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“There are naive questions, tedious questions, ill-phrased questions, questions put after
inadequate self-criticism. But every question is a cry to understand the world. There is

no such thing as a dumb question.”

Carl Sagan, The Demon-Haunted World: Science as a Candle in the Dark.


https://www.goodreads.com/author/show/10538.Carl_Sagan
https://www.goodreads.com/work/quotes/252618
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RESUMO

O envelhecimento e a senescéncia celular sdo caracterizados pela perda de
homeostase e aumento da vulnerabilidade do organismo. A obesidade tem sido
associada ao envelhecimento precoce, o qual parece estar relacionado ao acimulo de
células senescentes e a um perfil pré-inflamatdrio, pré-oxidativo e genotéxico. Assim,
nosso objetivo foi investigar pardmetros de imunosenescéncia e de inflamacdo em
células mononucleares de sangue periférico intactas quando expostas ao plasma de
individuos portadores de obesidade. Para isso, utilizamos células mononucleares de um
doador nao relacionado incubadas com meio RPMI 1640 contendo 10% de plasma de
individuos controle (n=9) ou portadores de obesidade (n=9) por 4 ou 24 horas.
Avaliamos parametros de viabilidade celular (ensaio MTT), morfometria nuclear (NMA),
secrecdo de citocinas, expressdo génica de p21°®! e imunosenescéncia de linfécitos T
auxiliares (CD4+) e citotdxicos (CD8+) apds 24 horas e 120 horas de cultura. Nossos
resultados demonstram uma reducdo na viabilidade das células mononucleares
incubadas com o plasma de individuos portadores de obesidade apds 24 e 120 horas.
Entretanto, ndo observamos diferenca em relacdo a morfometria nuclear, a qual reflete
parametros de apoptose e senescéncia. Ap6s 120 horas de incubacdo posteriores as 4h
de exposicdo ao plasma de pacientes obesos, observamos um perfil secretor pro-
inflamatdrio (IL-1B, IL-8 e TNF-a) aumentado. Apds 24h de exposicdo ao plasma, além
do aumento de IL-6, IL-1B e IL-8, observamos maior expressdo da citocina anti-
inflamatdria IL-10. Essa transformacao foi acompanhada pela modulag¢do dos linfocitos
T, CD4+ e CD8+ para o perfil imunosenescente. Nossos resultados salientam o potencial
de imunomodulacdo de células mononucleares pelo plasma de pacientes com

obesidade para um fendtipo senescente e pré-inflamatdrio.



Palavras-chave: Analise morfométrica nuclear (NMA), células mononucleares,

inflamacao, obesidade, senescéncia celular.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento e senescéncia celular

O envelhecimento é caracterizado pela perda progressiva de homeostase e
acarreta no comprometimento de fungdes essenciais a sobrevivéncia, aumentando a
vulnerabilidade do organismo. O acumulo de danos celulares em niveis diversos é hoje
considerado a principal causa de envelhecimento e decorre de um processo
multifatorial sobre o qual atuam tanto fatores externos, ambientais e sociais assim como
fatores internos, genéticos e biolégicos [1].

Algumas doencas cronicas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doenca cardiovascular (CVD), Alzheimer (AD) e alguns tipos de cancer [2, 3, 4] tém sido
associadas com o envelhecimento precoce do individuo. Trabalhos recentes tém
apontado uma correlagdo negativa entre obesidade e o comprimento telomérico (um
biomarcador de envelhecimento) em células brancas do sangue [5, 6], um forte indicio
de envelhecimento celular precoce nesses pacientes.

A nivel celular, a senescéncia pode ser definida como uma parada permanente
de ciclo celular em células proliferativas, acompanhada por alteracées no secretoma e
na morfologia da célula. Embora nos individuos adultos seja majoritariamente associada
com a parada da capacidade replicativa, a senescéncia celular € um mecanismo de
grande importancia para manutencdo da homeostase tecidual tanto na fase
embrionaria, onde existe um mecanismo ativo de remodelagao tecidual [7], quanto na
fase adulta, onde atua como um mecanismo ativo anti-tumoral promovendo a remogao
de células com alta taxa de dano ao DNA ou potencialmente oncogénicas. Porém, a

eficiéncia desse mecanismo de remoc¢do depende da funcdo das células do sistema
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imune inato, principalmente mondcitos e macréfagos, os quais eliminam as células
senescentes afim de ndo comprometer a funcao tecidual [1].

Com o envelhecimento fisioldgico, no entanto, ha diminuicdo na capacidade do
organismo em promover uma resposta imune efetiva devido a perda de funcdo das
células do sistema imune, as quais também podem se tornar senescentes - ou
imunosenescentes [8]. Entretanto, em condi¢des patolégicas como a obesidade, onde
se observa um perfil de inflamacao sistémico cronica de baixo grau resultante de um
desbalanco entre vias pré e anti-inflamatdrias [9] e estresse oxidativo, a senescéncia
pode ser induzida de forma precoce e mais abruptamente. Esse fenétipo tem sido
denominado inflammaging [10, 11].

A inflamacdo associada ao envelhecimento é multifatorial, mas pode ser
relacionada ao acimulo de dano tecidual, a ineficiéncia do sistema imune na remocao
de patdgenos e de células disfuncionais, resposta inflamatéria descontrolada, ao
secretoma com perfil pré-inflamatério das células senescentes, entre outros fatores [1].
Enquanto o desbalango pré-inflamatério sistémico leva as células do sistema imune a
entrar no estado senescente, estas células passam a produzir ainda mais citocinas pro-
inflamatérias, acarretando em um sistema que se retroalimenta positivamente.

A imunosenescéncia se caracteriza por deficiéncia na producdo (hematopoiese),
maturacdo e funcdo de células B e T na medula éssea e timo por acimulo excessivo de
dano [12], além da atrofia do timo observada com o avancgo da idade [13].

