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Resumo

A obesidade € uma doenga reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
desde 1997. Devido a varios fatores (genéticos, ambientais, dietéticos), esta doenca
atualmente € uma grande parte da populagédo mundial e esta associada a varias outras
patogenicidades. Varios estudos mostraram que quantidades maiores de gordura corporal
estdo associadas a riscos aumentados de varios tipos de cancer. A inflamagao esta
relacionada a obesidade e ao cancer. Os mediadores proé-inflamatérios causam efeitos
locais e sistémicos. O inflamassoma NLRP3, um importante complexo proteico para o
processo inflamatério, é responsavel pela maturagao das citocinas pro-inflamatoérias IL-13
e IL-18. A auséncia de componentes da inflamacéo ja foi relacionada a um aumento de
peso aumentado. Outro fator intimamente relacionado com obesidade, inflamacgao e,
consequentemente, cancer é a microbiota. A filogenia e os metabdlitos da microbiota
intestinal podem desempenhar um papel benéfico e protetor ou nocivo, sendo
relacionados ao desenvolvimento de doencas no hospedeiro. Ainda, existem dois tipos de
adipdcitos presentes no corpo — branco (WAT), amplamente distribuido e mais conhecido
por seu papel no armazenamento de gordura, e marrom (BAT), localizados em depdsitos
especificos e com papel termogénico — tém papéis distintos na modulagdo do
metabolismo e da resposta imune. O presente estudo avaliou o papel do inflamassoma
NLRP3 no perfil inflamatério, metabolismo lipidico € na modulagédo da microbiota intestinal
de animais obesos. Também foi avaliado se a abundancia de WAT e BAT é modificada
com a depleg¢ao dos componentes do inflamassoma e a ativagdo de macrofagos induzida
por esses tecidos e o papel do inflamassoma nessa ativagdo. Para a primeira parte,
camundongos selvagens e deficientes para caspase 1/11 e NLRP3 do inflamassoma
foram alimentados com dieta convencional e rica em lipideos (45% de calorias advindas
de lipideos) por 90 dias, a resposta inflamatéria, o metabolismo de lipideos e a filogenia
da microbiota intestinal foram analisados. Nossos dados sugerem que animais nocautes
para caspase1/11 apresentaram maior suscetibilidade a obesidade, com consequentes
alteragdes dos marcadores de metabolismo lipidico e inflamatdrios (esteatose hepatica,
biogénese de corpusculos lipidicos, secregédo de IL-12 e CD1d em células do lavado
peritoneal), mudangas metabolémicas no perfil lipidico global do figado e alteragdo na
abundancia filogenética da microbiota intestinal, apresentando filos envolvidos com ganho
de peso e esteatose hepatica; indicando uma modulagado imunolégica e no metabolismo
lipidico. Na segunda parte, WAT e BAT foram retirados de animais selvagens e
depletados para componentes de inflamassoma, mantidos em meio de cultura e o
sobrenadante foi usado para estimular macrofagos de medula 6ssea (BMDM). Os animais
nocautes apresentaram uma distribui¢cdo distinta desses tecidos e o uso do sobrenadante
WAT e BAT depletados para proteinas do inflamassoma NLRP3 sugere que este
complexo desempenha um papel importante na ativagdo de macrofagos regulada pelo
tecido adiposo. Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que a auséncia de
caspase 1/11 modulam a abundancia de WAT e BAT, que possuem papéis diferenciados
na ativacdo de células imunes e, ainda, que a obesidade induzida pela dieta rica em
gordura e a auséncia de caspase 1/11 podem regular o metabolismo lipidico, a resposta
inflamatdria e a composigao da microbiota intestinal.



Abstract

Obesity is a disease recognized by the World Health Organization (WHO) since 1997. Due
to several factors (genetic, environmental, dietary), this disease is currently a large part of
the world population and is associated with several other pathogenicities. Several studies
have shown that higher amounts of body fat are associated with increased risks of various
types of cancer. Inflammation is related to obesity and cancer. Pro-inflammatory mediators
cause local and systemic effects. The inflammasome NLRP3, an important protein
complex for the inflammatory process, is responsible for the maturation of the
proinflammatory cytokines IL-13 and IL-18. The absence of components of the
inflammasome has already been related to an increased weight gain. Another factor
closely related to obesity, inflammation and, consequently, cancer is the microbiota. The
phylogeny and metabolites of the gut microbiota may play a beneficial and protective or
deleterious role, being related to the development of diseases in the host. Furthermore,
there are two types of adipocytes present in the body - white (WAT), widely distributed and
better known for their role in fat storage, and brown (BAT), located in specific deposits and
with thermogenic paper - have distinct roles in modulating metabolism and immune
response. The present study evaluated the role of NLRP3 inflammation in the
inflammatory profile, lipid metabolism and modulation of the intestinal microbiota of obese
animals. It was also evaluated whether the abundance of WAT and BAT is modified by the
depletion of the components of the inflammasome and the activation of macrophages
induced by these tissues and the role of the inflammasome in this activation. For the first
part, wild-type and caspase-deficient mice 1/11 and NLRP3 of the inflammasome were fed
with a conventional diet and rich in lipids (45% of calories from lipids) for 90 days, the
inflammatory response, lipid metabolism and phylogeny of the intestinal microbiota were
analyzed. Our data suggest that animal knockouts for caspase 1/11 were more
susceptible to obesity, with consequent changes in the markers of lipid and inflammatory
metabolism (hepatic steatosis, biogenesis of lipid bodies, IL-12 and CD1d secretion in
peritoneal lavage cells), changes metabolomics in the global lipid profile of the liver and
alteration in the phylogenetic abundance of the intestinal microbiota, presenting phyla
involved with weight gain and hepatic steatosis; indicating immunological modulation and
lipid metabolism. In the second part, WAT and BAT were taken from wild animals and
depleted for inflammasome components, kept in culture medium and the supernatant was
used to stimulate bone marrow derived macrophages (BMDM). The knockout animals
showed a distinct distribution of these tissues and the use of the supernatant WAT and
BAT depleted for proteins of the NLRP3 inflammasome suggests that this complex plays
an important role in the activation of macrophages regulated by adipose tissue. Taken
together, our results suggest that the absence of caspase 1/11 modulate the abundance of
WAT and BAT, which have differentiated roles in the activation of immune cells and also
that obesity induced by the high fat diet and the absence of caspase 1/11 can regulate
lipid metabolism, inflammatory response and intestinal microbiota composition.
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1. Introdugéao

1.1 A Obesidade

A obesidade é uma doenca reconhecida pela OMS (Organizagdo Mundial da
Saude) desde 1997 e em 2002 foi definida pela mesma organizagdo como um excesso
de gordura corporal acumulada no tecido adiposo com implicagbes para a saude.
Decorrente de diversos fatores (genéticos, ambientais, dietéticos, sedentarismo ou ainda
susceptibilidades bioldgicas individuais), essa doenga atinge atualmente uma grande
parcela da populacdo mundial. Trata-se de uma condicdo complexa de dimensdes
sociais, biolégicas e psicossociais consideraveis, afetando pessoas de todas as idades e
de todos os grupos socioecondmicos.

Considerada a epidemia do séc. XXI, a obesidade teve um aumento de mais de
100% desde 1980 em todo o mundo. Os dados da OMS revelam que em 2014 quase 2
bilhdes de adultos, 39%, tinham sobrepeso (IMC > 25) e mais de 600 milhdes, 13%, eram
obesos (IMC > 30); em 2013 mais de 42 milhdes de criangas menores que cinco anos
tinham sobrepeso. A projegao para 2025 é que o numero de adultos com sobrepeso seja
de 2,3 bilhdes e de obesos seja mais de 700 milhdes, o numero de criangas acima do
peso (sobrepeso e obesidade) podera chegar a 75 milhdes (1). Segundo o documento da
Organizagado Mundial de Saude , o sobrepeso em adultos no Brasil em 2014 era de 54,1%
e a obesidade de 20%, sendo a maior prevaléncia entre as mulheres, 22,7% (2).

Uma grande preocupagao meédica é o risco elevado de doengas associadas ao
sobrepeso e a obesidade, tais como diabetes, doengas cardiovasculares (DCV) e alguns
canceres. Varios estudos tém demonstrado que a obesidade esta fortemente associada a
um risco maior de desfechos, sejam cardiovasculares, cancer ou mortalidade. No estudo
National Health and Nutrition Examination Study Il (NHANES llI), que envolveu mais de
16 mil participantes, a obesidade foi associada a um aumento da prevaléncia de diabetes
tipo 2 (DM2), doencga da vesicula biliar, doenga arterial coronariana (DAC), hipertensao
arterial sistémica (HAS), osteoartrose (OA) e de dislipidemia (3). Ha também evidéncias
consistentes de que quantidades maiores de gordura corporal estdo associadas a riscos

aumentados de varios tipos de cancer (4).

1. 2 Tecido adiposo

Bem como os macréfagos, os adipdcitos também podem se apresentar de duas
maneiras bem distintas, modificando completamente a modulagdo do metabolismo e da
resposta imune. Primeiro, e mais abundante, localizado principalmente em regides

subcuténeas e intra-abdominais, o tecido adiposo branco (WAT) é considerado o
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armazenamento de energia e é responsavel por regular o balango energético mediante
processos de lipogénese e lipdlise (5), adicionalmente, no tecido adiposo branco também
€ encontrada uma populacdo de macrofagos. A abundancia desses macrofagos
residentes esta diretamente relacionada com o grau de inflamagdo do tecido em
condi¢gdes de obesidade. Segundo, encontrado em determinados locais do corpo, o tecido
adiposo marrom (BAT) apresenta fungao termogénica, € mais vascularizado, possui maior
numero de mitocdndrias, encontra-se em maior porcentagem no corpo ao nascer e vai
decaindo com a idade (6,7). Essas mitocéndrias presentes no BAT sao altamente
oxidativas, por conta da proteina-1 de desacoplamento (UCP1) que desacopla a cadeia
respiratoria, e oxidam os substratos metabdlicos, dissipando a energia quimica na forma
de calor (8).

Desde a ultima década, o tecido adiposo é reconhecido como um importante 6rgao
endoécrino metabolicamente ativo (9). Tanto o tecido adiposo branco quanto o marrom sao
responsaveis pela secrecdo de diversas substancias que podem ter acdo local ou
sistémica e participam da regulagdo de varios processos e patologias metabdlicas. Essas
substancias sao conhecidas como adipocinas, sendo elas: adiponectina, leptina, resistina
e visfatina, onde as duas primeiras sdo as mais abundantes (Wellen et al. 2005).
Adipocinas estabelecem um importante /ink entre o tecido adiposo, condi¢cdes de
obesidade e desordens inflamatdrias, especula-se que adipocinas possam ser um dos
pontos de conexdo entre obesidade e cancer (Tilg & Moschen 2006). Em modelos
animais, ja foi encontrado que a adiponectina inibe o crescimento primario do tumor de
forma dependente de caspases, levando a apoptose de células endoteliais (Brakenhielm,
Ebba, et al. 2004). Em linhagens tumorais (cancer de mama, préstata, ovario, pulméo e
célon) foi verificado agdo da leptina como um indutor da proliferagdo enquanto
adiponectina atuaria diminuindo essa proliferacdo (Garofalo et al. 2006). Além das
adipocinas classicas o tecido adiposo também secreta outros fatores imunomoduladores
como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6), IL-1, IL-18, proteina
quimiotatica de macrofagos (MCP1), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e
certos fatores do complemento e crescimento os quais também podem ser classificados
como adipocinas (Ouchi et al. 2011; Tilg & Moschen 2006).

1.3 Obesidade e inflamagao
Cada vez mais tem-se voltado atengdo para as consequéncias da inflamagao no
tecido adiposo local. Macréfagos de tecido adiposo podem compreender até 40% das

células no tecido adiposo obesos e representam uma fonte rica de citocinas (10). Focos
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inflamatorios caracterizados por crown-like structures (CLS), que consistem em adipdcitos
mortos cercados por macrofagos (11), inicialmente foram identificados na gordura visceral
e subcutanea, e mais recentemente foram observados em tecido adiposo branco da
mama de mulheres e ratas obesas, onde foram chamados CLS-B, “B" de breast,
denotando mama (12,13).

