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RESUMO

A Sirtuina 1 (SIRT1) pertence a classe 3 de histona desacetilase (HDAC3), a qual atua
na diferenciacdo e ativagdo de células dendriticas (DCs). Portanto, ao modular
fatores de transcricdo, proteinas citoplasmaticas e componentes do metabolismo,
SIRT1 pode controlar as fung¢des das DCs e a polarizacao e ativacdo de linfécitos T.
Nossa hipotese foi que a obesidade influenciaria a expressdao de SIRT1 nas DCs,
alterando seu fenétipo e funcdo e, consequentemente, ativacao das células T CD4+,
0 que exacerbaria a resposta inflamatéria na obesidade. Observamos que as DCs
derivadas da medula 6ssea, de 6rgdos linfoides secundarios e do tecido adiposo
visceral de animais obesos possuiam menor expressdo de SIRT1. Além de BMDCs
de animais obesos possuirem atividade de SIRT1 reduzida, quando comparado as
BMDCs de animais magros. A auséncia da expressdo de SIRT1 nas DCs de animais
obesos promoveu um impacto no metabolismo mitocondrial, sendo que a inibicdo
de SIRT1 reduziu OXPHOS e aumentou o ECAR, contrastando com o tratamento com
Resveratrol que promoveu um efeito oposto. A reducdo na SIRT1 aumentou a
expressao de MHC-II, CD86 e CD40, aumentou da producao de IL-12p40 e diminuiu
a produgdo de TGF-f3, culminando com maior polarizacdo de células T CD4+ para o
subtipo Th1l. O aumento na SIRT1 em DCs induziu uma polariza¢do de linfocitos T
para um perfil regulador (CD25+Foxp3+). Corroborando esses dados, animais
seletivamente desprovidos de SIRT1 em DCs (SIRT12), submetidos ao modelo de
obesidade induzida por dieta, tiveram maior resisténcia a insulina e menor
tolerancia a glicose. Estas alteracGes estavam correlacionadas com o aumento da
quantidade de gordura visceral (VAT) dos animais SIRT12 e menor frequéncia de
DCs do subtipo cDC1 e maior de cDC2. Ademais, a via de quinurenina estava
reduzida em animais obesos, principalmente na auséncia de SIRT1. Por fim,
identificamos que SIRT1 regula positivamente a expressao de Idol. Portanto, o
presente trabalho identificou que SIRT1 controla o metabolismo e as fungdes de DC,
via modulacdo da via da quinurenina e IDO1, fenétipos mais impactados na
obesidade. O eixo SIRT1-IDO1 pode ser um novo alvo no tratamento da inflamacao

cronica presente na obesidade e de comorbidades associadas.

Palavras chave: Sirtuina 1. Indoleamina 2,3 dioxigenase. Célula dendriticas.

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-f, 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 (SIRT12), 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 SIRT12 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.



1. INTRODUCAO

1.1 A OBESIDADE

A obesidade é definida como o excesso de peso associado ao acimulo de
tecido adiposo branco (em inglés, White Adipose Tissue, WAT), que pode ser
prejudicial a saude. Inicialmente, um individuo era considerado obeso a partir da
razdo do seu peso corporal e estatura (HARRISON; PH, 2016)(ATKINSON;
MOLITCH; DAHMS, 2018). No entanto, com o passar dos anos, essa razao simples
ficou ultrapassada, pois nao considerava a adiposidade dos individuos. Portanto, as
sociedades médicas e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) optaram pelo uso do
indice de massa corporal (do inglés, body mass index, BMI), que é uma medida do
peso corporal ajustado para altura ao quadrado [peso (kg)/altura?](WORL HEALTH

ORAGANIZATION, 2018).

Segundo a OMS, individuos com sobrepeso sdo aqueles que tém um tecido
adiposo aumentado com pouca probabilidade de gerar morbidades e que possuem
BMI acima de 25 e abaixo de 29,9. Ja os individuos obesos sdo classificados de 1 a 3,
sendo que essa classificagdo é baseada na probabilidade crescente de um individuo
desenvolver uma comorbidade (FRIEDMAN, 2003). A obesidade de classe 1 tem o
BMI de 30-34,9. Os individuos obesos da classe 2 possuem BMI na faixa de 35-39,9

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

A obesidade é hoje um dos principais problemas de satide publica 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 criancas e

jovens entre 5-19 anos tem sobrepeso (WHO, 2016). A Federagdo Mundial para



Obesidade (do inglés, World Obesity Federation, WOF) demonstrou que, em 2019
cerca de 25% do individuos com sobrepeso e, mais de 70% dos casos de obesidade,

estdo associados com outras comorbidades, como aterosclerose e diabetes mellitus

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

O Brasil possui altos indices de sobrepeso e obesidade segundo a Associacao
Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metaboélica (ABESO, 2016)
com aproximadamente 50% da populacdo na faixa de sobrepeso e 20% na de
obesidade. Em algumas regides brasileiras, como Sul e Sudeste, mais de 35% das
criangas entre 5-9 anos estavam com excesso de peso em 2016 (ABESO, 2016). A
projecdo mundial para 2025 é de que 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso
e mais de 700 milhdes sejam obesos (ABESO, 2016; WORL HEALTH

ORAGANIZATION, 2018).