Esse perfil se reflete a nivel sistémico e pode ter impacto exponencial sobre o
envelhecimento, uma vez que as células do sistema imune sdo de extrema importancia
na remocdo de células disfuncionais dos tecidos [1]. Assim, a perda de eficiéncia por

células do sistema imune na eliminacdao de células senescentes em diversos tecidos
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compromete o organismo de forma global e diferencial e amplifica o estado senescente

em diversos 6rgaos.

1.2 Obesidade como modelo de inflamagéo e envelhecimento precoce

A obesidade é uma doenga crbénica ndo transmissivel caracterizada pelo acimulo
excessivo de gordura corporal cuja prevaléncia tem aumentado significativamente nos
ultimos anos segundo dados da Organizacgdo Mundial da Saude [53]. A expansdo
exacerbada do tecido adiposo pode levar ao aumento do nimero de células apoptodticas
e, consequentemente, ao recrutamento de macréfagos, induzindo um perfil pro-
inflamatdrio. Evidéncias recentes tém associado o desbalanco inflamatério e oxidativo
observado em individuos portadores de obesidade com o desenvolvimento de doencas
tipicamente relacionadas ao envelhecimento como DM2, doencas cardiovasculares [4]
e inclusive alguns tipos de canceres.

Outras evidéncias mais diretas também sugerem a associacdo entre obesidade e
envelhecimento celular prematuro, como o encurtamento telomérico em células
brancas do sangue de mulheres portadoras de obesidade [14]. Telobmeros sao um
biomarcador de envelhecimento celular localizados na extremidade dos cromossomos
gue tem como func¢do proteger o DNA e que sofrem um encurtamento a cada divisao
celular. Vdrios trabalhos, inclusive dados gerados pelo nosso grupo (manuscrito em
reparacao) demonstram uma associacdo entre encurtamento telomérico acelerado e
obesidade. Assim, o predominio de teldmeros encurtados em individuos portadores de
obesidade corrobora com a ideia de um envelhecimento celular precoce nesses
individuos, uma vez que o encurtamento acelerado de telémeros diante do stress
cronico pode acarretar no acumulo de células disfuncionais observado no

envelhecimento.
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O tecido adiposo tem sido reconhecido como um importante 6rgao enddcrino,
secretando uma série de adipocinas (hormonios, citocinas inflamatdrias, quimiocinas e
hormonios de crescimento, entre outros), as quais estdo envolvidas em diversas vias
[15] e cujos efeitos se refletem a nivel sistémico [11]. Em individuos portadores de
obesidade, a expansao excessiva do tecido adiposo, consequéncia tanto do aumento de
tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) como da sua multiplicacdo (hiperplasia), pode
acarretar em um desequilibrio no perfil de secrecdo dessas adipocinas, além do
recrutamento de células sistema imune relacionadas a resposta inflamatéria Thl (T
auxiliar 1), macréfagos com secrecdo de citocinas com perfil anti-inflamataérias (IL-10 e
TGF-B), células T CD8+ e células T secretoras de interferon (IFN)-y, as quais participam
na regulacdo da homeostasia do tecido visceral [16].

O recrutamento de células do sistema imune se da principalmente devido ao
surgimento de células apoptéticas no tecido adiposo em decorréncia da hipertrofia
dessas células. Os adipdcitos apoptéticos sdao cercados por macréfagos formando
estruturas conhecidas como “crown-like” (semelhante a coroa), marcador de inflamacao
no tecido adiposo. Essa associagdo leva a producdao de uma série de fatores pro-
inflamatdrios - tanto por parte dos adipdcitos quanto pelas células do sistema imune -
gue podem atuar tanto de forma pardcrina quanto enddcrina sobre outros tecidos,
aumentando o risco de desenvolvimento de uma série de doencas como resisténcia

insulinica, hiperglicemia, hiperlipidemia e lesdo vascular [17].

1.3 Fendtipo secretor associado a senescéncia: SASP
As células senescentes exercem grande influéncia sobre as células em seu
entorno e podem e induzir nestas um perfil semelhante ao préprio. A inducdo de

senescéncia em células vizinhas se da em grande parte pelo desbalanco na secrecdo de
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citocinas pro-inflamatdrias, as quais passam a acumular no microambiente tecidual
acarretando em um perfil de “envelhecimento contagioso” (“contagious aging’’) [1].

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um fator de transcricdo pleiotrépico que
governa a sinalizacdo de varios processos celulares comprometidos majoritariamente
com as vias de ativacdo de citocinas pré-inflamatdrias. Tém-se hipotetizado que sua
ativagao cronica esta intimamente relacionada com incidéncia diabetes mellitus tipo 2
(DM2), artrite reumatoide e cancer [18]. Uma consequéncia direta da ativa¢cdo do NF-
kB no contexto genotoéxico, pro- inflamatoério e pré-oxidativo é a inducdo de senescéncia
celular e do fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP) [19] que contribui para a
inflamagdo sistémica.

A constante secrecdo de fatores prdé-inflamatdrios pelo tecido adiposo em
individuos portadores de obesidade acarreta em um perfil de inflamacdo sistémica de
baixo grau, o qual compromete as vias de sinalizagdo da resposta ao dano no DNA (DDR)
[20], acelera o encurtamento telomérico [5], aumenta o estresse oxidativo sistémico
[21] e modula as células para um SASP, as quais passam a retroalimentar o quadro de
inflamacao sistémica [22]. Esses efeitos, decorrentes da para-inflamag¢ao em sujeitos
com obesidade, aumentam o risco para o aparecimento precoce de doencas associadas
com o envelhecimento.

Polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes chaves no controle do ciclo celular,
como o da proteina supressora de tumor p53, das inibidoras de cinases do ciclo celular
(oriundas dos locus CDKN2A/B que codificam para os transcritos alternativos p16'N**A e
p15'NK48)  também tém sido associados diferencialmente com doengas crénicas

associadas com o envelhecimento e obesidade [23]. Esses resultados sugerem uma
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associacao causal entre a regulagdo da resposta imune, a indugao da senescéncia celular
e a expectativa de vida em humanos.

Nesta perspectiva, a obesidade pode ser explorada como modelo de
envelhecimento precoce onde as vias de inflamacao e imunosenescéncia comprometem
de forma diferencial a resposta imune e consequentemente predispdem os individuos

as diversas comorbidades associadas a obesidade.

INFLAMAGAO
Inflamacado sistémica cronica

1 sasp . .
4 ROS t Tecido adiposo OBESIDADE
(hiperplasia e hipertrofia)

¥ DDR SISTEMA IMUNE SENESCENCIA
Telémeros encurtados

t Apoptose
@ pi16
Recrutamento e ativacio de ZZ#B"E
células do sistema imune GATAA
Atrofia do timo \
| Hematopoiese e L. ®?
+Maturagio de células +—— Imunosenescencia Efeito pré-inflamatdrio
Perda de funcio SASP @? Envelhecimento

SASP

! Eliminagdo de células _SASP,  Acumulo de células
senescentes nos tecidos senescentes no tecido

Figura 1. Esquema ilustrando os efeitos sistémicos do acimulo de tecido adiposo e a relagao
entre obesidade, inflamagao e imunosenescéncia. As setas verdes indicam aumento, as setas
vermelhas indicam diminuicdo, os simbolos de interrogacdo demotam falta de evidéncia para
conectar os efeitos assinalados. Abreviaturas: DDR: Resposta de dano ao DNA; ROS: Espécies

reativas do oxigénio; SASP: Perfil senescente associado a secregado.

1.4  Avaliagdo de imunosenescéncia por expressdo de CD28*

A molécula coestimulatéria CD28 tem papel essencial na ativacdo das células T
do sistema imune. Porém, durante o envelhecimento celular ha perda progressiva e
irreversivel de CD28, comprometendo o funcionamento de células T CD8* e CD4*. Essa
perda tem sido associada ao estresse replicativo e encurtamento telomérico acelerado.

Devido a perda irreversivel de funcdo e sua relacdo com estresse, a reducdo na
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expressao CD28+ em uma populagdo celular tem sido utilizado como marcador de

senescéncia em linfécitos T [31].

1.5  p21°Pr

A proteina p21“P! é um inibidor da cinase dependente de ciclina codificada pelo
gene CDKN1A etem sido referida como um importante iniciador da senescéncia celular,
embora a extensdo de seu papel nesse desfecho ainda permanece bastante
controverso. Sabe-se que p21“"! é importante na induc3o da senescéncia, uma vez que
leva a parada de ciclo em G1 apds dano ao DNA de forma dependente de p53. Porém,
tem sido demonstrado que sua expressdo declina apdés o estabelecimento da
senescéncia, indicando que a proteina p21°®! talvez ndo desempenhe um papel na
manutencdo do status senescente. Embora possa ndo ser considerada um bom
marcador para células no estado de senescéncia, pode indicar a inducdo da parada de
ciclo celular em resposta a dano ao DNA, permitindo o reparo do DNA e facilitando a

sobrevivéncia celular [45].

1.6  Andlise Morfométrica Nuclear (NMA)

Alteracdes na morfologia nuclear sdo observadas durante uma série de estados
fisioldgicos como mitose, senescéncia, respostas a estresse, etc., 0 que permite que uma
série de processos sejam inferidos a partir da avaliacdo da morfologia nuclear. A fim de
padronizar essa analise, apds a marcagao do nucleo, utilizamos uma técnica de andlise
morfométrica nuclear que combina quatro parametros (“aspect”, “area box”, “radius
ratio” e “roundness”) de irregularidade para gerar um indice de irregularidade nuclear
(NII) o qual, associado a area nuclear, permite inferir o status celular. Assim, a andlise

morfométrica nuclear (NMA) permite indicar qual propor¢cdo das células na cultura
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encontram-se em senescéncia, apoptose ou apresentam irregularidades nucleares com

base apenas na morfologia nuclear [26].

1.7  Fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP)

Células senescentes sao caracterizadas pela parada do ciclo celular e apresentam
um fenétipo secretor (secretoma) préprio, o qual envolve um aumento na secre¢ao de
citocinas proé-inflamatdérioas como IL-1 (a e B), IL-6 e IL-8. A fim de identificar se houve
inducdo desse perfil secretor pré-inflamatério nas células sauddveis expostas ao plasma
de portadores de obesidade, visamos realizar a deteccdo dessas citocinas pro-
inflamatdrias no sobrenadante das células mononucleares mantidas em cultura. Para
isso utilizamos um kit para delineamento do perfil inflamatdrio, o qual abrange as
citocinas pro-inflamatérias observadas no SASP (IL-18, IL-6 e IL-8) além de TNF-a e IL-12
e da citocina regulatédria IL-10 (normalmente associada a atenuacdo da resposta pro-

inflamatéria) [22].