A formacgao de CLS fornece aos macrofagos uma estrutura funcional na morte dos
adipdcitos, mas também resulta numa exposigao desses macréfagos aos acidos graxos
saturados advindos da lipdlise associada a obesidade (14). Como consequéncia, ha a
inducado da ativagdo dos macréfagos, via Toll-like receptor 4 (TLR4), estimulando assim a
sinalizagcao de NF-kB. Este, por sua vez, ativa a transcrigdo de genes pro-inflamatorios,
incluindo ciclo-oxigenase-2 (COX2), IL-6, IL-1B, e factor de necrose tumoral a (TNFa)
(15,16).

Os macrofagos podem ser divididos em duas classes funcionais, M1, também
referidos como classicamente ativados, e M2 ou alternativamente ativados. Embora
simplista, esta classificagdo binaria de macréfagos quanto a sua polarizagdo tem se
mostrado util para a compreensao da relagéo entre a inflamagao e biologia do céancer.
Macrofagos M1 secretam mediadores pré-inflamatérios incluindo prostaglandina E2
(PGE2), IL-1B, IL-6 e TNFa, enquanto os macrofagos M2, induzidos por citocinas Th2,
sdo distintos e funcionalmente associados a remodelagéo de tecidos e imunossupressao.
Macrofagos residentes nos tecidos adiposo de pessoas eutroficas tendem a ser M2,
enquanto que em pessoas com sobrepeso ou obesas tendem a ser M1, desta forma,
sugere-se que os macrofagos M1 desempenham um papel importante na inflamagéao do
tecido adiposo na obesidade (17).

Os niveis elevados de mediadores proé-inflamatorios causam efeitos locais e
sistémicos. No que diz respeito ao cancer de mama, o aumento de COX2 e PGE2 levam
a um aumento da transcricdo do gene que codifica a aromatase CYP19, a enzima
limitante da velocidade para a sintese de estrégeno (18). Notavelmente, este eixo
aromatase-obesidade-inflamacao fornece uma explicagcao plausivel para o aumento das
taxas de cancer de mama positivos paras receptores hormonais pds-menopausa
associados a obesidade (13,19).

O inflamassoma € composto por PRRs citosdlicos do tipo NLRs que sédo um grupo
protéico e em humanos é codificado por 22 genes e possui a divisdo em trés subfamilias:
NOD, NLRP e IPAF (ou NLRC) (20). Esses s&o constituidos por trés regides funcionais: a
primeira € uma regidao NOD de regulacéo localizada na posigao central; a segunda € uma

regiao N-terminal efetor envolvida na sinalizagdo, nesse dominio podem ter um dominio
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(PYD), um dominio para recrutamento de caspase (CARD) ou um dominio inibidor de
baculovirus (BIR); e a terceira regido € a C-terminal que é composta por repeti¢des ricas
em leucina (21). A montagem desse complexo ocorre de forma que a proteina NLR
recruta uma proteina adaptadora, como a ASC, que interage com a caspase-1 ou
caspase-11 levando a sua ativacdo, promovendo a maturagdo das citocinas pro-
inflamatorias, IL-1B3 e IL-18 (22).

Em recente estudo, a auséncia Caspase-1 foi associada a obesidade; tal
associacado é dependente de idade e sexo, sendo positiva ao sexo masculino e a uma
idade mais avangada (23). A Caspase-1 também esta relacionada a diferenciacédo dos
adipdcitos e a resisténcia a insulina; ela é positivamente regulada durante a diferenciagao
e direciona os adipécitos a um fendtipo mais resistente a insulina, sua atividade, bem
como da IL-1B, também é aumentada na obesidade. Animais deficientes em Caspase-1
ou NLRP3 resultam em adipdcitos metabolicamente mais ativos e, nos deficientes em
Caspase-1, também foi apresentada uma maior sensibilidade a insulina, além de uma alta
taxa de oxidacéo lipidica (24).

A citocina IL-1B participa em diversos processos metabdlicos importantes e a sua
producao e secrecao requerem dois sinais celulares. O primeiro ocorre por receptores de
reconhecimento padrao (PRRs), os quais levam a ativagdo de uma cascata de sinalizagao
que culmina na translocagao do fator transcricido do NF-kB para o nucleo, o que induz a
transcricdo da pro-IL-1B e pro-IL-18. O segundo sinal leva ao processamento proteolitico
destes precursores, pré-IL-1b e pré-IL-18, em suas formas biologicamente ativas via
caspase-1, processo que exige a ativagdo de um complexo multiprotéico intracelular
denominado inflamassoma.

A IL-1B também age na sensibilidade a insulina, induzindo a diferenciacédo de
adipdcitos para um fendtipo mais resistente a insulina, de maneira dependente da
ativacao da caspase-1; in vivo, animais obesos, induzido por dieta ou por modificacbes
genéticas, apresentaram um aumento da ativagdo de caspase-1 e da secregéo de IL-13
no tecido adiposo (24). Desta forma, a resisténcia a insulina também ¢é induzida por
inflamacgéao crdénica (25).

A resisténcia a insulina resulta em perturbagdes metabdlicas generalizadas com
efeito na acumulacdo de triglicerideos no figado, a crescente prevaléncia de doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) é paralela ao aumento da obesidade e suas
complicagbes. A composigcao dietética, a susceptibilidade genética e os habitos de

exercicio influenciam o desenvolvimento de NAFLD (26).
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A apresentacdo da doencga hepatica varia desde a esteatose até a esteato-hepatite
nao alcodlica (NASH) (27). NAFLD é uma manifestagdo hepatica da sindrome metabdlica
que inclui obesidade abdominal central juntamente com outros componentes. Até 80%
dos pacientes com NAFLD sao obesos (28); a esteatose hepatica esta relacionada com
IMC, mas principalmente esta associada ao tecido adiposo visceral (29).

Os acidos graxos livres, derivados do tecido adiposo visceral, das fontes dietéticas
e da lipogénese, sao liberados para o sistema circulatério, juntamente com a inflamagéao
cronica de baixo grau do tecido adiposo visceral, sdo considerados dois dos fatores mais
importantes que contribuem para a progressido da lesao hepatica em NAFLD (30). Além
disso, a secrecao de adipocinas do tecido adiposo visceral, bem como a acumulacédo de
lipideos no figado, promove a inflamagao através das vias de sinalizagdo do NF-kB, que
também sao ativadas por acidos graxos livres e contribuem para a resisténcia a insulina
(31). Além da resisténcia a insulina e a obesidade, a NAFLD também esta associada a
um risco aumentado de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
doencga renal crénica, complicagdes pds-operatorias apds maior cirurgia hepatica e cancer

colorretal (32).

1.4 Obesidade e microbiota

Varios mecanismos acerca de como os adipdcitos favorecem a carcinogénese,
bem como o papel da inflamagao neste processo ainda permanece desconhecido. Um
fator importante para clarificacdo dessa relacdo € a microbiota, que destaca-se por estar
relacionada a diversos processos inflamatorios e fatores fisioldgicos, tais como alergias,
asma, cancer, doengas cardiovasculares, obesidade e diabetes (33,34); trata-se de uma
comunidade complexa de microorganismos, que incluem principalmente bactérias, e
proporciona uma enorme capacidade enzimatica que desempenha um papel fundamental
no controle de muitos aspectos da fisiologia do hospedeiro (35).

Ao longo dos ultimos anos, o campo da imunologia tem sido revolucionada pela
crescente compreensao do papel fundamental da microbiota na indugcdo e fungcdo do
sistema imunitario dos mamiferos. As comunidades microbianas, os seus metabolitos e
componentes ndo sO6 s&o necessarios para a homeostase imunolégica, mas também
influenciam a susceptibilidade do hospedeiro para muitas doencas imuno-mediadas e
outros transtornos. A microbiota fornece pistas moleculares cruciais, por meio de
antigenos de superficie e metabdlitos, que sdo essenciais para a maturagdo dos tecidos
imunes e para o ajuste fino das respostas imunes (36).

Cada regiao do corpo é espacialmente distinta e diferencialmente dominada por
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filos especificos (37). No intestino, a quantidade e diversidade de espécies microbianas
aumenta longitudinalmente a partir do estdbmago para o célon (38,39), sendo no cdlon a
microbiota mais densa e metabolicamente mais ativa (40). Uma vez que o microbioma de
cada orgéo é distinto, variando em diversidade e a abundancia, sugere-se que os efeitos
na inflamagao e na carcinogénese provavelmente serao especificos de cada érgao. Além
disso, existe uma variabilidade interindividual importante e funcionalmente relevante de
microbiomas, o que os torna um potencial determinante do desenvolvimento de doencas,
incluindo cancer (37). Essas diferengas da comunidade bacteriana podem ser uma
explicagdo para a ocorréncia de doengas em locais especificos dentro de um 6érgéo; por
exemplo, a maior taxa de cancer no intestino grosso - onde as densidades microbianas
sdo muito maiores do que no intestino delgado (41). Embora muitos érgéos, por exemplo,
o figado, ndo contenham um microbioma conhecido, eles podem estar expostos a
padrdées moleculares associados a microorganismos (PAMPs) e metabolitos bacterianos
que circulam sistemicamente (42—45).

Estudos em animais estéreis revelaram efeitos da microbiota pré tumorigénicos em
canceres espontaneos, incluindo canceres pele, colon, figado, mama e pulmbes (46). Da
mesma forma, o esgotamento da microbiota bacteriana intestinal em camundongos,
usando antibiéticos, reduz o desenvolvimento de cancer no figado (44,45) e célon (47,48).
Embora a maioria desses estudos mostre os efeitos da microbiota pro-tumorigénicos,
também foram observados efeitos antitumorais. Estudos associaram componentes
bacterianos especificos, agonistas do receptor Toll-like (TLR) e do receptor tipo NOD
(NLR), como responsaveis por efeitos antitumorais, levando ao conceito de que a
ativagdo potente da imunidade inata pode converter a tolerancia tumoral em respostas
imunes antitumorais (49,50).

No entanto, raramente a microbiota bacteriana desencadeia o grau de ativagao
imune inata que é necessario para respostas imunes antitumorais e, em vez disso, muitas
vezes induz a inflamacéo cronica de baixa intensidade que promove a doencga . De fato,
ha evidéncias crescentes de pacientes e modelos animais que mostram efeitos relevantes
da microbiota para a promoc¢édo do canceres em muitos 6rgaos, particularmente aqueles
que estao expostos a microbiota ou a MAMPs (46).

A alimentacdo é capaz de modificar rapidamente a composi¢cao da microbiota e,
consequentemente, os metabdlitos produzidos. A dieta ocidental, com seu alto teor de
gordura e alto teor de agucar, afeta a constituicdo e o ambiente intestinal do hospedeiro
(51) e consequentemente a populagao de microorganismos que ali habitam. Sendo assim,

a distribuicdo microbiana no intestino pode ser alterada pela dieta, sugerindo que a
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regulagao dietética da microbiota intestinal pode ser importante para o gerenciamento de
doencas metabdlicas induzidas pela inflamacdo. A partir do metabolismo desses
microorganismo, inumeras moléculas sédo produzidas e langadas no organismo do
hospedeiro, podendo essas moléculas serem benéficas ou maléficas, a depender do perfil
filogenético das bactérias.

A microbiota pode ter um efeito anti-inflamatorio no corpo; ela produz varios acidos
graxos especificos, muitos que ndo podem ser ingeridos na alimentacdo, a partir de
acidos graxos poli-insaturados, via metabolismo da saturagdo (52). Entre estes acidos
graxos especificos, o acido linoleico conjugado é relatado como tendo um efeito protetor
nas articulagdes em artrite relacionada a inflamacgao (53). Além disso, o acido 10-hidroxi-
cis-12-octadecenoico suprime o comprometimento da barreira intestinal induzido por TNF-
a em células Caco-2 e a colite intestinal induzida por dextran sulfato de sdédio em
camundongos (54). Varios destes acidos graxos, metabolizados a partir de gordura
alimentar, podem ser detectados no sangue e nos 6rgaos (52) mostrando a atuagao
sistémica dessas moléculas produzidas pela microbiota. Recente estudo mostrou que a
enona dos acidos graxos, metabdlitos da microbiota intestinal, tém um efeito anti-
inflamatoério potente em macrofagos estimulados por LPS e adipdcitos hipertrofiados
através da repressao de fatores pro-inflamatérios que levam a melhora das disfuncdes
induzidas pela inflamagao em adipdcitos (55).