1.2 OBESIDADE E A RESPOSTA IMUNE

A obesidade é caracterizada como um estado de inflamac¢ao basal associado
a hiperplasia do tecido adiposo, o que por sua vez aumenta a possibilidade do
surgimento de morbidades, como T2D (QUANTE etal., 2015). O aumento do nimero
e do tamanho de adipdcitos oferece uma comunicacao entre diversas células imunes
residentes e outras que migram para o tecido adiposo vinda dos vasos sanguineos e
linfaticos (AMANO et al,, 2014; TILG; MOSCHEN, 2006). O tecido adiposo de um
individuo magro é caracterizado por um perfil de células imunes como eosinéfilo,
células T helper 2 (Th2), macréfagos do subtipo 2 (M2), e células T reguladoras

(Tregs), enquanto que o tecido adiposo de um individuo obeso possui caracteristicas



celulares de imunidade tipo 1, isto é, composto por células CD8 citotoxicas, Thl,
neutréfilos, macréfagos M1 e neutréfilos. Ainda ndo se sabe exatamente os
mecanismos que regem essa polarizacdo, mas acredita-se que o fenétipo e a
quantidade das células imunes sdo alterados pelo microambiente formado com
acumulo de lipideos, glicose e diversas citocinas (interleucinas (IL)-6, IL-1f3, o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), infeterferon gamma (IFN-y), etc.)(LU et al.,, 2019).
Esse perfil de células imunes altera a sensibilidade a insulina e promove a
susceptibilidade a diversos tipos de doencas infecciosas (AYARI et al., 2020; LENZ
etal, 2020), cancer (MICHELET et al,, 2018; PARK et al., 2014) e impactos negativos

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

O TNF-a estd altamente expresso no tecido adiposo, e foi positivamente
relacionado com o desenvolvimento de IR (do inglés Insulin Resistance, IR) em
camundongos (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Em humanos, a IL-
6 e a proteina reativa C (PCR) sdao 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-a sdo secretados
principalmente por adipdcitos e macréfagos residentes no tecido adiposo (do inglés,
Adipocytes Tissue Macrophage, ATM)(WEISBERG et al, 2003). Ainda, vias de
sinalizacdo canonicas pro-inflamatoérias, tais como IKKB-JNK1 e o fator nuclear
kappa B (NF-kB), estdao funcionalmente mais ativas em diversas células do sistema
imune inato residente no tecido adiposo de individuos obesos (GO; UYSAL; MAEDA,

2002; YUAN; KONSTANTOPOULOS; LEE, 2001).



Outras células do sistema imune inato, com células natural killers (NK),
linfécitos inatos (ILCs)(SUBSETS et al., 2018; SULLIVAN et al., 2016; WANG et al,,
2019) e, principalmente, células dendriticas (DCs), tém papel importante no
desenvolvimento das desordens metabolicas associadas a obesidade (CHO et al,,
2016a; MACDOUGALL et al., 2018). Por exemplo, DCs no WAT de animais e
individuos obesos possuem um perfil principalmente pré-inflamatério, que por sua
vez, favorece a polarizacdo de linfécitos T CD4+ em células Th17, as quais estdo
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 ativa¢do da via Wnt/3-
catenina, promovem a producao de IL-10, as cDC2, positivas para PPAR-y, regulam
o catabolismo de acidos graxos nos adipécitos, mantendo assim, a homeostasia no
WAT em um individuo saudavel. Por outro lado, o desbalanc¢o na proporc¢ao dessas
cDCs durante a obesidade contribui com a inflama¢ao 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 mudanca de genotipo e fendtipo celular
afeta as células do sistema imune adaptativo. (DENG et al, 2013; NEWTON;
PRIYADHARSHINI; TURKA, 2016). O entendimento do didlogo 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; CAMARA; MORAES-VIEIRA, 2015), aterosclerose



(SANDFORT et al, 2016) e rejeicdo de oOrgaos sdlidos (BOUTAYEB A, 2017;

PISCHON; SHARMA, 2001).