2. JUSTIFICATIVA
Sabe-se que a obesidade é caracterizada por um perfil pré-inflamatério cronico

e sistémico cujas consequéncias se refletem no envelhecimento precoce das células do
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sistema imune através do encurtamento telomérico. Assim, a modulacdo de células
saudaveis pelo plasma de individuos portadores de obesidade pode representar um
modelo para esclarecer a relacdo entre o ambiente proé-inflamatério e a entrada das

células do sistema imune e demais tipos celulares no estado de senescéncia.
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3. OBIETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar o efeito do plasma de individuos portadores de obesidade na
modulacdo de células mononucleares intactas do sangue periférico averiguando

parametros de inflamacdo e imunosenescéncia.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar parametros associados com viabilidade celular por MTT;

2. Avaliar parametros de senescéncia celular por andlise morfométrica
nuclear (NMA);

3. Avaliar parametros de imunosenescéncia celular pela expressao de CD28

por Fluorescence-activated cell sorting (FACS);
4, Avaliar a expressdo génica relativa de p21“"! pela rea¢do em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR);

5. Quantificar a secrec¢do de citocinas associadas ao fendtipo de senescéncia

(IL-6, IL-8, IL-1B e TNF) e da citocina regulatéria IL-10 por FACS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Participantes do estudo

Esse trabalho faz parte de um projeto maior em andamento denominado
“Avaliagdo do comprimento dos telbmeros em pacientes obesos com indica¢do de
tratamento cirurgico e sua evolugdo apds a cirurgia baridtrica” previamente aprovado

pelos Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFRGS (Anexo 1) e da PUCRS (Anexo Il).

4.1.1 Critérios de inclusdo

A identificacdo, a selecdo e o recrutamento dos participantes foi realizada pela
equipe dos Profs. Cladudio C. Mottin e Alexandre V. Padoin do Centro de Obesidade e
Sindrome Metabdlica (COM) do Hospital Sdo Lucas (PUC-RS) entre outubro de 2014 e
janeiro de 2015. O grupo controle foi constituido por 9 individuos sadios, que realizavam
exames de rotina. Todos os participantes (controles e casos) leram e concordaram em
participar desse estudo por vontade prépria e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) (Anexo Ill) previamente as coletas.

Para esse estudo utilizamos 9 pacientes com obesidade (indice de massa corporal
(IMC) = 35 kg/m?) e 9 controles eutroficos (18,5 kg/m? < IMC < 25 kg/m?) com idade
entre 18 e 65 anos. A classificagdo com base no IMC seguiu os critérios estabelecidos

pela Organizacdao Mundial da Saude (OMS) em 2011 [53].

4.1.2 Critérios de excluséo

Excluimos do grupo controle individuos portadores de doencas cronicas (DM2,
sindrome metabdlica, CVD, doencas inflamatdrias e respiratérias) bem como
consumidores de alcool, tabaco e medicacdo controlada (antidepressivos ou

ansioliticos) ou com menos de 18 e mais de 65 anos.
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4.2  Amostra bioldgica

Nesse estudo utilizamos plasma (proveniente de sangue periférico) previamente
estocado a -80°C. As amostras de sangue periférico (10 mL em tubo contendo EDTA
como anticoagulante) foram coletadas por venipuntura no Hospital Sdo Lucas da PUCRS
e processadas no laboratdrio de Biologia Celular de Lipidios (coordenacao da Profa.
Fatima T.C.R. Guma). O sangue coletado foi centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos a

temperatura ambiente para separagdo do plasma e posterior armazenamento a -80°C.

4.2.1 Purificagdo de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) utilizadas na cultura
foram isoladas a partir de individuo eutréfico ndo relacionado. As PBMC foram isoladas
por gradiente de Ficoll (Histopaque 1,077 g/mL, Sigma Aldrich, Missouri, USA) através
da centrifugacdo do sangue total a 400 rcf por 30 minutos com desaceleracdo zero. A
camada de mononucleares foi entdo coletada com pipeta Pasteur e transferida para um
novo tubo, onde as células foram lavadas por duas vezes com PBS (centrifugacdo 1500

rpm, 5 minutos) e por fim contadas em Camara de Neubauer.

4.3 Cultura celular

Apds o isolamento, as PBMCs (5x10° células/mL) foram semeadas em meio RPMI
1640 (Invitrogen, Califérnia, USA) (pH = 7,4) suplementado com 2g/dL de HEPES, 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina (Invitrogen) e 10% de plasma
de individuos controle (n = 9) ou portadores de obesidade (n = 9) e incubadas por 4 ou
24 horas em camara Umida a 37°C e 5% CO,. Apds o periodo de 4 horas de tratamento,

o meio foi removido e substituido por RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
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(FBS) e as células foram incubadas por mais 24 ou 120 horas em camara Umida a 37°Ce
5% COa.

Apds 24 ou 120 horas em cultura, o sobrenadante foi coletado e armazenado a
-80°C para posterior deteccdo de citocinas. Parte das PBMC tratadas foi armazenada em
TRIzol (Invitrogen,) a -80°C para posterior extracdo de RNA e utilizadas nos demais
experimentos. No terceiro dia de cultura (72 horas) 50% (v/v) do meio de cultura RPMI

1640 + 10% FBS foi substituido.

24h
Troca de 50%
) do meio 3 (1) cBA
4h 24h 48h 72h 96h 120h
| | | | | 1 1 cIP1
| \ { { { ] | (2) MTT, NMA, p21°P1, CBA
ol\o
S
~ MTT, NMA, p21¢P1, CBA, CD28*
S® RPMI 10% SFB ® P
< S°

Figura 2. Esquema ilustrando a metodologia utilizada em linha cronolégica. 5x10° células/mL
foram semeadas e tratadas por 4 horas com plasma de individuos controle (n = 9) ou com
obesidade (n =9). Apds esse periodo o meio foi trocado e suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS). No tempo indicado, 1, 2, ou 3, foram relizados os diferentes ensaios. CBA: Secrecao
de citocinas por Cytometric Bead Array; MTT: ensaio de viablidade; expressdo génica de p21“™

e imunofenotipagem para expressao de CD28.