Da mesma maneira, uma vez em disbiose, a microbiota pode gerar inflamacao. A
endotoxemia metabdlica, caracterizada pela concentragao plasmatica de LPS duas a trés
vezes maior em decorréncia a dieta hiperlipidica (56), mostrou ser o principal contribuinte
para a patogenicidade da inflamagao crénica de baixo grau, acredita-se que esse alto
nivel de LPS plasmatico é originario de bactérias gram-negativas intestinais que se
espalham sistemicamente através da circulacdo, como resultado direto da disfungao da
barreira intestinal (57). A ligagdo de LPS com TLR4 leva ao aumento da expressao de
citocinas pro-inflamatdrias (58). A dieta € o fator mais importante que determina a
composicao da microbiota intestinal. A alteragdo da microbiota e a resultante
desintegracdo da barreira intestinal, promovidas pela obesidade induzida pela dieta
hiperlipidica, sao fatores-chave que facilitam a endotoxemia metabdlica (57,58).

Mudangas na permeabilidade intestinal, endotoxemia e interagbes com &cidos
biliares, podem contribuir para o desenvolvimento de esteatose hepatica nao alcdolica
(59). Especificamente, uma microbiota disbidtica € frequentemente observada entre
individuos obesos (60) e estd associada a uma maior proporgdo de bactérias Gram-

negativas na microbiota intestinal, que por sua vez esta associada ao NAFLD (61).
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Dessa forma, evidéncias que ligam a microbiota intestinal e o metabolismo do
individuo podem permitir o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas com base
na modulagao da microbiota intestinal para prevenir ou retardar a progressao de algumas

patologias.
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2. Justificativa

Esta cada vez mais claro que a microbiota, a inflamagdo e a obesidade estdo
intimamente relacionadas. Apesar de ja estabelecida a relagdo da microbiota, do tecido
adiposo e da inflamagao, bem como a importancia de citocinas e mediadores pro-
inflamatorios secretados no estabelecimento de determinadas patologias, os mecanismos
moleculares que controlam essa interacédo ainda nao foram completamente elucidados.

O presente estudo propde desvendar mecanismos dessa interacdo e estabelecer
associagbes entre os tecidos e 6rgados envolvidos, a forma de ativacdo de células
relacionadas com o processo inflamatério, as moléculas liberadas de forma sistémica e a

relagéo do inflamassoma NLRP3 nesse processo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Analisar a relagdo do inflamassoma NLRP3 na modulagdo da adipogénese,
inflamacao e microbiota
3.2. Objetivos Especificos
3.2.1 - Caracterizar o papel das proteinas do inflamassoma NLRP3 (NLRP3,
Caspases 1 e 11, Asc) em animais submetidos a dieta hiperlipidica ou
normolipidica, analisando:
- O ganho de peso, glicemia, peso dos 6rgaos, perfil histopatoldgico do figado
- A biogénese de corpusculos lipidicos
- A ativagcédo de moléculas apresentadoras de antigenos
- Ageracao de ROS e NO

- O perfil de secrecao de citocinas

3.2.2 — Analisar o papel do inflamassoma NLRP3 e da obesidade induzida pela

dieta hiperlipidica sobre a composicao da microbiota intestinal.

3.2.3 — Avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 e da obesidade na composi¢ao

lipidica de figados de animais tratados com dieta hiperlipidica.

3.2.4 — Analisar o papel do inflamassoma NLRP3 na disperséo de tecidos adiposos
branco e marrom

3.2.5 — Verificar o papel do inflamassoma NLRP3 e dos diferentes tipos de
adipdcitos na ativagao de macréfagos.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Camundongos, tratamentos in vivo e consideragoes éticas
Foram utilizadas fémeas de 8 semanas, da linhagem C57/BL6 selvagens e deficientes
para as proteinas Caspase 1/117 e NLRP3™, no primeiro experimento, Caspase 117 e

Asc™”

, ho segundo experimento, condicionadas em ambiente livre de patégenos, em
microisoladores ventiladas, com agua e alimento ad libitum, sob ciclo de luz e escuridao
de 12/12h e temperatura controlada (23 + 2°C). Dezesseis animais de cada gendtipo
foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (n = 8) e tratados por 3 meses com uma
das seguintes dietas: dieta normolipidica AIN-93M ou standard fat diet (SFD) (62), dieta
hiperlipidica AIN-93M com 45% de lipideos ou high fat diet (HFD), tabelas nutricionais das
dietas anexo (Anexo 1). O peso dos animais era aferido semanalmente para
acompanhamento da curva de ganho de peso. Os animais tiveram uma semana de
aclimatagdo e, durante todo o experimento, foram mantidos no biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

Apds o periodo de tratamento, os camundongos foram anestesiados com 30ul de
quetamina e xilasina em proporgdes iguais, administrados intramuscularmente. O sangue
foi coletado via o globo ocular, para extracdo do soro e dosagem de glicemia, e
posteriormente esses animais foram sacrificados em camara de CO2, para a retirada das
células do lavado peritoneal e 6rgaos. Conforme protocolos detalhados a seguir, no
soro, foram dosadas citocinas por ELISA e 6xido nitrico por Griess; foi feita a marcagao
de CD1d, quantificagdo de geracdo de ROS e biogénese de corpusculo lipidico (CL) nas
células do lavado peritoneal. Os figados foram divididos, a menor porg¢ao foi congelada
em nitrogénio liquido para estudo da lipiddbmica e com a maior porgéo foi feita histologia
para avaliagdo morfoldgica do érgao. As fezes dos animais foram coletadas no inicio e no
final do tratamento e armazenadas a -80°C para estudo da microbiota.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia, UnBDoc n°® 52306/2014 (Anexo II).

4.2. Aquisigao de células do lavado peritoneal

As células peritoneais foram adquiridas por meio de lavado da cavidade peritoneal.
Brevemente, a lavagem foi realizada injetando 3mL de DMEM refrigerado dentro do
peritdbnio. O meio foi recolhido, centrifugado a 300G por 5min. a 4°C e as células
ressuspendidas para uso. Para a obtengdo de macréfagos peritoneais: as células do

lavado peritoneal foram contadas e plaqueadas. Apds 24h em estufa umida a 37°C a 5%
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CO2, o sobrenadante foi descartado e as células fortemente aderidas consideradas

macrofagos.

4.3. Analise da biogénese de corpusculos lipidicos por citometria de fluxo

Para analisar e quantificar a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) foi utilizado uma
sonda fluorescente lipofilica, BODIPY 493/503 (Life technologies), usada para a
identificacdo de lipidios neutros intracelulares (triglicerideos e ésteres de colesterol)
presentes em grandes quantidades em CLs.

Para a quantificacdo de CL, as células foram incubadas com uma solugdo de
bodipy/PBS1x na concentragdo de 1/5000 por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Apds
esse periodo as mesmas foram lavadas com PBS1x 3 vezes, ressuspendidas em 500uL
de paraformaldeido 1% e mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS
Calibur) no canal FL1 em escala logaritmica. O gate, quando aplicado, foi plotado na
populagao de células viaveis, excluindo-se os restos celulares da analise. Os histogramas
e médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo V10

(Tree Star Inc). Experimento feito em triplicata bioldgica.

4.4. Analise de ativagao celular através da expressao de CD1d

As moléculas apresentadoras de antigeno CD1d (antigeno lipidico) ativam linfécitos T
com o auxilio da molécula CD40, que também induz a producao de citocinas. As analises
das moléculas de superficie CD1d foram feitas através de imunomarcacédo com anticorpos
conjugados a moléculas fluorescentes (PE) para citometria de fluxo (Ebioscience).

Para essa analise, células peritoneais do experimento in vivo foram marcadas para a
molécula.

As amostras foram mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS Calibur)
no canal FL2 em escala logaritmica. Os histogramas e médias de intensidade de

fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.5. Analise da geracao de espécies reativas de Oxigénio (ROS)

Para analise da formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi utilizada a sonda
2,7’ Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DFC-DA) a qual é permeavel a membrana
celular e ndo é fluorescente. Na presenca de ROS, este composto é oxidado no interior
da célula e produz um composto fluorescente, a 2’,7’ — diclorofluoresceina (DFC), que
permanece no interior da célula.

As células do lavado peritoneais ou de cultura celular, apds tratamento, foram
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incubadas a 37°C, protegidas da luz por 30 minutos com a sonda DFC-DA dissolvida em
meio de cultivo na concentracado final de 20uM. Apds esse periodo as células foram
lavadas com PBS1x 3 vezes, ressuspendidas em 500uL de PBS1x gelado e mantidas a
4°C. A leitura foi realizada imediatamente por citometria de fluxo (FACS Calibur) no canal
FL1 em escala logaritmica. O gate, quando aplicado, foi plotado na populagao de células
viaveis, excluindo-se os restos celulares da analise. Os histogramas e médias de
intensidade de fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

Experimento feito em triplicata biolégica.

4.6. Analise de producgio de Oxido Nitrico (NO).

A producdo de NO foi determinada pela dosagem do total de nitrito (NO2-) nas
amostras de soro e sobrenadante de cultura celular, utilizando o método de Griess
(Grisham et al.,, 1996). Para o preparo do reagente de Griess foram misturadas
quantidades iguais (1:1) sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil) etilenodiamina dihidrocloridrato
a 0,1%, em acido fosforico a 2,5%.

Em uma microplaca de 96 pocos foram colocados 50uL de cada amostra, em
triplicata. Foi construida uma curva padrdo com nitrito de sodio (NaNO;) nas
concentragbes de 100 - 1,56uM. Em seguida, foram adicionados 50uL de reagente de
Griess aos pog¢os que continham a curva e as amostras. O controle da reag¢ao (branco) foi
feito pela adigdo de 50uL de meio de cultura adicionados 50uL do reagente de Griess.
Essa placa foi incubada a temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento e a
estabilizacdo do croméforo. A absorbancia da reagao foi medida por epectrofotometria no
comprimento de onda de 540nm. Apds a leitura esses dados foram analisados no
programa SoftMax. A analise de regressdo linear foi usada para calcular as
concentracdes de nitrito nas amostras em relacdo a curva padrao de nitrito de sodio. Os
niveis de nitrito das amostras foram expressos em puM e foram analisadas

estatisticamente.

4.7. Dosagem de citocinas

As citocinas provenientes do soro dos animais do experimento in vivo e do
sobrenadante de cultura celular foram analisadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA),
utilizando-se kits comerciais (eBioscience e R&D System). O ensaio foi realizado
seguindo-se as instrugdes do fabricante. Resumidamente, microplacas com 96 pocos
foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS e

incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. As placas foram bloqueadas com Soro
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Fetal Bovino 5% em PBS e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Em
seguida, apos um ciclo de trés lavagens com solugéo 0,05% Tween-20 em tampao PBS,
foram adicionadas as amostras (50 uyL) e as diluicbes seriadas da curva padrdo. As
placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e apds o término deste
periodo, os respectivos anticorpos anti-citocinas conjugados a biotina foram adicionados
as placas e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, apés um ciclo de trés
lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase do kit e incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina foi
adicionado as placas e a reacao foi interrompida pela adicdo de acido sulfurico 1M. A
absorbancia da reacao foi medida por epectrofotometria no comprimento de onda entre
450nm. Apos a leitura, esses dados foram analisados no programa SoftMax. A analise de
regressao linear foi usada para calcular as concentragbes de nitrito nas amostras em
relacdo a curva padrao de nitrito de sédio. Os niveis de nitrito das amostras foram

expressos em pg/mL e foram analisadas estatisticamente.

4.8. Analise da microbiota intestinal

4.8.1. Isolamento de DNA de amostras fecais

Foi realizado com a utilizagado do kit de isolamento de DNA MoBio PowerSoil. O
ensaio foi realizado seguindo-se as instrugbes do fabricante. Brevemente, 250mg de
amostra e 60uL da solucdo C1 foram adicionados em tubo préprio contendo beads,
aquecidos por 10 min. a 65°C e agitadas horizontalmente durante 10 minutos com o uso
de vortex. Apos a agitagao, as amostras foram centrifugadas a 10000G por 30 segundos.
Ao sobrenadante, foram adicionados 250uL da solugdo C2. Em seguida, as amostras
foram agitadas por 5 segundos com a utilizagédo de vortex e incubadas a 4 °C por 5
minutos. 200uL da solugdo C3 foram adicionados, em um volume maximo de 600uL de
sobrenadante e brevemente agitado. As amostras foram novamente incubadas a 4 °C por
5 minutos e centrifugadas a 10000G por 2 minutos. A 750uL de sobrenadante obtido
durante a centrifugagao foram adicionados 1200uL da solugdo C4 e agitados em vortex
por 5 minutos. A amostra foi adicionada ao tubo préprio contendo um filtro, o qual foi
centrifugado a 10000 G por 1 minuto e o liquido descartado. 500uL da solugdo C5 foram
adicionados ao filtro, o qual foi centrifugado a 10000 G por 30 segundos e o liquido
novamente descartado. Ao centro do filtro foram adicionados 50uL da solugdo C6. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10000 G por 30 segundos e o produto de filtragem

foi quantificado em NanoDrop, comparando o valor de absorbancia a 260nm com os
23



valores encontrados em 230 e 280nm. Apds quantificagdo, as amostras foram estocadas
a-20°C.