1.3 TRANSPLANTE DE ORGAOS

Segundo o Observatoério Global em Doagdes e Transplantes (em inglés: Global
Observatory on Donation and Transplantation, GODT), o nimero de transplantes de
orgaos soélidos 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
projecao para os anos seguintes é de um aumento consideravel, sendo que entre
2015 e 2017, ja houve um aumento de 7,25% nos transplantes. Apesar do aumento
no numero de transplantes, a quantidade de doadores disponiveis ndo supre a
demanda de individuos que necessitam de transplante, o que demonstra uma
necessidade de esforcos no sentido da conscientizar a populagdo para a importancia
da doagdo de 6rgios (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO); ORGANIZACION
NACIONAL DE TRASPLANTES (ONT)., 2019). Os transplantes renais lideram como
tipo de transplante mais realizados em todo o mundo (36%), seguido de cardiacos
(21.30%), e os de figado (19%)(WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO);

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

No Brasil, segundo o Registro Brasileiro de Transplante (RBT), a média de
transplantes de d6rgaos solidos realizados entre os meses de Janeiro e Marco em
2020 foi de 3409 (TRANSPLANTES, 2020). Mesmo que o nimero de doadores tenha
aumentado nos dltimos anos, o numero de potenciais doadores que ndo se tornaram

efetivamente doadores foi de 2730, somente entre de janeiro e mar¢o em 2020. Em
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acréscimo, no Brasil, ha uma grande lista de espera para realizagdo de transplantes
de 6rgdos sdlidos de mais de 37 mil pessoas (TRANSPLANTES, 2020). Parte dessa
grande lista deve-se ao fato de que os pacientes que ja foram transplantados podem
eventualmente perder o érgao transplantado e voltarem para a fila. De fato, as
rejeicdes agudas e cronicas ainda sao obstaculos 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 imunossupressao

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

Mesmo com o aumento no numero de transplantes realizados, ainda é
necessario explorar como a rejeicdo se desenvolve, novas medidas para amenizar as
consequéncias a curto, médio e longo prazo apoés o transplante. Apesar de melhores
drogas imunossupressoras terem surgido nos ultimos anos (HALLORAN, 2004), os
pacientes ainda sdo totalmente dependentes dessas drogas pelo resto de suas vidas

e o custo do tratamento pds-operatdrio é, na sua grande maioria, exorbitante.

1.4 TRANSPLANTE DE ORGAO SOLIDOS E A RESPOSTA IMUNE

Inicialmente, médicos e pesquisadores ndo entendiam ao certo o porqué de
alguns 6rgaos serem rejeitados mais rapidamente que outros. Depois de muitos
casos de insucesso e procedimentos sem reprodutibilidade, George Snell e Peter
Gorer, com experimentacdes em animais, concluiram que a rejeicao de algum d6rgao
envolvia fatores filogenéticos importantes (SNELL; JACKSON; HARBOUR, 1948).
Posteriormente, Jean Dausset identificou alguns destes fatores, mais

especificamente, os antigenos leucocitarios humanos (do inglés, Human Leukocyte
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Antigen, HLA)(DAUSSET, 1958). Sendo assim, Snell e Gorer cunharam o termo
Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatibility
Complex, MHC). Neste estudo, eles descreveram os maiores loci gendmicos, que ao
serem transcritos e traduzidos, originam moléculas de superficie que determinam a
compatibilidade entre tecidos a nivel molecular, celular e tecidual (SNELL;

JACKSON; HARBOUR, 1948).

Embora atualmente a combinacdo das moléculas de MHC, entre doador e
receptor, seja considerado essencial para o sucesso de um transplante (TASAK]I,
1990), somente depois de alguns anos de estudos moleculares e celulares foi
comprovado que as moléculas de MHC tém um papel fundamental durante a sinapse
imunolégica entre células apresentadoras de antigenos (do inglés, antigen
presenting cells, APC), principalmente relacionado a DCs, e linfocitos T (SILVA et al,,

2017).

Todavia, no caso do transplante, se destacam alguns tipos de apresentagdes
antigénicas especificas. Na apresentacdo direta, células T aloreativas do receptor
sdo diretamente ativadas pelo reconhecimento de aloantigenos acoplados a
moléculas intactas de MHC de classe I ou classe Il na superficie das APCs do doador.
Por outro lado, a apresentacao indireta, envolve a captura e o processamento de
antigenos do doador e apresentacao em moléculas de MHC de classe I e classe Il
pelas APCs do receptor para as células T do receptor. Mais recentemente, foi descrito
a apresentacdo semi-indireta, a qual esta relacionada com a interagdo entre células
T e APCs que levam ao intercambio de complexos MHC: peptideos pelo contato

direto entre células (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; SILVA et al,, 2017). Por fim,
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em qualquer tipo de apresentacdo antigénica, os mecanismos efetores que
provocam a rejeicao sdo comandados majoritariamente por subtipos de linfécitos T
CD4+ (WOOD; GOTO, 2012). No entanto, esses mecanismos efetores sdo
dependentes da eficiéncia na apresentacao antigénica das DCs do doador e receptor

para que o processo de rejeicdo aconteca.