4.4 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Utilizamos o ensaio de viabilidade celular MTT, o qual se baseia na reducdo do
composto MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) pelas
enzimas oxidorredutases dependentes de NAD(P)H presentes em células vidveis e com
metabolismo ativo gerando um produto soltvel, o formazan, de coloracdo purpura. Este
experimento foi realizado em placa de 96 pocos. As PBMCs foram semeadas na

concentragdo de 62,5 x 10* células em 50 plL. A andlise foi realizada 24 ou 120 horas
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apods o tratamento. Para a marcagao o meio foi retirado dos pogos e adicionados 40ulL
de MTT (5mg/mL, Sigma Aldrich). Apds 2 horas de incubacdo a 37°C em camara Umida
com 5% CO,, o meio foi aspirado e substituido por 120 pL de dimetilsulféxido (DMSO).
O formazan intracelular foi detectado através da leitura de absorbancia em
espectrofotometro de placa (SpectraMax® M5, Molecular Devices) em comprimento de

onda 570 e 630 nm.

4.5  Imunofenotipagem

A avaliacdo de imunosenescéncia pelo marcador CD28 foi realizada por FACS. As
PBMC cultivadas em placas de 24 pogos foram tratadas por 4 horas em meio RPMI
contendo 10% plasma de individuos controles e portadores de obesidade e adquiridas
apos 120 horas de cultura. As PBMC (0,5 x 10°) previamente tratadas foram marcadas
com os anticorpos anti-CD4-PE (1:100) ou anti-CD8-FITC (1:100) e anti-CD28-APC (1:100)
em Staining Buffer (BD Biosciences, California, USA) e incubados por 30 minutos a 4°C
no escuro. As células foram entdo lavadas com tampdo de marcacdo (FBS 0,5% em PBS)

e adquiridas (20.000 eventos) e analisadas no BD Accuri™ C6 (BD Biosciences).

4.6  Extragcdo de RNA, transcri¢do reversa e reacGo em cadeia da polimerase em

tempo real (RT-qPCR) para p21°*

As células (0,5 x 10°) previamente tratadas e incubadas por 24h e 120 horas
foram armazenadas em 750uL de TRIzol (Invitrogen) a -80°C previamente a extracdo de
RNA. Apés descongelamento, foram adicionados 200uL de cloroférmio e as amostras

foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e incubadas por 15 minutos a
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temperatura ambiente. Apds nova centrifugagao (12.000 rcf15 minutos a 4°C) a fase
aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga e o
material genético foi precipitado com 500uL de alcool isopropilico e misturado por
inversdo cuidadosamente. As amostras foram novamente incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugadas a 1.200 rcf por 15 minutos a 4°C. Apds descarte
do sobrenadante, foi adicionado 1mL de etanol 70% em d4gua livre de RNAses
(previamente tratada com 0,1% diethylpyrocarbonate (DEPC)) e realizada nova
centrifugacao a 7500 rcf por 5 minutos ainda a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
RNA obtido foi ressuspendido em 12ulL de H,O 0,1% DEPC e entdo quantificado no
espectofotometro. O RNA total foi utilizado como molde para a sintese de cDNA com a
enzima Transcriptase Reversa do Virus da Leucemia Murina de Moloney (M-MulV)
(Sigma-Aldrich) e oligonucleotideos randémicos (Sigma-Aldrich) a partir de 1,673 ug de
RNA. Para avaliacdo da expressao génica foi realizada a amplificacdo do gene-alvo
p21“P1 (CDKN1A) ou controle endégeno GNb2L1 a partir de 5ulL de cDNA (dilui¢do 1:20)
com a enzima Taq Platinum®Polymerase (Invitrogen) em volume final de 20uL contendo
os reagentes e oligonucleotideos especificos. As sequéncias de oligonucleotideos
especificos foram desenhadas pelo programa da IDT (www.idtdna.com) a partir de
banco de base de dados disponivel na internet (Ensembl ou NCBI) e estdo especificadas

na tabela 1.


http://www.idtdna.com)/
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Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos especificos usados.

Tamanho
Nome do Locus Sequéncia de oligonucleotideos do
gene (direto e reverso) produto
(pb)
GNbILL* NM_006098 GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG -~
GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC
CDKN1A NM_001291549.1 NM_001220778.1 ACTCTCAGGGTCGAAAACGG
(p216PY)  NM_001220777.1 NM_078467.2 L
NM_000389.4 ATGTAGAGCGGGCCTTTGAG

Abreviaturas: GNB2L1: Guanine nucleotide-binding protein, beta-peptide 2-like 1, CDKN1A: cyclin
dependent kinase inhibitor 1A.

*[54].

A especificidade das reacdes e auséncia de dimeros de primer foi avaliada
através da curva de dissocia¢do gerada ao final de cada corrida. Confirmamos também
a especificidade do produto alvo (amplicon) através de corrida em gel de agorose. Todas
as reacOes foram realizadas no aparelho StepOnePlus® (Applied Biosystems). A
expressao génica relativa foi calculada utilizando o método comparativo (Delta delta Ct,
AACT) (Ct, cycle threshold) [24] utilizando como normalizador o gene constitutivo

GNb2L1, calibrado pela média do CT do grupo analisado.

4.7  Andlise morfométrica nuclear (NMA)

A analise morfométrica nuclear se baseia em pardmetros de tamanho e
regularidade do nucleo de células aderidas em cultura para avaliar a quantidade de
células em uma populagdo com caracteristicas de senescéncia, apoptose ou
irregularidade nuclear, os quais podem derivar de problemas durante a mitose. Nesse
sentido os nucleos celulares sdo classificados como normal (N), irregular (1), pequeno e
regular (small and regular — SR), pequeno (small - S), pequeno e irregular (small and
irregular — Sl), grande e regular (large and regular — LR) e grande e irregular (large and

irregular — LI) gerando um valor de indice de irregularidade nuclear (NII) [25].
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Para esse ensaio, as PBMC (tratadas com plasma de individuos controles n =9 ou
tratadas com plasma de individuos com obesidade n = 9) foram semeadas sobre
laminulas e tratadas por 4 horas como especificado previamente. Apés 24 e 120 horas
as PBMC foram lavadas com PBS de forma que apenas as células aderidas
(mondcitos/macréfagos) pudessem ser avaliadas. As PBMC foram fixadas com
paraformaldeido 4% (v/v em PBS) lavadas com tampao Tris-glicina 1X (0,025M Tris base
e 0,192M Glicina) e permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Apds trés
lavagens com PBS as células foram incubadas com Hoescht 33342 10ug/mL (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA) por 10 minutos para marcac¢do dos nucleos. As células
foram novamente lavadas 3 vezes com PBS ainda nos pogos, as laminulas foram
retiradas com auxilio de pinga e colocadas sobre uma lamina contendo 10ulL de
Fluoromount (Sigma-Aldrich), onde ficaram secando por 24h antes de observagdo no

microscopio.