4.8.2. Amplificagdo do DNAr 16s por PCR

A PCR foi realizada em placa de 96 pocos em ambiente estéril a fim de se evitar
que moléculas de DNA e RNA livres no ambiente possam interferir no procedimento. O
Mastermix, o DNA a ser amplificado e os primers foram centrifugados a 500G por 1
minuto. 88uL de Mastermix foram transferidos para as colunas 1, 5 e 9 da placa. 8uL de
primers foram adicionados as mesmas colunas. Colunas 4, 8 e 12 foram usadas como
controle negativo do experimento e ndo continham o DNA molde a ser amplificado. A
cada pogo das colunas 1, 5 e 9 foram adicionados 3uL do DNA molde. Em seguida a
placa foi selada e posta no termociclador. O programa “PTPCR” foi utilizado para
obtencao de amplicon.

Tendo em vista avaliar a eficiéncia do processo da PCR e a qualidade das
amostras, os produtos de PCR foram analisados utilizando eletroforese em gel de
agarose. As réplicas das amostras foram aplicadas na placa, assim como as réplicas de
controles negativos. 5uL do pool dos produtos de PCR foram transferidos para outra placa
contendo 1,5uL de tampao de amostra. As amostras foram aplicadas em um gel de
agarose 1,5%, contendo 3 yL de Sybr green, juntamente com SuL de marcador de massa
molecular (100 pb), e foram corridas a 120 V por 40 minutos. Uma fotografia do gel foi

obtida a fim de se determinar qualidade da amplificagdo e tamanho do amplicon.

4.8.3. Sequenciamento por lllumina (V4)

Uma vez comprovada a qualidade das amostras e o seu potencial de amplificacao,
as amostras foram enviadas para a facilite GenomeQuébec num volume de 10-25 L, a
depender da concentracdo de DNA, para realizacdo sequenciamento os primers
ILR1SEQ, ILR2SEQ, ILIDXSEAQ.

4.8.4. Analise filogenética
Uma vez realizado o sequenciamento, os dados foram enviados pela empresa e
processados no Software Qiime para andlise de diversidade e abundéancia filogenética

nas amostras.

4.9. Lipidémica feita por MALDI-TOF
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4.9.1. Preparagao de amostra e extragao de lipideos

O método de extragao de lipidios foi Bligh-Dyer (1959). Resumidamente, o tecido foi
suspenso em 150uL de agua Milli-Q. Em seguida, foram adicionados 190uL de
cloroférmio e 375uL de metanol, a mistura foi submetida a vortex durante 5 min em
1000rpm. Em seguida, foram adicionados 190uL de cloroférmio e 150uL de agua Milli-Q e
submetidos a vortex durante 1 min, a mistura foi novamente centrifugada a 14000 G
durante 5 minutos para induzir a separagcéo de fases. A camada organica inferior foi
recolhida, concentrada em Speed-Vac e reconstituida em 100uL de uma solucdo de
cloroférmio/metanol (1:1). 1uL da amostra foi aplicado numa placa MALDI e depois seca
ao ar. Em seguida, foi aplicado 1yL de matriz de acido 2,5-dihidroxibenzoéico (DHB),
preparada a uma concentragdo de 10mg/mL em MeOH, sobre a amostra seca. A
calibracido de MS foi realizada usando uma mistura de fosfolipidos composta de DOPE,
DMPG, DPPA e DPPS para analise de lipidios.

4.9.2. Andlise MALDI-MS

O MALDI-MS foi realizado num espectrometro de massa Bruker Autoflex Il MALDI-
TOF / TOF equipado com um laser de feixe de 334nm. Os perfis foram adquiridos no
modo linear TOF e no modo ion positivo com uma extracao retardada de 260ns a 20kV de
tensdo de aceleracdo. Os perfis de lipidios foram adquiridos no modo refletor TOF e no
modo ion positivo. Cada espectro foi coletado manualmente como uma média de 5000
disparos a laser (1000 disparos a laser em 5 posi¢gdes de pontos diferentes). A energia do
laser foi ajustada logo acima do limiar para a produgao de ions. Uma gama de m/z 600-
1000 foi utilizada para as impressoes digitais de lipideos. Os espectros foram adquiridos
em ftriplicata e a ferramenta AutoExecute do software de aquisi¢cao Flexcontrol foi utilizada
(Versao 2.4; Bruker-Daltonik GmbH) para processamento e apenas picos de ions com

uma relagdo S / N maior que 3 foram considerados.

4.9.3. Analise multivariada de dados MALDI-MS
Os ions lipidicos foram adquiridos, acumulados e processados usando o software
FlexAnalysis. Os ions foram alinhados com uma tolerancia de massa de m/z 0.4 Da para
lipidios. A intensidade relativa dos picos de ions foi normalizada por escalagao automatica
(média-centrada e dividida pelo desvio padrao de cada variavel) como pré-processamento
para andlise multivariada. Ambas as abordagens estatisticas ndo supervisionadas e
supervisionadas foram aplicadas. A analise de componentes principais (PCA) e os

minimos quadrados - analise discriminante (PLS-DA) foram realizados nos dados usando
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o MetaboAnalyst (software versédo 3.0) para discriminar as amostras com base em suas
impressoes digitais MALDI-TOF MS.

4.10. Extragao de tecidos adiposos branco e marrom

Foram utilizadas fémeas de 8 semanas, da linhagem C57/BL6 selvagens e deficientes
para as proteinas Caspase 1/11”", NLRP3". Os animais foram sacrificados em camara de
CO; e tiveram os tecidos coletados da regiao tubaria (WAT) e intra-escapular (BAT). Os

tecidos foram dissociados e mantidos por 24h em meio de cultura.

4.11. Macroéfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Foram utilizadas fémeas da linhagem C57/BL6 selvagens (WT). Extraidos o fémur e a
tibia desses camundongos, foi feito um flush para retirar as células progenitoras mieloides
presentes na medula desses o0ssos. Essas células foram entdo diferenciadas em
macréfagos utilizando o sobrenadante de fibroblastos de linhagem L929, que secretam o
fator de diferenciacdo GM-CSF. Essa diferenciacao dura 1 semana e, apds essa semana,
os macréfagos ficam em resting por 2 dias. Os macréfagos sdo mantidos em RPMI

suplementado com 10% de SFB e 5% de sobrenadante de L929.

4.12. Analise da biogénese de corpusculos lipidicos por Oil Red

Para analisar a biogénese de corpusculos lipidicos (CL) por microscopia 6ptica, as
células foram marcadas com Oil Red para visualizagao dos CL.

Para essa analise, células foram plaqueadas em placas de 24 pocos. Apds o periodo
de estimulo, o sobrenadante foi descartado e as células fixadas com formalina 3,7% pH
7,4 por 30min. a temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS1x e incubadas
com propilenoglicol 100% por 5min., apds retirada do excesso, foi adicionada solugao de
Oil Red O (Sigma-Aldrich) a 0,5% em propilenoglicol 100% e incubada, protegida de luz,
por 10min. a temperatura ambiente. Apés a marcagao, as células foram lavadas 1x com
propilenoglicol 60% por 3min. e 3x com agua destilada para retirada do corante vermelho
e foram marcadas com hematoxilina para melhor visualizacdo das células. As células
foram visualizadas em microscopio invertido, no aumento de 40x.

As analises de geragdo de CL e dosagem de citocinas foram realizadas conforme

descrito nos itens 4.3 e 4.7, respectivamente.

4.13. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando programa GraphPad Prism
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6.0, GraphPad Software, Inc. Os testes utilizados foram one-way ou two-way ANOVA para
comparagao de médias, seguido do pos-teste de Turkey ou test t de student ndo pareado.

A significancia estatistica foi assumida com valor de p <0,05.
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5. Resultados
5.1. Experimentos in vivo

5.1.1. A auséncia das caspases 1 e 11 favorece o ganho de peso em animais
submetidos a dieta hiperlipidica

A obesidade em animais selvagens e nocautes (Caspase 1/117", Caspase 117", ASC
e NLRP3"') foi induzida através da dieta hiperlipidica por trés meses. Semanalmente os
animais eram pesados e a partir dessas pesagens foram montadas as curvas de ganho
de peso. Essas curvas mostram que todos os grupos iniciaram os experimentos com 0s
pesos médios similares. Ao final do tratamento, houve um deslocamento para cima da
curva de ganho de peso nos animais submetidos a dieta hiperlipidica nos camundongos
deficientes para as caspases 1/11 (fig. 1A), seguido dos animais nocautes apenas para
caspase 11 (fig. 1C), o final da curva dos animais deficientes para ASC mostrou-se
semelhante aos animais selvagens (fig. 1E), enquanto a curva dos animais deficientes de
NLRP3 apresentaram um deslocamento para baixo quando comparado aos animais
selvagens (fig. 1G). Sendo o peso final dos animais nocautes para caspases 1/11 maior

que o peso final dos animais selvagens submetidos & mesma dieta (fig. 1B).
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Figura 1: Ganho de peso de animais selvagens (WT), Caspase 11117, Caspase 117", ASC" e NLRP3™
submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. (A, C, E e G) Curva de ganho
de peso feita com pesagens semanais e (B, D, F e H) peso dos animais no final do tratamento. Os
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resultados estdo expressos em forma de média + desvio padrao (n=8). Analise estatistica realizada por
Anova, onde (****) representa p<0,0001.

SFD HFD

Caspase 1/117/

Caspase 117/

ASC-

NLRP3/-

Figura 2: Imagem do acumulo de gordura abdominal subcutanea dos animais selvagens (WT), Caspase
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11117, Caspase 117", ASC™ e NLRP3™ submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3

meses.

No presente trabalho, em todos os grupos com diferentes gendtipos atingiram um
peso significativamente diferente apds 15 semanas em tratamento com dieta hiperlipidica
em relagdo aos animais controles (ragdo normolipidica). Ainda, os animais Caspase 1/117”"
submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) apresentaram um ganho de peso maior que 0s
animais WT submetidos a mesma dieta ao final do tratamento (figura 1B), ndo houve
diferenca entre os demais grupos que receberam a dieta HFD em relagdo aos animais
WT, apesar de ser observada uma tendéncia a um maior ganho peso nos animais
Caspase 117 e menor nos animais NLRP3". Dos animais que receberam dieta controle
(SFD), ndo houve diferenga significativa entre os grupos, mas da mesma forma podemos
observar uma tendéncia a um maior ganho de peso nos animais Caspase 1/117".

Esse aumento no ganho de peso pode estar relacionado com a deficiéncia de IL-
18, decorrente da auséncia da caspase-1, como visto por Netea e colaboradores (2006) e

Wang e colaboradores (2013).

5.1.2. A auséncia das caspases 1 e 11 favorece a sindrome metabdlica, com
aumento de 6rgaos e esteatose, em animais submetidos a dieta hiperlipidica
A obesidade pode acarretar sindrome metabdlica e resisténcia a insulina. Os
animais, ao final do tratamento, tiveram dosada a glicemia sérica; os dados mostram um
tendéncia a um aumento nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica (fig. 3A e 3B),
resultado coerente com os dados do ganho de peso, mostrando que a obesidade nesses
animais pode ter causado uma sindrome metabdlica e uma possivel resisténcia a insulina.
A glicemia sérica da figura 3A, talvez por ndo ser valores de jejum, ndo mostra
diferenca significativa entre as diferentes genotipagens e dietas, apesar de claramente
apresentar uma tendéncia a ser maior nos grupos que receberam dieta HFD. Ja nos
grupos que tiveram a glicemia de jejum analisada, figura 3B, apenas o grupo nocaute
para ASC apresentou diferenca entre os tipos de dieta, porém é possivel observar uma

tendéncia em ser maior nos grupos HFD nos demais gendtipos.

31



el —pe

500~ 400+ I HFD
= 4004 = 300
3 3
2 300- £
> >
£ - =
g S
5 o
O 100+

0" TL ;L )

WT Caspase 1/117~ NLRP3 - WT Casp 11-- ASC-'-

Figura 3: Glicemia sérica de anlmals selvagens (WT), Caspase 1/11" e NLRP3™ (A) e glicemia sérica de
jejum de animais WT, Caspase 117 e ASC™ de jejum (B) submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou
hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padrao.
Analise estatistica realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05.