Ha trés tipos de rejeicdo descritos: rejeicdo hiperaguda, aguda e cronica
(ABUL K ABBAS; ANDREW H LICHTMAN; SHIV PILLAI, 2018). A rejeicdo hiperaguda
é caracterizada pela preexisténcia de anticorpos contra antigenos do doador (IgG e
IgM, geralmente previamente formados), que ativam o sistema complemento ou
células do sistema imune inato causando lesdes endoteliais, levando a oclusio
trombotica vascular do enxerto, dentro de minutos ou horas, logo apés anastomose

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

A rejeicao aguda, entretanto, é decorrente de mecanismos efetores de
linfécitos T CD4+ e T CD8+ que provocam lesdo no parénquima e nos vasos
sanguineos do enxerto em semanas ou meses apds o transplante. De maneira
semelhante, a rejei¢ao cronica esta relacionada com a oclusao vascular causada pela
proliferacao de células do musculo liso da intima e por depoésitos de colageno no
parénquima que resulta do acimulo de citocinas e de outros fatores liberados pelas

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

A medida que as terapias imunossupressoras para rejeicao hiperaguda e
aguda melhoraram, a maior causa relacionada a falha na aceitacdo de aloenxertos
passou a ser a rejeicdo cronica (WOOD; GOTO, 2012), sendo necessario realizar

estudos que desvendem os processos que desencadeiam ou exacerbam essa
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rejeicdo. Dentre as possiblidades poderiamos pensar nos processos inflamatoérios
que eventualmente exacerbariam uma resposta inflamatoria crénica, como no caso
da obesidade que tem inflamacgdo crénica de baixo grau, que poderia auxiliar no

processo de rejeicao cronica.

1.5 O IMPACTO DA OBESIDADE NO TRANSPLANTE

Sabe-se que a sobrevida de varios 6rgdos transplantados é afetada no
contexto da obesidade. Por exemplo, um BMI superior a 30 é considerado como um
fator de risco significativo para cicatrizacdo de ferida cirdrgica em receptores de

transplante renal (AYNE; ATAS, 2013).

O Sistema de Dados Renais dos Estados Unidos (USRDS) demostrou uma
correlagdo positiva entre um BMI de 30 ou mais com um atraso na aceita¢do do
enxerto (WEISS et al,, 2009). Além disso, pesquisas recentes indicam que doencas
cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte em receptores de
transplante renal, as quais estao relacionadas na maioria das vezes com obesidade
(LONCAR et al,, 2017). Novamente, receptores de transplante cardiaco e renal com
BMI superior a 35 apresentaram pior sobrevida a longo prazo e maiores taxas de
rejeicdo aguda, além do aumento da incidéncia de complicacbes renais e T2D

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

De maneira semelhante com que acontece nos transplantes de coracdo, a
sobrevida do paciente apds o transplante hepatico ortotépico 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 6bitos no primeiro ano apds o transplante (LEDERER et al., 2008). Além
disso, é comprovado que pacientes que passaram por perda de peso e modificacdes
no estilo de vida (educagdo nutricional, dieta, exercicio, etc.), tiveram uma reducado
no quadro de doenga renal cronica, o que permitiu esses individuos receberem um

enxerto renal (CHANG, 2013).

Portanto, sabendo da relacdo intima entre obesidade e transplante é
importante investigar a funcao e fenotipo das células do sistema imune que
permeiam por ambos os contextos, as quais podem ser cruciais para o

desenvolvimento de uma rejeicao mais exacerbada.

Neste trabalho, abordaremos as DCs como um fator chave no
desenvolvimento do perfil da obesidade e, consequentemente, no processo de
rejeicdo exacerbada, o que ja 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

Ha diversos subtipos de DCs (SCHLITZER; GINHOUX, 2014) que podem atuar
de forma diferente na rejeicdo a um enxerto. As cDC1, caracterizadas
fenotipicamente como CD11c+MHCII+CD8a+CD11b- ou
CD11c+MHCII+XCR1+CD11b-, e as cDC2, caracterizadas fenotipicamente como

CD11c+MHCII+CD11b+CD8a-, sdo as mais estudas no contexto do transplante



15

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 fenétipo CD11c+MHCII+IRF4+ pode representar as cDC2 (BROWN et al,,
2019; TAMURA et al, 2005). Ambas as cDCs possuem func¢des primordiais na
ativacdo de linfécitos e, consequentemente, no desenvolvimento da resposta imune
ao enxerto transplantado. Por exemplo, as cDC1 sdo apresentadoras eficientes de
complexos peptideos-MHC de classe I (na maioria das vezes através de apresentacao
cruzada) para linfécito T CD8+, os quais desenvolvem uma resposta diretamente
citotéxica ao enxerto (HARPER et al., 2015). Entretanto, foi comprovado que as
cDC1, juntamente com a expressdo de CD40, tém papel importante na ativagao
inicial de células T CD4+ ndive, principalmente no contexto tumoral, o que pode ser
aplicado para o contexto do transplante (FERRIS et al., 2020). Por outro lado, as
cDC2 sdo eficientes em apresentar complexos peptideos-MHC de classe II para
linfocitos T CD4+, os quais sdo ativados e promovem o recrutamento de fagocitos e
linf6citos B para realizar suas fungdes efetoras (BROWN et al.,, 2019; LU et al., 2009;
MERAD; GINHOUX; COLLIN, 2008), processos caracteristicos de rejeicao aguda e

cronica do enxerto, como mencionado anteriormente.

