avaliando os 

diferentes times points após o transplante. 

Em resumo, a SIRT1 tem papel central no controle do metabolismo e do 

fenótipo de DCs. Está claro que a obesidade afeta diretamente a presença e atividade 

de SIRT1, principalmente através de um déficit no catabolismo do triptofano, o qual 

é responsável pela via de novo de NAD+. Essa coenzima é essencial para o 

funcionamento de SIRT1, a qual também modula a disponibilidade de NAD+ pelo 

aumento da expressão de IDO1, enzima fundamental na via da síntese catabólica 

dessa coenzima. 
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6. CONCLUSÃO   

A SIRT1 é peça central no metabolismo de diversos tipos celulares em 

diferentes contextos da resposta imune. Neste trabalho, podemos concluir que: 

a. A obesidade diminui a expressão de SIRT1 em DCs de órgãos linfoides 

secundários e no VAT. Além disso, observamos a redução da atividade de SIRT1 

em BMDCs derivados de animais obesos; 

b. A SIRT1 favorece um fenótipo tolerogênico em DCs através da redução de MHC-

II, coestimuladores e produção de citocinas pró-inflamatórias (principalmente 

IL-12p40), além do aumento da produção de TGF-β; 

c. Vinculado com a mudança de fenótipo nas DCs, conseguimos perceber uma 

reprogramação metabólica em DCs via SIRT1,  o que favorece o aumento da 

OXPHOS ao invés da glicólise, principalmente  através da regulação negativa  de 

Glut1 e pela regulação positiva da proteína CD36, o que por sua vez leva ao 

aumento de massa mitocondrial e menor ΔΨm, o que é característico de uma DC 

tolerogênica;  

d. A priori, as quantidades reduzidas de NAD+ pela via da quinurenina em animais 

obesos afeta diretamente atividade de SIRT1, pelo fato dessa HDAC ser 

dependente dessa coenzima. Uma das principais enzimas para geração de 

quinurenina, IDO1, parece ser regulada por SIRT1, o que causa a redução de 

quinurenina secretada pelas DCs, interferindo na geração de células Treg em 

orgãos linfoides secundários, no VAT e in vitro;  

e. A deleção de SIRT1 em DCs de animais obesos promoveu menor tolerância a 

glicose e maior resistência a insulina, quando comparado com aqueles que 
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possuem SIRT1 em DCs. Com descrito em outro estudo, verificamos que a 

obesidade diminuía β-catenina em cDC1 e PPAR-γ em cDC2. Além disso, a 

deleção de SIRT1 agravou a redução β-catenina e PPAR-γ em cDCs durante a 

obesidade, o que não foi descrito em outros estudos até o momento.  

f. Como já demonstrados em estudos anteriores, animais obesos transplantados 

apresentaram uma rejeição antecipada do enxerto em relação aos animais 

magros.  Porém, a ausência de SIRT1 em DCs não acelerou o processo de 

rejeição. Todavia, é importante ressaltar que o experimento foi repetido uma 

única vez e com três animais por grupo, devido especialmente ao atraso na 

expansão da colônia de animais durante a pandemia de COVID-19, a qual limitou 

nossos espaços em biotérios. 

 É necessário investigar mais afundo novos alvos de SIRT1 e moléculas 

regulem essas HDAC3 de maneira endógena ou exógena, pois HDAC3 governam a 

resposta imunológica de diferentes formas, como tem sido demonstrado em estudos 

anteriores e aqui. Por fim, SIRT1 pode oferecer um lado translacional para estudos 

clínicos em pacientes obesos, sendo que um dos caminhos pode ser através da 

regulação da sensibilidade da glicose sistêmica e do metabolismo da biossíntese de 

NAD+ em DCs. 
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ANEXO 

 

Anexo 1 – qPCR de Sirt1 com o testte de efeito dose resposta sob diferentes tempos e concetrações de 

RES e EX-527 em BMDCs/SD.  

Expressão de Sirt1 (2-ΔΔCT/fold change relativo ao mRNA de B-actina) de BMDCs/SD tratadas com RES em 

diferestes concetrações e e tempos (A).  Expressão de Sirt1 (2-ΔΔCT/fold change relativo ao mRNA de B-actina) 

de BMDCs/SD tratadas com Ex-527 em diferestes concetrações e tempos (B).  Os valores de significância (p) 

seguiram a seguinte ordem: *= p < 0,05; **= p < 0,01; ***= p < 0,001; ****= p < 0,0001, os quais foram 

estabelecidos pelo teste One-way ANOVA ou t-Test quando necessário, utilizando o software GraphPad Prism 

8®. O n experimental de cada um dos resultados apresentados foi de 3 animais por grupo, com duas repetições 

experimentais. 
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