Também foram observadas alteragbes no figado (figura 4) e coracéo (figura 6),
caracterizando uma obesidade classica avangada com esteatose hepatica (figura 5) e
hipertrofia ventricular.
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Figura 4: Peso dos figados (A) de animais selvagens (WT), Caspase 1/1 17, Caspase 117, ASC™ e NLRP3
" submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Os resultados estado
expressos em forma de média + desvio padrao. Analise estatistica realizada por Anova, onde (*) representa
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p<0,05, (**) representa p<0,01, (***) representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001.

Todos os grupos submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) tiveram um aumento do
figado quando comprados aos grupos controles (SFD), com exce¢do dos animais
nocautes para Caspase 11. Os animais Caspase 1/117" submetidos a dieta hiperlipidica
(HFD) apresentaram um aumento ainda maior, havendo uma diferenca quando
comparados aos outros grupos submetidos a dieta hiperlipidica. Nos animais que
receberam a dieta controle (SFD), o grupo Caspase 1/117 também apresentou um
aumento no figado quando comprados aos animais WT e NLRP3™ (figura 4A).

A histopatologia dos figados confirma os dados, mostrando esteatose nos grupos
submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) e também no grupo Caspase 1/117 controle
(SFD), semelhante ao grupo NLRP3™ submetidos & dieta hiperlipidica (HFD), que teve
uma menor formagédo de vesiculas comparado aos outros grupos submetidos a dieta
hiperlipidica (HFD) (figura 5). O que ratifica a importéncia da caspase-1 no metabolismo

lipidico.
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Figura 5: Laminas hitolégicas de figados de animais selvagens (WT), Caspase 11117 e NLRP3"
submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. As imagens foram feitas
usando aumento de 40x e a coloragao por H&E.

Foi observado um aumento de peso nos coracdes dos animais Caspase 1/117 e
Caspase 117 submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) (fig. 6A e 6B). Esse aumento pode
ser devido a hipertrofia ventricular associada a obesidade ou por complicagbes
cardiovasculares advindas da sindrome metabdlica (63). Esse aumento n&o foi visto nos

grupos WT, ASC™ e NLRP3™ submetidos a dieta hiperlipidica (HFD).
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Figura 6: Peso dos coragbes (A) de animais selvagens (WT), Caspase 17117, Caspase 117, ASC™ e
NLRP3” submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Os resultados estédo
expressos em forma de média + desvio padrdo. Analise estatistica realizada por Anova, onde (*) representa
p<0,05.

5.1.3. A dieta hiperlipidica intensifica a modulagao da composicao global

lipidica do figado pelo inflamassoma NLRP3 e caspase-1/11

Tendo os figados dos animais apresentado uma diversidade no metabolismo
lipidico, com uma diferenca entre os pesos e acumulo de gordura, analisamos a
composicao lipidica nesses 6rgaos.

A figura 6 revela que o sistema bioldgico € extremamente complexo e nao pode ser
descrito por um numero reduzido de metabdlitos. Nota-se nos graficos OPLS-DA (fig. 7A,
7C e 7E) que em todos os casos a variancia explicada apenas por duas componente é
menor do que 50%, observa-se apenas uma boa separagao entre os grupos dos animais

-

Caspase 1/117 e WT (fig. 7A). Os metabdlitos que mais contribuem para essa separagao

35



sdo mostrados no grafico VIP na figura 7B no qual pode-se observar que a maioria dos
metabdlitos apresenta maior abundancia relativa no grupo WT.

A mesma tendéncia de separagéo dos grupos Caspase 1/1 17-e WT permanece em
ambos os tratamentos recebidos, SFD (fig. 7C) e HFD (fig. 7E), porém a separagao é
maior nos que receberam a dieta HFD, mostrando que a dieta potencializa o efeito da
auséncia das caspases 1 e 11.

Quando observamos o metabdlito com maior influéncia nos grupos de mesmo
gendtipo que receberam dietas diferentes, temos o ions 651 para animais WT que
receberam SFD (fig. 7D) e o ion o 787 para a dieta HFD (fig. 7F), nos animais Caspase
1/117" os ions que apresentaram maior abundancia relativa foi o 783, para os animais
SFD (fig. 7D), e 0 826, para os animais tratados com HFD (fig. 7F). Curiosamente, quando
observamos os metabdlitos de maior influéncia nos grupos NLRP3™ vimos ions muito
proximos de maior abundancia relativa, 811 na SFD (fig. 7D) e 797 na HFD (fig. 7F),
mostrando que a dieta ndo modula a diversidade de lipideos de forma tao significativa

quanto nos outros grupos.
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Figura 7: Analise da composigao lipidica dos figados de animais selvagens (WT), Caspase 1/1 17 e NLRP3"
" submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Dados construidos usando
dados da metabolémica de MALDI: Plot da analise discriminante - Orthogonal Partial Least Squares
(OPLS_DA) (A, C e E) e os espectros de massa importantes encontrados, onde as cores
correspondem as concentracdes relativas de cada metabdlito nos grupos (B, D e F).

Para analisar comparativamente os grupos utilizando todos os metabolitos
detectados foi utilizada a analise hierarquica de componentes (HCA). Nota-se que os trés

gendtipos sdo completamente diferenciados pelo HCA, os grupos Caspase1/11” e WT
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sdo os mais distintos em termos de composi¢cao ou abundancia relativa dos metabolitos

enquanto o grupo NLRP3™

pode ser considerado como intermediario (Figura 8). Com
relagéo as distintas dietas recebidas, o grupo WT apresenta metabolitos de 600-800 m/z
com maior abundancia relativa media quando comparado aos grupos Caspase 1/117 e
NLRP3” que receberam a dieta SFD (fig. 8A). Na dieta HFD, observou-se que os
metabolitos de m/z 679, 787 e 651 discrimina o grupo WT dos demais (fig. 8B). Por outro
lado, os metabolitos 849, 845, 799, 826, 822, 798, 847, 823, 797 e 850 tem maior peso

nos grupos Caspase 1/117 e NLRP3™ que receberam a dieta SFD (fig. 8A).
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Figura 8: Agrupamento dos espectros de massa encontrados analise discriminante Partial Least Squares
(PLS-DA) da composigdo lipidica no figado de animais selvagens (WT), Caspase 1/1 17 e NLRP3™
submetidos a dieta normolipidica (SFD) (A) ou hiperlipidica (HFD) (B) por 3 meses. Mapa de calor com um
termémetro de cddigo de cor indicando as concentracdes relativas de metabdlitos em cada grupo.

5.1.4. A auséncia das caspases 1 e 11 leva a uma maior biogénese de
corpusculos lipidicos em células do lavado peritoneal
Corpusculos lipidicos (CLs) sdo marcadores de ativagéo celular e importantes sitios
de sintese e armazenamento de mediadores lipidicos celulares (64). Essas organelas sdo
distribuidas no citoplasma da maioria das células eucariéticas, possuem uma regido
central composta de lipideos neutros e sado envoltas por uma monocamada de
fosfolipidios associados a proteinas (65).
CLs sao especializados em armazenar lipidios neutros, triacilglicerol, colesterol-éster
e fosfolipidios, associados a uma variada composi¢ao protéica. O armazenamento de
lipidios celulares é variavel e reflete o balango entre a chegada dos lipidios nas células e
0 seu consumo por elas; um acumulo excessivo de CLs também ocorre em diversas
doengas como a obesidade, esteatose, diabetes, miopatia e aterosclerose (66).
Atualmente, ja se sabe que CLs sao organelas altamente reguladas que estdo envolvidas
em varios aspectos de ativacdo e metabolismo celular, inclusive no processo inflamatério
(67).
Dos grupos que receberam ragéo controle (SFD), o grupo Caspase 117" apresentou

uma maior biogénese de CLs. Curiosamente, umas vez tratado com ragao hiperlipidica
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(HFD), houve uma diminui¢do na biogénese de corpusculo lipidico (figura 9). Mostrando
que a ativagao celular das células do peritbnio esta relacionada com o inflamassoma

NLRP3, ndo apenas com a dieta rica em lipideos e/ou ao ganho de peso.
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Figura 9: Corpusculos lipidicos em células peritoneais de animais selvagens (WT), Caspase 11117,
Caspase 117", ASC™” e NLRP3" submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses.
A marcagao foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com sonda bodipy. As barras
representam os valores de média de intensidade de fluorescéncia (MFI) adquiridos a partir de leitura feita
por FACS no canal FITC/FL1.

5.1.5. A auséncia das caspases 1 e 11 favorece o aumento de moléculas

apresentadoras de antigenos lipidicos, que é independente da obesidade

A molécula de CD1d é uma apresentadora de antigenos similar a molécula MHCI,
porém elas apresentam antigenos lipidicos, e ndo peptidicos, para linfocitos T CD8 e
células NKT, levando a uma resposta citotdxica. (68). CD1d é expressa na superficie de
células dendriticas, macréfagos, células endoteliais e hepatdcitos (69). Recentemente, foi
descrita uma expressdao de CD1d em tecido adiposo maior que no figado, porém a
expressao de CD1d e a populacgao de células NKT (moduladas fisicamente pela interagao
com CD1d) foram diminuidas na obesidade (70).

Visando investigar o papel do inflamassoma NLRP3 na inflamagéo cronica que ha
na obesidade, quantificamos a apresentacdo de moléculas CD1d na superficie das
células peritoneais. Os animais obesos, submetidos a dieta hiperlipidica, nao
apresentaram diferenga (figura 9). Mostrando que ndo ha envolvimento do inflamassoma
na apresentagao de antigenos lipidicos em animais obesos.

Os animais Caspase 1/117 submetidos & racéo controle (SFD) apresentaram um
aumento na apresentacao de CD1d quando comparados aos WT e NLRP3™ submetidos

ao mesmo tratamento (figura 10), mostrando ativacdo dessas células via CD1d
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dependente da auséncia de caspases 1 e 11.
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Figura 10: Apresentacdo de moléculas CD1d em células peritoneais de animais selvagens (WT), Caspase
1/11" e NLRP3™ submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. A marcagao
foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com anticorpo conjugado a PE. As barras
representam os valores de média de intensidade de fluorescéncia (MFI) adquiridos a partir de leitura feita
por FACS no canal PE/FL2.

5.1.6. A auséncia da proteina NLRP3 favorece o aumento do estresse

oxidativo

Os radicais livres compreendem atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, a presenca de elétrons
desemparelhados atribui propriedades paramagnéticas aos radicais, que podem ter carga
positiva, neutra ou negativa (71).

Dentre os radicais livres produzidos no organismos, destacam-se as espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sao produzidos na cadeia respiratéria e tém importante
acao na protegcado contra patégenos, mas em excesso causam danos celulares devido a
sua capacidade de ganhar e perder elétrons. O estresse oxidativo causado pelas ROS é

um importante sinal para a ativagédo do inflamassoma (72).
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Figura 11: Geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células peritoneais de animais selvagens
(WT), Caspase 111" e NLRP3" submetidos & dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3
meses. A marcacgao foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com sonda DFC-DA. As barras
representam os valores de média de intensidade de fluorescéncia (MFI) adquiridos a partir de leitura feita
por FACS no canal FITC/FL1.

A figura 11 mostra um aumento na produg¢do de ROS nos animais Caspase 1/1 17" e
NLRP3” em comparacéo com os animais WT, tanto nos grupos controles (SFD) quanto
nos grupos submetidos & dieta hiperlipidica (HFD), porém nos animais Caspase 1/117"-
nao houve aumento da produgdo de ROS quando submetidos a dieta hiperlipidica (HFD)
em comparaco a dieta controle (SFD), fendmeno observado no animais WT e NLRP3™".

Assim como ROS, o o6xido nitrico (NO) leva ao estresse oxidativo e é produzido
como defesa, principalmente por macrofagos (73). Além de uma agao microbicida, o NO
desempenha distintas fungdes no organismo, tendo ac¢do vasodilatadora no endotélio,
regulacéo da respiragao mitocondrial, como neurotransmissor e, mais recentemente, o
NO se mostrou um importante regulador do metabolismo energético e da composigéo

corporal.