Ambas cDCs também tém relevancia no desenvolvimento da sindrome
metabolica instalada na obesidade. Essas células, através do cross-talking com
adipocitos, podem regular a homeostase de producao de citocinas no tecido adiposo
e, consequentemente, sua propria homeostase e dos 6rgaos em contato com esse
tecido, o que pode resultar tanto em alteracdo na sensibilidade a insulina quanto
numa inflamacao basal (GHOSH et al., 2016; LIM et al., 2013; MACDOUGALL et al,,

2018).
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Apesar da relevancia das DCs presentes no tecido adiposo durante a
obesidade (CHO et al., 2016a; SUBSETS et al., 2018), ha relativamente poucos
estudos que focaram no perfil das DCs presentes nos 6rgaos linfoides secundarios

no contexto da obesidade.

Portanto, levando em consideracao a importante funcao das DCs na resposta
imune, mais especificamente na apresentacdo de aloantigenos, torna-se relevante
estudar os mecanismos celulares e moleculares relacionados com sua ativacdo e
funcdes, os quais tem importancia na modula¢do do feno6tipo das DCs e das células

T.

1.7 MECANISMOS PARA MODULAGAO DO FENOTIPO E FUNCAO DE DCS

Uma das maneiras de manipular o perfil e, consequentemente, a ativacdo de
DCs, é promover alteragdes nos seus mecanismos epigenéticos (MCCAUGHAN et al.,
2012; NENCIONI et al., 2007), ou seja, estudar os fatores ligados a remodelacao 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 sdo: metilacio (HORVATH; RAJ, 2018; TESCHENDORFF;
RELTON, 2017), modulacdo por RNA ndo codificantes (microRNA, InRNA, circRNA,
etc.) (CHEN; YANG, 2015; DHORNE-POLLET et al., 2019) e modificacdo em histonas
por acetilacdo e desacetilagio (HABERLAND; MONTGOMERY; OLSON, 2009;
PICKETT, 2007), o que sera discutido mais profundamente aqui, com enfoque em

sirtuinas.

Uma atividade enzimatica que catalisa a remoc¢ao 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 familias de proteinas reguladoras
em leveduras (GUARENTE et al, 2000), sendo chamadas de HDACs (histona
desacetilases). Essas enzimas, preferencialmente atuam sobre grupos acetis
terminais de residuos de lisina, as quais sao classificadas conforme a similaridade
da sequéncia de aminodacidos. A classe I (HDAC1-HDAC4) tem similaridade de
sequéncia com a proteina Rpd3 da levedura. A classe II (HDAC5-HDAC10) tem
similaridade de sequéncia com a proteina Hdal e Hos de levedura. A classe III
(sirtuinas 1-7) tem similaridade de sequéncia com a proteina Sir2 de levedura

(AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004).

Experimentalmente, estudos in vivo e in vitro mostram que inibidores de
histona desacetilase (HDACi) podem aumentar os nimeros e a funcdo supressora de
Tregs Foxp3+, promovendo sua produgdo de células através do remodelamento da
cromatina e induzindo a acetilagdo da prépria proteina Foxp3 (ZHANG et al,, 2012).
In vitro, o acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA®, um tipo de HDACIi) reduz a
proporc¢ao de células Th17 na populagao isolada de células T CD4+ e diminui as
expressoes de IL-17A, IL-17F, STAT3 e RORyt nestas células. Além disso, SAHA®
aumenta a funcdo supressora de células Tregs, aumentando a expressdo de CTLA-4,
sem afetar a proliferacao 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 reducao na rejeicdo de aloenxertos em

camundongos (ZHANG et al., 2012).

Com relac¢do as DCs, alguns tipos de HDACi como o acido valpréico (VPA®) e

Entinostat (MS275®) afetam a expressdao de moléculas co-estimuladoras e
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moléculas de adesao em DCs derivadas de mondcitos em seres humanos (NENCIONI
et al.,, 2007). Da mesma forma, a utilizacdo de HDACi promove uma diminuicao do
marcador CD83, o qual esta relacionado com a maturacao das DCs (BROGDON et al.,
2007). Outros estudos demonstraram que alteragdes na producao de citocinas em
DCs sao influenciadas pela funcionalidade das HDACs (LIU et al., 2015a; REDDY et

al, 2004).

Como foi visto por Gibson e colaboradores, o butirato promoveu uma
diminuicdo da funcionalidade das HDACs de classe I e II, que leva a uma menor
secrecdo de citocinas como IL-12p40 e IL-6 em DCs derivadas de mondcitos
humanos (GIBSON, 2000). Em DCs murinas, foi observado que com a aplicacao de
Tricostatina A (TSA®), uma droga que induz a expressao aumentada de HDACs da
classe III, bloqueou a secrecdo de TNF-a e IL-1f3 e reduziu a expressao de TLR3 e

TLR4 (ROGER et al,, 2011).