Cinquenta nucleos de cada cultura (n = 16) foram fotografados via microscdpio
de fluorescéncia Nikon Eclipse E600 (filtro de excitacdo de 330 nm - 385 nm e filtro de
emissao de 420 nm) e as medidas dos parametros nucleares foram obtidas via plug-in
no programa Image-Pro Plus. Os resultados de distribuicdo dos nucleos em quadrantes
indicativos de senescéncia, apoptose ou irregularidades nucleares foram obtidos apds

analise em planilha do programa Excel para NMA no site do LabSinal [26].

4.8 Quantificacdo de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA)

As citocinas secretadas no meio de cultura foram quantificadas apds 24 horas de
incubacdo com plasma e apds 4 horas e 120 horas em cultivo posteriores a 4 horas de

incubacdo com plasma e avaliadas por citometria de fluxo com o kit Human
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Inflammatory Kit (BD Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante. As
amostras foram adquiridas no citémetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) e analisadas
com o programa FACP Array v3.0.1 (Soft Flow Inc., Pecs, Hungary). Os limites de
deteccdo dos analitos foram 3,6 pg/mL para IL-8; 7,2 pg/mL para IL-1B; 2,5 pg/mL para

IL-6; 3,3 pg/mL para IL-10; 3,7 pg/mL para TNF-a e 1,9 pg/mL para IL-12.

4.9 Andlise estatistica

Utilizamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar normalidade na
distribuicdo das amostras para cada varidvel mensurada. Para a comparacdo entre os
dois grupos utilizamos teste t de Student para dados com distribuicao normal ou teste
Mann-Whitney para dados que ndo seguiram a distribuicdo normal. Para a comparacao
entre trés ou mais grupos, utilizamos andlise de variancia (ANOVA) para os dados que
seguiram a distribuicdo normal ou Kruskal-Wallis quando a distribuicdo de ao menos um
dos grupos em comparacdo nao foi normal. As andlises de correlacdo foram realizadas
através do teste de correlagdo paramétrico de Pearson. Todas as analises foram
realizadas com o programa Graphpad Prism versdo 5.0 e as figuras montadas com o

programa Corel DRAW Home and Student X6 (2012).



33

5. RESULTADOS

5.1 Dados demogrdficos.

Os individuos participantes do estudo estao descritos na Tabela 2. Ndo houve
diferenca quanto a género e idade. Como esperado, o IMC, que foi o principal critério
para separar o grupo controle do grupo caso, se mostrou estatisticamente diferente

entre os dois grupos (P < 0,0001).

Tabela 2. Dados demograficos da amostra

Grupo de individuos Grupo de individuos com

controle, (n=9) obesidade, (n=9) valor P

Género, masculino (%) 4 (44,4) 3(33,3) n.s.
Idade, média (DP) 29,8 (4,34) 35,8 (3,83) n.s.
IMC (kg/m?), média (DP) 21,3 (1,2) 50,3 (7,8) <0,0001*
Comorbidades (%)

DM2 - 4(44,4)

Dis. - 7(77,7)

EH - 3(33,3)

HS - 6 (66,6)

SM - 7(77,7)

Abreviaturas: DM2: diabetes mellitus tipo 2; Dis: dislipidemia, DR: desvio padrdo; EH: esteatose
hepatica; HS: hipertens3do sistémica; SM: sindrome metabdlica; n.s.: ndo significativo. ': Teste
Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

5.2 Redug¢do da viabilidade de PBMC tratadas com plasma de individuos com
obesidade.

Para determinar se o plasma de individuos com obesidade é capaz de afetar a
viabilidade PBMC intactas, realizamos um ensaio de viabilidade pela quantificacdo da
formacdo de sais de formazan (ensaio MTT). Nesse sentido, quando comparamos as

células viaveis tratadas com plasma de individuos controle ou de individuos com
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obesidade, observamos uma diminui¢ao na viabilidade celular de PBMC cultivadas tanto
apo6s 24 horas (P = 0,0116) como apds 120 horas (P = 0,0007) com o plasma dos
individuos com obesidade (Fig. 3). Esse resultado indica uma diminuicdo no
metabolismo celular total das células expostas ao plasma de portadores de obesidade
em relacdo as células expostas ao plasma de individuos controles e pode ser um indicio

indireto de maior morte celular.
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Figura 3. Viabilidade celular diminuida em PBMC incubadas por 24 horas e 120 horas apds 4h
de exposig¢do ao plasma de pacientes controles (n = 9) ou portadores de obesidade (n =9). Os
dados representam média + desvio padrdo. As andlises foram realizadas com teste de t de
Student e diferengas significativas foram consideradas quando P < 0,05 (*P = 0,0116 e ***P =

0,0007).