W SFD
B HFD

*kk

*%*

WT Caspase 1/11" NLRP3 -

Figura 12: Quantificagdo de 6xido nitrico (NO) no soro de animais selvagens (WT), Caspase 171117 e
NLRP3" submetidos (A) dieta normolipidica ou (B) hiperlipidica submetidos a dieta hiperlipidica por 3
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meses. Foi usado reagente de Greiss para a reagao colorimétrica e a quantificagdo foi feita a partir de
curva de concentragao previamente conhecida. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio
padrdo (n=8). Analise estatistica realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01 e
(***) representa p<0,005.

No presente estudo, foi dosado o NO sistémico a partir do soro dos animais. Nao
houve diferenga entre os grupos submetidos a ragao controle (SFD) (figura 12), porém é
possivel observar uma tendéncia ao aumento de NO no grupo Caspase 1/117". Ja nos
grupos que foram submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) houve uma diminuicdo de NO
nos animais Caspase 1/11" e um aumento no grupo NLRP3™”, que tiveram,
respectivamente, o0 maior e 0 menor peso dos grupos que receberam a dieta hiperlipidica,

quando comparados aos animais WT que receberam o mesmo tratamento.

5.1.7. A auséncia das caspases 1 e 11 modula a secregdo de IL-12 em

animais submetidos a dieta hiperlipidica

Evidéncias crescentes estabelecem um papel para a inflamagdo cronica no
desenvolvimento de resisténcia a insulina induzida pela obesidade. Em estudos in vitro e
in vivo a deplegado de genes de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas elevadas na
obesidade aumentou a sinalizagéo de insulina (74,75).

As citocinas da familia IL-12 sdo mais expressas em células apresentadoras de
antigenos e tém um papel fundamental durante o estresse inflamatério. Recentemente as
IL-12 receberam um destaque ainda maior como mediadores inflamatorios potenciais que
ligam obesidade e resisténcia a insulina, sendo sua expressédo regulada em tecidos
responsivos a insulina em condi¢des de obesidade (76).

Outra citocina pro-inflamatéria mediadora da resisténcia a insulina na obesidade € o
TNFa, uma vez que é super expresso em tecido adiposo e bloqueia a acédo da insulina in
vitro e in vivo (75,77).

Afim de analisar a secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias em animais obesos
nocautes para proteinas do inflamassoma NLRP3, foi feita a dosagem de IL-12 (figura

13A) e TNFa (figura 13B) no soro desses animais.
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Figura 13: Quantificacdo de IL-12 (A) e TNFa (B) no soro de animais selvagens (WT), Caspase 171117 e
NLRP3” submetidos a dieta normolipidica (SFD) ou hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Os resultados estédo
expressos em forma de média + desvio padrao (n=8). Analise estatistica realizada por Anova, onde (*)
representa p<0,05.

O grupo Caspase 1/117" que recebeu a racdo normolipidica (SFD) apresentou uma
diminui¢cdo na secregao de IL-12 quando comparado ao grupo WT (figura 13A). Apesar de
nao significativo, podemos observar uma tendéncia ao aumento de IL-12 no grupo
Caspase 1/117 submetidos & dieta hiperlipidica (HFD) quando comparado ao grupo SFD,
diferente do padrao observado nos demais genétipos.

Nao houve diferenga entre os grupos de animais obesos (HFD), mas observa-se
uma tendéncia de diminuicdo da secregdao de IL-12 no grupo NLRP3™, quando
comprados aos animais WT e Caspase 1/117 que também receberam a dieta
normolipidica (SFD).

A secrecado de TNFa, apesar de nao ter diferencas significativas, tende a seguir o

mesmo padrao de secrec¢ao da outra citocina pro-inflamataéria IL-12.

5.1.8. O inflamassoma NLRP3 participa da modulagdo da microbiota pela

obesidade

Diferengcas na microbiota intestinal relacionada ao peso corporal (78), sendo essa
diversidade atribuida a fatores como genética, alimentacéo, idade, entre outros. A estreita
relagdo da microbiota intestinal e a obesidade, apesar de nao totalmente elucidada, ja foi
amplamente mostrada.

Nao sO a obesidade, mas muitas doencas estdo associadas a modificacdo do
microbioma intestinal e a dieta é capaz de remodelar profundamente a composicio
microbiolégica em horas (79). A ingestdo de alcool ou uma dieta rica em acidos graxos
saturados, colesterol e frutose prejudica a barreira intestinal, reduzindo a defesa

44



associada ao muco e enfraguecendo a fungédo da jungao tecidual, causando inflamagéao
intestinal com subsequente fluxo de metabdlitos microbianos e translocagéo de patégenos
bacterianos para a corrente sanguinea (endotoxemia) e figado. As alteragées na
permeabilidade intestinal, endotoxemia e interacdo com &acidos biliares podem contribuir
para o aparecimento de doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) (59) e
resisténcia a insulina, o que pode ser prevenido pela alimentacéo (80,81).

A auséncia de Caspase 1/11 e do NLRP3 modularam a composi¢cao da microbiota
(fig. 14A e 14B). Os animais Caspase 1/117°, que apresentaram um nivel inicial de
esteatose hepatica quando tratados com dieta SFD (fig. 5), apresentaram a maior
porcentagem (9,2%) de Proteobacterias (associadas com NAFLD) (Tabela 1) quando
comparados aos outros grupos que receberam a mesma dieta, mais de duas vezes maior

que a quantidade encontrada nos animais selvagens.
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Figura 14: Composicédo taxondmica, filos e familias, de microbiota intestinal de animais selvagens (WT),
Caspase 1/11" e NLRP3™ submetidos a dieta normolipidica (SFD) (A e B) ou hiperlipidica (HFD) (C e D)
por 3 meses.
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Os animais que alimentados com dieta HFD tiveram uma modulagdo nos filos
Firmicutes e Bacteroidetes coerente com os dados do ganho de peso (fig. 1). Os animais
Caspase 1/117 apresentaram 62,6% de abundancia de Firmicutes, enquanto que os WT
apresentaram 54,1% e os NLRP3” 47,5%; a abundancia de Bacteroidetes foi de 16,4%,
29,4% e 32,9%, respectivamente (Tabela 2). A relagado entre os dois filos, relacionada
com o ganho de peso e obesidade, foi maior nos animais Caspase 1/11" (F/B: 3,81), mais
que o dobro dos outros grupos alimentados com a mesma dieta (WT F/B: 1,84 e NLRP3
F/B: 1,44).
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Tabela 1: Filos, familias e géneros com abundancia = 1% nos grupos de animais selvagens (WT), Caspase

1/11" e NLRP3" submetidos a dieta normolipidica (SFD).

Taxonomy

WT SFD CASP1/11_/_SFD NLRP3_/_SFD

p__Actinobacteria
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae
p__Bacteroidetes

p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7

p__Firmicutes

p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Other
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Coprococcus
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus]
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g_
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum
p__Proteobacteria
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__
p__Verrucomicrobia

1.2%
1.2%
18.9%
10.2%
10.2%
0.5%
0.5%
0.5%
7.7%
73.1%
0.0%
0.0%
6.7%
6.7%
0.9%
3.4%
13.1%
15.4%
15.2%
13.6%
1.1%
2.5%
1.5%
4.7%
3.8%
1.3%
7.9%
3.2%
4.1%
9.0%
8.5%
3.5%
1.5%
0.7%
0.8%
0.6%
0.0%
3.2%

1.1%
1.0%
33.9%
4.3%
4.3%
4.0%
4.0%
2.9%
22.0%
47.7%
1.8%
1.6%
7.4%
7.4%
1.4%
0.6%
14.2%
4.7%
4.6%
6.8%
0.2%
3.7%
0.8%
0.1%
2.1%
0.2%
7.4%
3.6%
3.1%
0.9%
0.3%
9.2%
2.2%
1.1%
1.0%
6.5%
6.1%
8.0%

1.1%
0.6%
21.0%
4.9%
4.9%
1.4%
1.4%
2.4%
11.4%
55.6%
0.3%
0.3%
8.2%
8.2%
0.7%
0.9%
14.6%
3.9%
3.8%
8.2%
0.2%
3.8%
0.8%
0.3%
3.0%
0.3%
14.9%
9.6%
4.5%
2.3%
1.4%
4.1%
1.4%
0.9%
0.4%
2.5%
2.3%
17.8%
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Tabela 2: Filos (p_), familias (f_) e géneros (g_) com abundéancia = 1% nos grupos de animais selvagens
(WT), Caspase 1/11” e NLRP3™ submetidos a dieta normolipidica (HFD).

Taxonomy WT HFD CASP1/11_/_HFD NLRP3_/_HFD
p__Actinobacteria 1.5% 0.5% 1.2%
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae 1.0% 0.5% 0.6%
p__Bacteroidetes 29.4% 16.4% 32.9%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae 12.6% 3.4% 8.7%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides 12.6% 3.4% 8.7%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae 0.8% 0.8% 1.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides 0.8% 0.8% 1.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae 1.1% 1.3% 2.5%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7 13.7% 10.3% 19.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae] 1.1% 0.0% 0.0%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__[Prevotella] 1.1% 0.0% 0.0%
p__Firmicutes 54.1% 62.6% 47.5%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae 4.0% 1.2% 4.1%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 4.0% 1.2% 4.1%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other 2.6% 1.1% 0.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__ 6.7% 23.0% 14.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae 11.4% 5.5% 2.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__ 11.3% 5.4% 2.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae 11.4% 13.7% 8.0%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Other 1.9% 0.6% 0.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 2.1% 8.6% 4.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 1.9% 0.1% 0.1%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 5.3% 3.7% 2.5%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae 1.0% 0.4% 0.2%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae 8.5% 14.4% 10.0%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__ 5.1% 8.2% 5.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 2.6% 5.1% 3.9%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae 6.4% 1.0% 5.1%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ 0.1% 1.0% 0.7%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum 6.3% 0.0% 4.4%
p__Proteobacteria 3.8% 13.3% 10.8%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae 1.4% 2.2% 2.5%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__ 0.0% 1.4% 1.9%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio 1.4% 0.7% 0.4%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae 1.3% 10.9% 8.2%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__ 0.0% 10.8% 1.7%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__Helicobacter 1.3% 0.0% 0.1%
p__Verrucomicrobia 10.9% 6.8% 71%

Também foram vistas outras modificacdes relacionadas a obesidade na microbiota
desses animais Caspase 1/117", como o aumento da populagdo de Proteobacterias, ja
observado nos animais de mesmo genaétipos que foram alimentados com a dieta SFD, e a
diminuicdo de bactérias com efeito benéfico para o hospedeiro como Actinobacteria e
Verrucomicrobia (80,82,83).

A andlise de sequenciamento de 16S rDNA é uma analise qualitativa e nos fornece
dados quanto a diversidade e abundancia dos grupos. Uma vez construida a tabela de
OTU (Operational Taxonomic Units), existem diversos possiveis resultados. Foi analisada
a diversidade alfa, que é usada para medir a diversidade dentro da amostra calculando-se
um valor para cada amostra, através do grafico de descrigdo PD_whole_tree, que mostra
a rigueza e a abundancia de espécies presentes em uma amostra considerando a
proximidade filogenética dessas espécies (fig. 15A e 16A). Nao houve diferenga quanto
ao numero de espécies encontradas nos animais que receberam SFD (fig. 15A) ou HFD
(fig. 16A).
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Foi analisada também a diversidade beta, que compara as amostras e os grupos
entre si, a diversidade beta fornece uma medida da distancia ou dissimilaridade entre as
amostras. No caso, como temos mais de duas amostras, a estatistica é calculada para
cada par de amostras para gerar uma matriz de disténcia (fig. 15B e 16B). Podemos
observar que em ambos os tratamentos, os animais NLRP3” apresentaram um
distanciamento em relagdo aos animais controles, porém mais significativo com a dieta
HFD (fig. 16B). J& os animais Caspase 1/117 apresentaram um distanciamento em
" quando alimentados com a dieta padrdo (SFD) (fig. 15B) e
em relacdo aos animais WT quando alimentados com a dieta HFD (fig. 16B).
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Figura 15: Diversidade da composicao filogenética da microbiota intestinal de animais selvagens (WT),
Caspase 1/1 1" e NLRP3" submetidos a dieta normolipidica (SFD) por 3 meses. Diversidade alfa: descrigéo
PD_whole_tree (A); diversidade beta: matriz de distancia UniFrac ponderado (weighted_unifrac) (B), arvore
de diversidade UniFrac ndo ponderado (unweighted_unifrac) (C) e PCoA plot de dispersdo UniFrac nao
ponderado (unweighted_unifrac).
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Figura 16: Diversidade da composicao filogenética da microbiota intestinal de animais selvagens (WT),
Caspase 1/11" e NLRP3" submetidos a dieta hiperlipidica (HFD) por 3 meses. Diversidade alfa: descricéo
PD_whole_tree (A); diversidade beta: matriz de distancia UniFrac ponderado (weighted_unifrac) (B), arvore
de diversidade UniFrac ndo ponderado (unweighted_unifrac) (C) e PCoA plot de dispersdo UniFrac nao
ponderado (unweighted_unifrac).