Portanto, devido aos estudos realizados anteriormente, HDACs, em especial
HDAC3, parecem governar a resposta inflamatoria, podendo exacerba-la ou reduzi-
la, dependo das células e do contexto que se inserem (BROGDON et al., 2007;

NGUYEN et al,, 2020).

1.7.1 Sirtuinas (HDAC3)

Apesar de existir muitos estudos com inibidores de HDAC em DCs, pouco
atuam diretamente nas sirtuinas (SIRTs). Até o presente momento, ja foram

caracterizadas sete SIRTs, HDACs de classe IIl. As SIRTs compartilham de 22% a
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50% de identidade na sequéncia de aminoacidos e entre 27% a 88% na identidade
nos dominios cataliticos conservados (BRACHMANN et al., 1995). A estrutura da
proteina SIRT possui um sitio catalitico constituido por dois dominios, que tem a
funcao de transferir o grupo acetil de residuos de lisina de uma proteina para uma
molécula de adenina oxidada (NAD+)(CHANG; GUARENTE, 2014). O maior dominio
das SIRTs é a dobra de Rossman, a qual é altamente conservada e caracteristica das
enzimas dependentes de NAD+/NADH (HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2012).
Por outro lado, o menor dominio é dependente do zinco como cofator. Apesar do
zinco ndo atuar diretamente no processo de desacetilacao, ele desempenha um
papel na integridade estrutural necessaria para a reagdo (BRUNO GHIROTTO et al.,
2019; NISOLI et al., 2005). E possivel encontrar SIRT1 e SIRT2 no nucleo e
citoplasma, SIRT3 no nucleo e mitocondria, SIRT4 e SIRT5 exclusivamente na
mitocondria, SIRT6 apenas no nucleo, e SIRT7 no nucléolo (FRYE, 1999). Embora as
SIRTs tenham sido originalmente identificadas como HDACs, elas podem atuar
também em varios outros processos bioldgicos sobre numerosos substratos nao-

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

Das sete sirtuinas, a SIRT1 é a que possui a atividade mais robusta de histona
deacetilase e tem sido extensivamente estudada em diferentes contextos (CANTO et
al,, 2009; D.etal., 2013; MA etal., 2019; NISOLI etal., 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 relevancia na modulacao do
perfil das DCs quando comparado a outras células do sistema imune (LIU et al,

2015b).
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Com relacdo as DCs, observou-se que a SIRT1 estava mais positivamente
regulada em DCs infectadas com virus sincicial respiratorio (RSV)(ELESELA et al.,
2020; OWCZARCZYK et al., 2015). Ap6s a infeccao 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 expressao
génica aumentada de citocinas pro-inflamatérias e autofagia atenuada
(OWCZARCZYK et al, 2015). De maneira similar, camundongos knockouts para
SIRT1 em células mieldides desenvolvem lesdes articulares mais severas em modelo
de artrite. Além disso, foi visto que as DCs desses animais possuiam um aumento da
expressao de CD86 e CD80 (WOO et al,, 2016). O grupo do Prof. Hans Acha-Orbea
demonstrou que outras sirtuinas, como SIRT3, parecem nao ter um efeito critico
para as DCs responderem a infec¢des por bactérias e fungos (CIARLO et al., 2017).
Porém, animais com deficiéncia em SIRT2 possuem func¢des fagociticas aumentadas
e, consequentemente, protegem mais eficientemente os individuos de infec¢des
cronicas por estafilococos (FRYE, 1999). SIRT1 em DCs esta intimamente ligada a
regulacdo de alguns fatores de transcri¢do, por exemplo, sabe-se que SIRT1 altera o
funcionamento do regulador de interferom do tipo 1 (IRF1), e isso leva a menor
polarizacao de células Th17 num modelo de autoimunidade (WOO et al., 2016). Em
acréscimo, SIRT1 parece regular negativamente fator indutor de hipdxia 1 alpha
(HIF1-a) em DCs, o que conduz a uma menor secrecao de IL-12p40 e a uma maior

secre¢do de TGF-f (LIU et al., 2015a).
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1.7.2 Sirtuina 1 na resposta imune e metabolismo

A SIRT1 tem um grande potencial de modular a cromatina nas regides das
histonas H3K9, H3K14, H3K56, H4K16 e H1K26 (CHANG; GUARENTE, 2014). Essa
HDAC3 ja foi encontrada nas células dos musculos lisos, adipocitos, hepatdcitos,
além de varias células do sistema imune (BEIER et al, 2012; CHALKIADAKI;
GUARENTE; GUARENTE, 2012; ELESELA et al,, 2020; MIYAZAKI et al., 2014), a qual
esta ligada a atividade da adenosina monofosfato-quinase (AMPK) em um
mecanismo bidirecional que regula a fisiologia celular, principalmente em condi¢cées
de limitacdo de energia (LO et al,, 2019). Além disso, a SIRT1 atua em fatores de
transcricao importantes na regulacao do metabolismo energético, como Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha (PGC-1a) e Forkhead
Family Of Transcription Factors 1 (FOX01) e 3 (FOXO03) (LI etal., 2007; SEPHAROSE
et al., 2005). SIRT1 estd relacionada com a expressdo e funcdo de proteinas
envolvidas na tolerancia ao estresse (p53, HIF1-a), no reparo do DNA (via NBS1,
PARP1, Ku70 e WRN) e na inflamac¢ao (NF-kB), o que enfatiza a importancia dessa
molécula na resposta imune e no metabolismo celular (ALVAREZ et al., 2012;
AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004; LO et al.,, 2019; PICARD etal., 2010; YEUNG et

al, 2004).