5.3 Andlise morfométrica nuclear como pardmetro de senescéncia celular.

Na analise da morfometria nuclear avaliamos os nucleos de 50 células afim de
compreender sua distribuicdo nos grupos definidos como: normal (N), irregular (l),
apoptose (SR, S ou Sl) ou senescéncia (LR e LI) geradas a partir do NII. Nas culturas

analisadas (32 no total) ndo houve diferenca estatistica entre casos e controles em
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nenhum dos dois tempos, 24 horas (8 controles versus 8 casos, total 16 culturas) (Fig.
4A) ou 120 horas (8 controles versus 8 casos, total 16 culturas) (P > 0,05) (Fig. 4B). Os

valores estdo representados em forma de grafico na Figura 5.
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Figura 4. Andlise morfométrica nuclear (NMA). Distribuicdo dos 50 nucleos analisados das

PBMC tratadas com plasma do grupo controle (n = 8, acima) e plasma de individuos com

obesidade (n = 8, abaixo) por 4 horas e analisadas apds A) ou B) 120 horas de cultura. Nos
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diferentes quadrantes esta indicada a percentagem de nucleos em cada condigdo. A direita de
cada grafico esta uma imagem de microscopia representativa de cada cultura celular apés 24 e

120 horas de cultura.

150+
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Figura 5. Andlise morfométrica nuclear (NMA). Representacdo grafica da distribuicdo de
nucleos por categoria pré-definida com base no NIl (indice de irregularidade nuclear) e érea
nuclear nos diferentes grupos e tempos. Os dados representam média + desvio padrdo. As
andlises foram realizadas com o teste Kruskal-Wallis e diferengas significativas foram

consideradas quando P < 0,05.

Também plotamos os nucleos exclusivamente em relagdo a sua drea dentro de
cada grupo, controle ou caso, ap6s 24 ou 120 horas de tratamento. Observamos que a
distribuicdo dos 50 nucleos por area, quando evidenciada para cada individuo, foi
homogénea dentro grupo controle em 24 horas (Fig. 6A, esquerda). Entretanto, dentro
do grupo de casos observamos grande heterogeneidade e foi possivel evidenciar dois
subgrupos. Trés individuos apresentam nucleos com maior area (max. 3.730mm?,

MED>1200) e os outros 5 individuos tem valores de darea menores (max. 1.974mm?,
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mediana <1.100) (Fig. 6A, direita). A mesma analise foi feita no tempo de 120 horas.
Visivelmente, nesse tempo as andlises de morfometria nuclear demonstraram
homogeneidade quanto a comparacao intra e inter-grupo (Fig. 6B). Essa mudanca no
perfil das culturas é corroborada pela redistribuicdao dos nucleos em relacdo a area e NIl
apos 120 horas em cultivo em relacdo a 24 horas, e em relacdo a drea nos mesmos
tempos, onde é observada diferenca estatistica entre os grupos (P< 0,05) (Fig. 6C).

N3o encontramos correla¢des entre area e os dados demograficos dos individuos
analisados: IMC ou idade (Fig. 6D). O reduzido tamanho da nossa amostra ndo permitiu
realizar correlagcbes entre area e as comorbidades relatadas na Tabela 2 (DM2,

dislipidemias, EH, HS ou SM).
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Figura 6. Andlises de area de nticleos por NMA. As PBMC foram tratadas com plasma do grupo
controle (n = 7, acima) ou plasma de individuos com obesidade (n = 8, abaixo) por 4 horas e

analisadas. Grafico de dispersdao mostrando a distribuicdo dos nucleos (50) de grupo controle
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(esquerda) e caso (direita) apds A) 24 ou B) 120 horas de cultura por individuo. C) Gréfico de
dispersdo com mediana (vermelho) e intervalo interquartil (25-75) de grupo controle ou obeso
em 24 horas ou 120 horas de cultura. As analises foram realizadas com teste o Kruskal-Wallis e
pos-teste de comparagdes multiplas de Dunn. Diferencas significativas foram consideradas
quando P < 0,05 (*P < 0,05 e **P < 0,001). D) Auséncia de correlacdo via teste de correlagdo de
Pearson entre drea de nucleos e IMC (Kg/m?) (esquerda) ou idade (r = 0,04827 e r = - 0,4049)

(direita), respectivamente).
5.4 Modulag¢do de leucdcitos para o perfil imunosenescente pela expressdo do
marcador de superficie CD28.

Para verificar se os dados gerados pela andlise de NMA poderiam ser
confirmados por outras técnicas, realizamos FACSpara marcadores associados com o
perfil imunosenescente apds 120 horas de cultura. Observamos uma diminuicdo
mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) na populacdo CD4+CD28+ das células
incubadas com o plasma de individuos portadores de obesidade quando comparados
com as tratadas com plasma de individuos controles (P = 0,01), indicando reducao
significativa na expressao da molécula CD28. A modulagdo ao perfil imunosenescente
também foi observada nos linfécitos CD8+CD28+ e foi estatisticamente significativa
quando analisados quanto a percentagem de células (P < 0,01) ou MFI (P < 0,05) (Fig.

7A). Graficos representativos sdo mostrados (Fig. 7B).
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Figura 7. Reducao da expressio de CD28, marcador de superficie negativamente
correlacionado com o perfil de imunosenescéncia. PBMC foram tratadas por 4 horas com
plasma de individuos controle (n = 9) ou portadores de obesidade (n = 9) e analisadas apds 120
horas de cultura. As células foram marcadas para CD4, CD8 e CD28 apds a cultura. A) Grafico de
barras. B) Grafico de ponto (esquerda) e histogramas (direita) representativos das analises
realizadas. Os dados representam média * desvio padrao. As analises foram realizadas via teste
t de Student e diferengas significativas foram consideradas quando P < 0,05. MFI: Mediana da

intensidade de fluorescéncia. (*P = 0,05 e **P < 0,01).