Ainda, analisamos a diversidade beta por UniFrac ndao ponderado
(unweighted_unifrac), que usa a presenga e auséncia de OTUs e filogenia para comparar
as amostras, mostrando o quao semelhantes essas amostras sdo quando comparadas as
diversidades de espécies das amostras. A partir dessa analise, foi possivel a construgao
da arvore de diversidade das amostras (fig. 15C e 16C), na qual € possivel o
agrupamento das amostras. Nota-se que os grupos de animais WT, em ambas as dietas,
apresentaram uma total clusterizagdo, o que ndo foi visto nos animais nocautes,
mostrando que o gendtipo tem uma importancia na diversidade das amostras. Uma vez
tratados com dieta HFD, os animais dos grupos de animais nocautes ficam ainda mais
dispersos, mostrando mais uma vez que a dieta tem um papel diferente nos animais
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nocautes para proteinas do complexo NLRP3. Podemos observar uma maior dispersao
das amostras nos grupos que receberam a dieta HFD (fig. 16D), com maior
distanciamento dos grupos Caspase 1/117" e WT, conforme ja visto na figura 15B. Dos
animais que receberam a dieta SFD, o maior distanciamento foi entre os grupos NLRP3"
e WT.

5.2. Experimentos ex vivo

5.2.1. O inflamassoma NLRP3 modula a abundancia dos tecidos adiposos

Os tecidos adiposos branco (WAT) e marrom (BAT) tem origens e fungdes
diferentes. O BAT é um importante site de termogénese e o WAT se mostra como um
depdsito energético (84).

Constatado o diferente metabolismo energético e lipidico de animais Caspase 1/117"
e NLRP3™ | investigamos a abundancia desses tecidos em animais selvagens (WT) e

nocautes para Caspase 1/11 e NLRP3.
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Figura 17: Peso do tecido adiposo branco (WAT) (A) e marrom (BAT) (B) de animais selvagens (WT),
Caspase 1/1 17 e NLRP3™. Tecidos retirados da tuba uterina (WAT) e intra-escapular (BAT). O peso dos
tecidos esta apresentado como porcentagem do peso do animal. Os resultados estdo expressos em forma
de média + desvio padrao (n=13). Analise estatistica realizada por Anova, onde (**) representa p<0,01, (***)
representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001.

Foi observado um aumento do WAT nos animais Caspase 1/117 quando
comparados aos animais WT e NLRP3™, enquanto ha uma diminuicado do BAT em ambos
os grupos nocautes. Tendo o WAT papel conhecido na adipogénese e o BAT um papel

protetor contra a obesidade.
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5.2.2. O papel diferencial de adipécitos marrons e brancos na ativagao de

macroéfagos

A inflamacao proveniente do tecido adiposo é considerada uma das principais
forcas motrizes para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 em
individuos obesos. As fungdes convencionais e especificas dos macrofagos presentes no
tecido adiposo branco séo ligadas a mudangas metabdlicas e inflamatérias que ocorrem
durante o desenvolvimento da obesidade (85).

Macrofagos podem compreender até 40% das células no tecido adiposo de obesos
e podem ser divididos em duas classes, M1 (perfil pré-inflamatério) e M2 (perfil anti-
inflamatoério). Macrofagos M1, residentes do WAT de pessoas obesas, secretam
mediadores pro-inflamatorios incluindo prostaglandina E2 (PGE2), IL-1B, IL-6 e TNFa,
enquanto os macrofagos M2, induzidos por citocinas Th2, sédo distintos e funcionalmente
associados a remodelagado de tecidos e imunossupressao. Desta forma, os macrofagos

desempenham um papel importante na inflamagéo do tecido adiposo (17).
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Figura 18: Quantificacdo de citocinas em macrofagos derivados de medula éssea (BMDM) cultivados por
24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 171117 e
NLRP3". As citocinas TNF-a (A), IL-12 (B), TGF-B (C) e IL-33 (D) foram dosadas por ELISA. Os resultados
estdo expressos em forma de média + desvio padrédo (n=13). Andlise estatistica realizada por Anova, onde
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onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01, (***) representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001;
(#) representa a diferenca comparado ao nao estimulado (UNS).

Foram dosadas as citocinas pro-inflamatorias TNF-a (fig. 18A) e IL-12 (fig. 18B) e
anti-inflamatérias TGF-B (fig. 18C) e IL-33 (fig. 18D). As duas primeiras estédo ligadas a
polarizagcdo M1 e as demais a M2. Foi visto padrao semelhante entre as citocinas, TNF-a
e IL-12 tiveram uma produgdo diminuida nos macrofagos estimulados com
sobrenadantes de BAT em relac&o ao sobrenadante de WAT de animais WT; ja a citocina
TGF-B aprensentou um aumento nos macrofagos estimulados com sobrenadantes de

BAT em relacédo ao sobrenadante de WAT de animais WT.
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Figura 19: Biogénese de corpusculo lipidico em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) cultivados
por 24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 1/1 17 e
NLRP3”. A marcagédo foi feita com Oil Red (microscopia) (B) e sonda BODIPY (Citometria) (A). Os

resultados estdo expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MFI). A leitura foi feita por FACS no
canal FITC/FL1.
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O resultado mostra uma maior formagao de corpusculos lipidicos nos macrofagos
derivados de medula 6ssea quando estimulados pelos produtos de secrecdao dos
adipdcitos (fig. 19). No estimulo de macréfagos de camundongos selvagens, foi
observada uma maior formacao de corpusculos lipidicos quando estimuladas pelo tecido
adiposo marrom, mostrando assim, a relacao desse tecido na ativagao celular visto que a
biogénese de corpusculos lipidicos marca ativagao celular e estes sdo importantes sitios
de sintese e armazenamento de mediadores inflamatdrios lipidicos (67). O inflamassoma
NLRP3 também tem um papel importante nesse processo, visto que quando o estimulo é
depletado dos componentes do inflamassoma, a modulacdo muda: na auséncia das
caspases 1 e 11, as células estimuladas com o tecido adiposo marrom apresentaram
maior biogénese de CLs; e na auséncia da NLRP3 ambos os estimulos aumentaram a
biogénese na mesma proporgao.

Foi ainda dosado 6xido nitrico (fig. 20). Os dados mostram que, comparado ao nao
estimulado, o tecido adiposo induz a producao de 6xido nitrico, que € um marcador de

ativacao celular em macrofagos.
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Figura 20: Produgdo de 6xido nitrico (NO) em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) cultivados
por 24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 1/1 17 e
NLRP3". Foi usado reagente de Greiss para a reagao colorimétrica e a quantificacao foi feita a partir de
curva de concentragao previamente conhecida. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio
padrdo (n=8). Analise estatistica realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01 e
(***) representa p<0,005.

Quando estimulados com os tecidos adiposos selvagens, houve maior produgao de
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oxido nitrico nos macréfagos estimulados com o tecido adiposo branco do que com o
marrom, mostrando que o tecido adiposo branco esta causando maior ativagao celular
nessas células. Esse padrao se repete quando os tecidos adiposos sdo nocauteados para
os componentes do inflamassoma, o que sugere que o inflamassoma NLRP3 nao
participa ativamente dessa ativacgao.
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6. Discussao

As caspases sdo uma familia de proteases de cisteina intracelular que tém um
papel importante na proliferagdo, inflamagdo e morte por apoptose (86). A caspase-1,
também conhecida como enzima conversora de IL-1B, foi a primeira caspase a ser
descoberta e foi originalmente caracterizada como o ativadora de as citocinas pro-
inflamatérias de IL-1B e IL-18 (87). Ja foi visto que a deficiéncia de IL-18 em
camundongos conduz a hiperfagia, a resisténcia a insulina e obesidade (88), fato que
pode estar associado aos nossos achados, onde animais depletados de caspase 1/11
tiveram o maior ganho de peso. Esse maior ganho de peso nos animais nocautes esta
também associado ao sexo e idade, animais machos nocautes para caspase-1,
submetidos a dieta hiperlipidica (45% de gorduras), ganharam massa gorda extra apos 16
semanas de tratamento, j4 as fémeas demoraram 28 semanas; ainda, os machos
nocautes atingiram um aumento de massa gorda mesmo com ragao normolipidica (10%
de gorduras) apos 40 semanas (23). No presente estudo, com apenas fémeas, todos os
grupos que receberam dieta HFD apresentaram aumento de significativo de peso (= 30%
em relacdo ao grupo de mesmo gendtipo com dieta SFD) apds 15 semanas de
tratamento; porém, apenas os animais nocautes para caspase 1/11 apresentaram um
aumento do figado, com presenga de nivel inicial de esteatose hepatica, indicando uma
possivel disfungdo do metabolismo lipidico.

A reducéao na expressao de NLRP3 no tecido adiposo de esta associada com uma
inflamagdo diminuida e melhora da sensibilidade a insulina em pacientes diabéticos
obesos de tipo 2 (89). No mesmo estudo a ablagdo de NLRP3 impediu a ativagao do
inflamassoma induzida pela obesidade em depdsitos de gordura e no figado, juntamente
com aumento na sinalizacdo de insulina. Desta maneira, mostrando a importancia do
NLRP3 no desenvolvimento da obesidade, bem como na inflamacido e resisténcia a
insulina a ela associadas (89). A proteina ASC, necesséria para a montagem e ativagao
dos inflamassomas NLRP3 e AIM2, também ja foi associada ao ganho de peso e a
resisténcia a insulina. A auséncia de ASC diminui o ganho de peso em animais machos
submetidos a uma dieta HFD (60% de lipideos) por 12 semanas, bem como aumentou a
sensibilidade a insulina nesses animais, diminuindo os niveis séricos de glicose e insulina
(90). De maneira semelhante, fémeas nocautes para ASC e para NLRP3 alimentadas
com HFD por 12 meses apresentaram uma significante melhora na agdo da insulina
quando comparadas ao grupo controle, além de uma protecdo as células pancreaticas
(91).
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Nossos dados vao de encontro aos trabalhos acima, uma vez que os animais
NLRP3” e ASC” foram os que tiveram menor ganho de peso. Corroborando com a
literatura, nossos achados mostram que animais nocautes para ASC e NLRP3
apresentaram um ganho de peso igual ou menor quando comprados aos animais
selvagens apds 15 semanas de tratamento com dite HFD, diferente dos animais nocautes
para capase 1/11 e caspase 11, que apresentram um ganho de peso maior. A diferencga
no aumento de massa gorda nos animais fica evidente na figura 2, que mostra o acumulo
de tecido adiposo abdominal e visceral.

O acumulo de gordura no figado, ou esteatose hepatica, pode ser causado por uso
excessivo de alcool ou por uma ingestdo de gorduras maior que o figado é capaz de
metabolizar, havendo assim uma deposi¢do dessa gordura em macrovesiculas nos
hepatdcitos (92). A esteatose provoca doengas metabdlicas também ligadas a obesidade
tais como a hipertenséao, diabetes ou dislipidemia por afetar a resisténcia a insulina (93), e
aumenta o risco de complicacdes cardiacas e mortalidade por doencgas cardiovasculares
(92). Em estudo recente, foi mostrada a necessidade de ativacdo do inflamassoma
NLRP3 no desenvolvimento da esteatose hepatica, camundongos NLRP3” foram
protegidos a longo prazo contra hepatomegalia, lesdes hepaticas e infiltragdo de
macrofagos ativados, quando comprados a animais selvagens (94). Isso poderia explicar
a esteatose diminuida do grupo NLRP3” submetidos & dieta hiperlipidica (HFD)
comparada a esteatose do grupo WT ou Caspase 1/1 17" submetidos & dieta hiperlipidica
(HFD).

A relacdo de problemas cardiovasculares com a esteatose, apesar de bem
estabelecida, se mantém n&o muito clara em relacido aos mecanismos pelos quais ocorre.
E possivel que essa relacdo seja explicada pelo fato de a esteatose ser um marcador do
disturbio metabdlico. Além disso, a esteatose por si s6 pode contribuir para o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica (95), que poderia
prejudicar o funcionamento cardiovascular. A prevaléncia de doenga coronaria, infarto do
miocardio e acidente cardiovascular sao aproximadamente trés vezes maior em
individuos com sindrome metabdlica do que naqueles sem sindrome (96).