Dessa forma, SIRT1 consegue influenciar a biogénese mitocondrial, o
estresse oxidativo e a diferenciacdo celular, presentes em doencas
neurodegenerativas (CHOI et al., 2019; ZHANG et al., 2016), cancer (HERRANZ et al.,
2010; JUNG et al., 2020; LIU; MCCALL, 2013) e durante uma inflamagdo cronica

(CHALKIADAKI; GUARENTE; GUARENTE, 2012; YOON et al,, 2015).
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Demonstrou-se que a administragdo oral de compostos ativadores de SIRT1,
como resveratrol, promoveu efeitos benéficos em individuos que tinham uma dieta
rica em gordura, sem apresentar grandes efeitos toxicos (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 mobilizacdo de acidos graxos
em adipocitos por reprimir as atividades de PPAR-y (MACDOUGALL et al.,, 2018),
dessa forma a adipogénese é atenuada e animais em dieta hiperlipidica tém uma
melhor sobrevida na presen¢a de uma expressdo aumentada de SIRT1. Ainda, a
restricdo calérica aumenta consideravelmente a expressao de SIRT1 (GUARENTE,
2012), o que demonstra, portanto, uma conexao de SIRT1 com o metabolismo de

lipideos e ingestao de calorias no geral.

SIRT1 é amplamente descrita como um regulador da atividade mitocondrial,
todavia ha poucos relatos relacionando essa HDAC3 com seu potencial de regular
vias adjacentes a mitocondria. Por exemplo, o metabélito hormonal de vitamina D
(1,25 dihidroxivitamina D3), que se liga ao receptor de vitamina D (VDR) regula
diversos processos de sinalizacdo, interferindo no fené6tipo e na funcdo das células
(BOOTH et al., 2016; LIN, 2016). O VDR possui modificagdes pos-traducionais de
acetilagdo que sdo governadas por SIRT1, a qual tem o potencial evitar o feedback
negativo entre o 1,25 dihidroxivitamina D e VDR proveniente da acetilacao (SABIR

etal,, 2017).

Outro ponto interessante é a relacdo da geracdo de NAD+ com atividade de
SIRT1 (AVALOS; BOEKE; WOLBERGER, 2004; CANTO; MENZIES; AUWERX, 2015;

PRICE et al, 2012). Ha duas vias principais para geracao dessa coenzima: a
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biossintese catabdlica de NAD+ via degradacdo de triptofano (biossintese de novo
de NAD+) e a via de salvamento NAD+ (EVANS et al., 2002; LIU et al., 2018; STONE;
DARLINGTON, 2002). Ambas as vias tém sido relatadas como essenciais na
produc¢dao de NAD+ para suprimir o funcionamento de varias etapas de vias
metabolicas e de enzimas, como as sirtuinas (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 da 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 ciclica de restauracdao de NAD+, que ocorre
principalmente através de trés precursores de NAD+: NAMN, NMN e NAM, sendo
que sirtuinas atuam diretamente na conversdao de NAD+ em NAM (LIU etal., 2018).
A mudanga da via de salvamento NAD+ para a via de biossintese de triptofano tem
potencial de induzir tolerancia, evidenciando, portanto, a importancia dessas vias
na regulacdo de fenotipos celulares (ZHANG et al., 2019). Além disso, essa a via do
triptofano promove tanto a producao e quanto secrecao de quinurenina, que por sua
vez tem um grande potencial tolerogénico no microambiente, principalmente pela
geracdo de células Treg Foxp3+(ELKHAL et al., 2016; RAD POUR et al.,, 2019). Sendo
assim, essas vias podem ser pec¢as-chave na modulacao de SIRT1 e como essa HDAC
modula o fenétipo das células, principalmente em DCs, as quais tém sido descritas
como uma das principais células com grande atividade da via do triptofano

(MONDANELLI etal., 2017; NOAKES, 2015).
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Tendo em vista que ativagdo genética ou farmacolégica da SIRT1 pode
beneficiar inimeras doencas inflamatérias em modelos murinos (CHOI et al., 2019;
GANESAN etal., 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 sao células
importantes para indugdo da resposta imune ao aloenxerto, parecem desenvolver
papel crucial no contexto da obesidade, neste projeto formulamos a hipétese de que
SIRT1 regula diretamente a expressdo citocinas proé-inflamatorias e interfere na
apresentacdo de antigenos e no metabolismo das DCs. Como consequéncias destas
modulagdes, a SIRT1 influéncia na diferenciacdo, ativacao e proliferacdo de subtipos
de células T CD4+, as quais determinarao a aceitacdo ou a rejeicao de um enxerto,

principalmente no contexto da obesidade.

