
 

 

DISSERTAÇÃO 

 
 
 
 

 
JEAN DE LIMA 

 
 

PAPEL DA SIRTUÍNA 1 NO FENÓTIPO E FUNÇÃO DE CÉLULAS 

DENDRÍTICAS NO CONTEXTO DO TRANSPLANTE EM ANIMAIS 

OBESOS 

 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de pós 

graduação em Imunologia do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, para 

obtenção do Título de Mestre em Ciências. 

 

 

Área de concentração: Imunologia 

 
Orientador: Prof. Dr. Niels Olsen Saraiva 

Câmara. 

 
Coorientador: Prof. Dr.  Vinicius de Andrade 

Oliveira. 

 
Versão original. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

São Paulo  

2020 



 

 
ENTIDADES DE FOMENTO 

Este projeto recebeu suporte finaceiro através da Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de São Paulo (FAPESP: N° de processo 2018/04326-1 e 2019/07820-0). 

Além disso houve apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior – Brasil (CAPES) – Código de Financiamento 001.  

  



 

 
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 
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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).  
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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: 
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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. 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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