Condizente com os dados anteriores, o grupo Caspase 1/117" submetidos a dieta
hiperlipidica (HFD), que teve o maior ganho de peso e apresentou maio nivel de
esteatose hepatica, apresentou uma maior biogénese de corpusculo lipidico. Essa maior
ativagao celular pode estar ligada a uma compensagao pela falta de IL-18 causada pela
auséncia de caspase 1, que foi intensificada com o aumento de peso e/ou dieta
hiperlipidica.
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Outros agentes importantes para o processo inflamatério sdo as espécies reativas,
que levam ao dano celular e, consequentemente, ao estabelecimento da inflamacao, um
dos muitos mecanismos de ativacdo do inflamassoma NLRP3 é através de ROS (97).
Espécies reativas como ROS e NO sdo produzidas durante o metabolismo celular e
indicam uma alta atividade. A biodisponibilidade do NO é diminuida na obesidade e
resisténcia a insulina, bem como o aumento nos niveis de NO tem efeitos sobre a
obesidade e diabetes (98). No presente trabalho, animais nocautes para a proteina
NLRP3, que tiveram o menor ganho de peso apds a dieta HFD, apresentaram uma
producédo exacerbada de ROS comparado aos animais selvagens, bem como uma alta
producao de NO.

Também ligada a inflamagao e obesidade, a microbiota intestinal apresenta-se como
uma chave na modulagao da obesidade, bem como dos possiveis danos causados pela
sindrome metabdlica. Determinados filos presentes no intestino podem modular o
metabolismo a partir de seus metabdlitos langados no corpo, bem como gerar uma
inflamagédo sistémica através da perda da barreira intestinal e a entrada de
microorganismos e LPS na corrente sanguinea.

As Proteobacterias produzem alcool e estdo substancialmente aumentadas em
pacientes com esteatose. Foi visto que 0 aumento da abundancia de bactérias produtoras
de alcool na microbiota de pacientes com NASH (6,03%), bem como a elevagao da
concentragdo de etanol no sangue desses pacientes com NASH; o papel bem
estabelecido do metabolismo do alcool no estresse oxidativo e, consequentemente, a
inflamagdo do figado sugerem um papel para a microbiota produtora de alcool na
patogénese de NASH (99). Nossos resultados de andlise filogenética mostram que os
animais Caspase 1/117", que apresentaram esteatose hepatica, apresentaram também os
maiores niveis de proteobactérias, chegando ao dobro do encontrado nos demais grupos
que receberam a mesma dieta.

A relagdo entre a razdo Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) e a obesidade ja estd bem
estabelecida. Em estudo usando animais ob/ob e diferentes dietas, foi observado o
aumento da razao F/B nos animais obesos alimentados com dieta hiperlipidica, mas a
comparagao com animais WT que receberam a mesma ragao mostrou que os resultados
eram principalmente pela dieta rica em lipideos e n&do pela obesidade genética (100); o
que nos leva a concluir que, apesar do fator genético influenciar na diversidade e
abundancia da microbiota intestinal, a dieta hiperlipidica agiu como fator intensificador e
decisivo para a distribuigcao filogenética da microbiota intestinal desses animais.

O acumulo de gordura no tecido adiposo, bem como a infiltragdo de células
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imunolégicas nesse tecido, estdo intimamente ligados a ativacéo do inflamassoma, com
liberacao de citocinas, e com o estabelecimento da inflamacao sistémica crénica presente
na obesidade.

O tecido adiposo branco reconhecido como um importante 6rgdo enddcrino
metabolicamente ativo (9) e é responsavel por regular o balango energético mediante
processos de lipogénese e lipdlise (5). No desenvolvimento de obesidade, as células de
gordura aumentada produzem e liberam fatores paracrinos proliferativos como
controladores internos da proliferacao de pré-adipdcitos e sua resposta proliferativa é
modulada por estimulos neurais ao tecido adiposo e / ou aos fatores séricos. Em todos os
casos, os fatores paracrinos parecem desempenhar um papel fundamental. O tecido
adiposo é responsavel pela secregao de diversas citocinas e adipocinas (IGF I, TGF-j3,
TNF-a, fator estimulante de colénias de macréfagos (MCSF), angiotensina Il, acido
autotaxin-lisofosfatidico (ATX-LPA), leptina, resistina) que podem ter acdo local ou
sistémica e implicam na modulagao da adipogénese (9).

Jad o BAT pode proteger contra a obesidade por causa da sua atividade
termogénica. Os seus processos termogénicos ocorrem através de uma propriedade
bioquimica unica das mitocdndrias em adipdcitos marrons, em que a proteina
desacopladora-1 (UCP1), desacopla fisiologicamente a cadeia respiratéria (101). Estudos
experimentais em roedores mostraram que a termogénese induzida pela dieta em BAT
possa proteger contra a obesidade. Ablagdo de BAT e silenciamento do gene que codifica
a UCP1 demonstraram sensibilizar os organismos para a obesidade em varios contextos
experimentais (102), enquanto que os modelos genéticos de obesidade ob/ob mostram
frequentemente inibicdo anormal da atividade BAT (8).

Animais Caspase 1/117 apresentam, de forma constitutiva, um aumento do WAT e
uma diminuicdo do BAT. Essa caracteristica pode estar ligada a maior tendéncia ao
ganho de peso; mais que isso, mostra que essas importantes proteinas para o processo
inflamatdrio estdo modulando a abundancia dos diferentes tecidos adiposos.

Os macrofagos, células imunoldgicas que também estdo infiltradas no tecido
adiposo, estdo associadas ao estabelecimento da inflamacdo nesse tecido e podem
assumir caracteristicas anti ou pro-inflamatérias, de acordo com a polarizagédo assumida.
Uma vez estimulados com sobrenadante de WAT, os macrofagos tiveram uma maior
secregcao de TNF-a e IL-12, citocinas pro-inflamatdrias; mas quando estimulas com
sobrenadante do BAT, houve um aumento de TGF-B, citocina anti-inflamatdria.
Corroborando com a ideia de que o WAT induz um ambiente pré-inflamatério e o

BAT,anti-inflamatdério. Uma vez utilizados para estimulo WAT e BAT de animais Caspase
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1/117, o perfil de secrecdo dos macréfagos é modificado, mostrando que o inflamassoma
NLRP3 tem papel fundamental na ativagdo desses macréfagos.

De maneira semelhante, a biogénese de corpusculo lipidico, também associado a
ativagcao celular, se mostra diferente nos macréfagos estimulados com sobrenadante de
WAT ou BAT e na presenca ou auséncia de proteinas do inflamassoma nesses tecidos.
Isso mostra o papel do inflamassoma NLRP3 neste processo, pois quando as células sao
estimuladas por sobrenadantes de adipdcitos depletados das proteinas caspase 1 e 11 e
NLRP3 do inflamassoma, a indugdo da biogénese de corpusculo segue um padréao
diferente. Sendo assim, o tecido adiposo tem um papel na ativagdo celular de
macrofagos, e mais, ha a participagcdo do inflamassoma NLRP3 neste processo. Além
disso, o BAT induz uma maior ativagao quando comparado ao WAT.

Em conjunto, os resultados indicam que WAT e BAT podem modular de maneira
diferente a ativacdo de macrofagos. BAT aumenta o teor de lipidios intracelulares e WAT
aumenta a produgao de 6xido nitrico, mostrando diferentes sinais de ativagdo devido a
diferentes estimulos. Em adi¢do, a analise observada usando tecido knockout NLRP3
sugere que este complexo desempenha um papel importante na ativagado de macrofagos

regulada pelo tecido adiposo.
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7. Conclusao

- O inflamassoma NLRP3, principalmente as caspases 1 e 11, tem um importante
papel no estabelecimento da obesidade

o Animais Caspase 1/117 tiveram um aumento no ganho de peso apds
tratamento com dieta HFD em relagdo aos demais grupos com o mesmo
tratamento, com sinais de sindrome metabdlica: cardiomegalia,
hepatomegalia e esteatose, maior biogénese de corpusculos lipidicos, logo
uma maior atividade celular.

o Independentemente da obesidade, os animais Caspase 1/117 apresentaram
aumento de moléculas apresentadores de antigenos lipidicos (CD1d) em
células do lavado peritoneal.

o Os animais obesos ASC” também apresentaram hepatomegalia e glicemia
de jejum alterada.

o Os animais obesos NLRP3™ tiveram um aumento do estresse oxidativo
através da maior produgao de ROS e NO, demonstrando um aumento da
atividade celular.

- A andlise lipiddbmica dos figados dos animais mostraram uma maior clusterizagéo
nos grupos de animais obesos, indicando uma maior diversidade lipidica e de metabdlitos
entre os grupos e uma maior homogeneidade entre os animais do mesmo grupo.

- A auséncia de Caspase 1/11 e do NLRP3 modulou a composi¢ao da microbiota e a
dieta hiperlipidica intensificou essa modulagao

o Havia uma diversidade das populacbes de bactérias nos diferentes
gendtipos, essa diversidade foi aumentada nos animais obesos, diminuindo
a distancia entre os grupos.

o Os animais Caspase 1/11”" n3o obesos, que apresentaram hepatomegalia,
apresentaram maior abundéancia de Proteobacterias), filo relacionados com a
esteatose.

o Os animais Caspase 1/11” obesos, que tiveram o maior ganho de peso,
apresentaram a maior razao entre Firmicutes/Bacteriodetes, relacionada
com a obesidade

- O inflamassoma NLRP3 influencia a distribuicdo dos tecidos adiposos

o Animais depletados para as proteinas do inflamassoma tiveram um aumento

do tecido adiposo branco (Caspase 1/117") e uma diminuigdo do marrom

(Caspase 1/11” e NLRP3™).
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- O inflamassoma NLRP3, bem como os diferentes tipos de tecidos adiposos,

também possui papel no processo de ativagao dos macrofagos

o Células estimuladas por sobrenadantes de BAT aumentaram a biogénese de

CL em relagédo as estimuladas com WAT, uma vez os tecidos depletados
para as proteinas do inflamassoma, essa relacéo é invertida, principalmente
Caspase 1/11.

O WAT induz uma maior producdo de NO nos macréfagos,
independentemente do inflamassoma NLRP3.

Citocinas pro-inflamatoéria sdo mais secretadas por células estimuladas com
sobrenadante de WAT, esse perfil € modificado para uma maior produgao
nas células estimuladas com BAT quando os sobrenadantes sdo de tecidos
Caspase 1/11" ( TNF-a e IL-12) e NLRP3” (IL-12); citocinas anti-
inflamatdérias tem uma maior secrecdo por células estimuladas por BAT
(TGF-B) e, de maneira semelhante, € aumentada para WAT quando o tecido
adiposo é depletado para Caspase 1/117 e NLRP3™ (IL-33). Sugerindo que
o complexo NLRP3 desempenha um papel importante na ativacdo de

macrofagos regulada pelo tecido adiposo.

- WAT e BAT, bem como os exossomos por eles secretados, tem papel na

modulagao dos parametros carcinogénicos do cancer de mama

o

o

Ambos os adipécitos induziram nas células tumorais um aumento na
viabilidade celular e do ciclo celular.

A ativagdo das células tumorais € maior quando estimuladas com
sobrenadante de WAT, tendo um aumento da producéo de espécies reativas
(NO e ROS) e da biogénese de CL pelas 4T1, uma vez retirados os

exossomos, as células se tornam mais ativadas com o estimulo de BAT.
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Anexo |

A tabela abaixo mostra a composicao das dietas usadas no experiment in vivo,
sendo: a ragédo controle ou dieta AIN-93M ou standard fat diet (SFD), e a ragéo
hiperlipidica ou dieta AIN-93M com 45% de lipideos ou high fat diet (HFD).

Componentes g/Kg de ragdo controle g/Kg de ragdo hiperlipidica

Amido de milho 397,474 279,521
Amido de milho dextrinizado 131,996 131,996
Sacarose 99,997 0,000

Celulose 49,998 49,998
Caseina 199,994 178,240
Oleo de soja 69,998 174,410
Manteiga (80% de gordura) 0,000 145,342
Leite condensado 0,000 133,714
Mistura mineral 34,999 34,999
Minstura vitaminica 10,000 10,000
L-cistina 3,000 3,000

Bitartarato de colina 2,500 2,500

Hidroquinona 0,014 0,014
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