2. OBJETIVO GERAL

Investigar a funcao de SIRT1 na fungao e no fendtipo de DCs e o impacto dessa

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

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

funcao e fenotipo de DCs, nés procuramos:
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Caracterizar a expressao e o papel SIRT1 no fendtipo e nas fun¢des de DCs de
linfonodos drenantes e células dendriticas da medula éssea (BMDCs),
provenientes de animais magros e obesos;

Diferenciar BMDCs de animais magros e obesos para avaliar o perfil
metabolico e fenotipico dessas células na presenca de resveratrol (RES) e Ex-
527 (6-cloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-Carbazol-1-carboxamida);

Medir a atividade de SIRT1 em DCs isoladas de linfonodos drenantes e em
BMDCs; e

Avaliar o perfil de expressao proteica de células T CD4+ na presenca de

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

Uma vez observado o impacto da expressao diferencial de SIRT1 no fen6tipo

e funcao das DCs de animais magros e obesos, avaliaremos como a auséncia

especifica dessa HDAC em DCs, através da delecdo condicional de Sirtl em células

dendriticas (SIRT12), impacta a resposta imune de camundongos obesos e

transplantados. Para isso, nds objetivamos:

A. Avaliar o peso, tolerancia a glicose, e resisténcia insulina dos camundongos

B.

C.

SIRT124 durante a obesidade induzida por dieta hiperlipidca;

Avaliar a sobrevida dos enxertos em diferentes condigdes, as quais envolvem
camundongos WT e SIRT12 magros ou obesos, sem e com transplante; e
Avaliar o perfil metabdlico e fenotipico de BMDCs nas diferentes condigdes

citadas acima no tépico 1.
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3. CONCLUSAO

A SIRT1 é peca central no metabolismo de diversos tipos celulares em

diferentes contextos da resposta imune. Neste trabalho, podemos concluir que:

a. A obesidade diminui a expressdao de SIRT1 em DCs de 6rgdos linfoides
secundarios e no VAT. Além disso, observamos a reducao da atividade de SIRT1
em BMDCs derivados de animais obesos;

b. ASIRT1 favorece um fenoétipo tolerogénico em DCs através da reducao de MHC-
II, coestimuladores e produgdo de citocinas pré-inflamatoérias (principalmente
IL-12p40), além do aumento da producdo de TGF-3;

c. Vinculado com a mudanca de fen6tipo nas DCs, conseguimos perceber uma
reprogramacdo metabodlica em DCs via SIRT1, o que favorece o aumento da
OXPHOS ao invés da glicélise, principalmente através da regulacdo negativa de
Glutl e pela regulacdo positiva da proteina CD36, o que por sua vez leva ao
aumento de massa mitocondrial e menor AWm, o que é caracteristico de uma DC
tolerogénica;

d. Apriori, 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 geracao de
quinurenina, IDO1, parece ser regulada por SIRT1, o que causa a redugdo de
quinurenina secretada pelas DCs, interferindo na geracdo de células Treg em
orgdos linfoides secundarios, no VAT e in vitro;

e. A delecdo de SIRT1 em DCs de animais obesos promoveu menor tolerdncia a

glicose e maior resisténcia a insulina, quando comparado com aqueles que
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possuem SIRT1 em DCs. Com descrito em outro estudo, verificamos que a
obesidade diminuia (-catenina em cDC1 e PPAR-y em cDC2. Além disso, a
delecdo de SIRT1 agravou a reducdo [3-catenina e PPAR-y em cDCs durante a
obesidade, o que nao foi descrito em outros estudos até o momento.

f. Como ja demonstrados em estudos anteriores, animais obesos transplantados
apresentaram uma rejeicdo antecipada do enxerto em relacdo aos animais
magros. Porém, a auséncia de SIRT1 em DCs nao acelerou o processo de
rejeicdo. Todavia, é importante ressaltar que o experimento foi repetido uma
Unica vez e com trés animais por grupo, devido especialmente ao atraso na
expansao da colonia de animais durante a pandemia de COVID-19, a qual limitou

nossos espacos em biotérios.

-

E necessario investigar mais afundo novos alvos de SIRT1 e moléculas
regulem essas HDAC3 de maneira endoégena ou exdégena, pois HDAC3 governam a
resposta imunoldgica de diferentes formas, como tem sido demonstrado em estudos
anteriores e aqui. Por fim, SIRT1 pode oferecer um lado translacional para estudos
clinicos em pacientes obesos, sendo que um dos caminhos pode ser através da
regulacdo da sensibilidade da glicose sistémica e do metabolismo da biossintese de

NAD+ em DCs.
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