55 O plasma de individuos com obesidade aumenta a express@o de citocinas pro-
inflamatdrias observadas no fendtipo SASP

O perfil SASP estd associado com a modulacdo no secretoma das células. Assim,
guantificamos no sobrenadante de PBMCs tratadas por 4 horas e cultivadas por 24 e

120 horas adicionais a expressao de certas citocinas pro-inflamatdrias. Nao observamos
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diferenca significativa na expressao das citocinas analisadas a partir da cultura de PBMC
intactas com plasma de individuos controles ou portadores de obesidade apds 24 horas
de cultura (Fig. 8A). Entretanto, a expressao das citocinas pré-inflamatdrias IL-1B (P =
0,04) e IL-8 (P = 0,02) foi significativamente maior nas PBMC incubadas com plasma de
individuos portadores de obesidade apds 120 horas de cultura. A expressao de TNF-a.
foi similar entre os dois tratamentos (casos x controles) apds 24 e 120 horas, mas sofreu
uma diminuicdo apds 120 horas em cultivo em relacdo ao tempo de 24 horas (Fig. 8A).
Curiosamente IL-6, uma citocina chave no perfil SASP n3o foi significativamente alterada
(P = 0,07) ap6s 120 horas de cultura. Para verificar se havia alguma alteracdo na
modulacdo de PBMC sauddveis apds um maior tempo de exposicdo ao plasma de
individuos obesos, incubamos as PBMCs do individuo eutréfico ndo relacionado com
RPMI contendo 10% de plasma de individuos com obesidade e controles por 24h (as
culturas ndao se mantiveram vidveis quando mantidas por mais tempo em exposi¢cdao ao
plasma). Observamos entdao um aumento significativo na expressao das citocinas proé-
inflamatadrias IL-1B (P = 0,04), IL-6 (P = 0,02) e IL-8 (P = 0,05) e da citocina regulatdria IL-
10 (P =0,04) em células incubadas com plasma de pacientes com obesidade em relagao
ao controle (Fig. 8B). Esse aumento corrobora com a ideia de indugdo de um perfil pro-
inflamatdrio nessas células, possivelmente em resposta a um perfil semelhante ja
relatado na literatura para plasma de pacientes com obesidade. Curiosamente, a
expressao de TNF-a ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos nesse caso.

A expressao das citocinas ap6s 24 ou 120 horas foi corrigida pelo ensaio de MTT.
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Figura 8. Alteracdes na expressao de citocinas em PBMCs incubadas com plasma de individuos
portadores de obesidade. A) Quantificacdo da secrecdo de citocinas (por CBA) apds 4 horas de
estimulo de PBMC com plasma de individuos controles (n = 9) ou com obesidade (n = 9) e
analisadas apds 24 ou 120 horas em cultura. B) Quantificagdo da secregdo de citocinas apds 24
horas de estimulo de PBMC com plasma de individuos controle (n =9) ou com obesidade (n=9)
e analisadas apds 24 horas. Dados representam média + desvio padrdo. As analises foram
realizadas via teste t de Student ou Mann-Whitney e diferencas significativas foram

consideradas quando P < 0,05. (*P < 0,05 e **P < 0,01).



44

5.6  Acultura de PBMC com plasma de individuos com obesidade diminui a expresséo
do marcador p21¢'P?

A proteina p21“** desempenha um papel fundamental na inducdo da parada de
ciclo celular em G1 em resposta a danos ao DNA apés ativacdo e sinalizagdo via p53.
p21%P1 pode sinalizar as células para um perfil de morte celular por apoptose ou
senescéncia. Para determinar se houve mudanca na expressdo do marcador p21¢! nas
PBMC tratadas, realizamos experimentos de expressao génica por PCR em tempo real
(RT-gPCR). Supreendentemente nossos resultados, demonstram a expressdo génica

reduzida de p21“P! entre os dois grupos apds 120 horas de cultura (Fig. 9).
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Figura 9. Expressdo génica diminuida de p21CIP1 em PBMCs incubadas com plasma de
individuos obesos por 120 horas. A) Grafico de barras de expressao génica relativa obtida pelo
calculo AACT. Os dados representam mediana + desvio padrdo. As andlises foram realizadas pelo

teste Mann-Whitney e consideradas significativas quando P < 0,05 (*P = 0,047). B) Pico Unico
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observado na curva de dissociacdo que demonstra a especificidade da reacao de PCR para o

gene controle endégeno GNb2L1 (acima) e o gene de interesse p21°™ (abaixo).

Exposicao de células
mononucleares ao plasma de
pacientes obesos
(ambiente pro-inflamatorio)

} Viabilidade celular / \ | Expressdo génica p21°*1

1 Imunosenescéncia f citocinas pro-inflamatadrias
(células T CD4+ e T CD8+) (IL-1B, IL-8 & 1L-6)

Figura 10. Esquema ilustrando os principais resultados encontrados no presente estudo.
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6. DISCUSSAO

Trabalhos recentes tém demonstrado uma relagdo cada vez mais proxima entre
o envelhecimento e o perfil de inflamacao sistémica observado em diversas doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como doengas cardiovasculares e metabdlicas,
cancer [4, 5]. Comum a essas doengas é o estado de inflamagao cronica persistente,
mesmo que de baixo grau, que quando se manifesta prematuramente podem acelerar
mecanismos celulares e moleculares direcionando o individuo para um estado de
envelhecimento precoce, denominado “inflammaging”. Nao se sabe ao certo se a
cronicidade da inflamacgao é responsavel pelo aparecimento das DCNT ou ao contrario,
porém, parece existir relacdo causal entre a expansdo exacerbada do tecido adiposo,
promocdo da inflamacdo e envelhecimento celular sistémico precocemente induzido

nesses individuos [11].

Nosso trabalho consistiu na incubacdo de células mononucleares intactas com
plasma de individuos portadores de obesidade por um periodo curto de tempo (4 horas)
e observacdo apos 24 e 120 horas. Nossos resultados apontam uma reducgao significativa
na viabilidade celular de PBMCs expostas ao plasma de pacientes com obesidade em
relacdo aos controles. Essa reducao foi acompanhada pela modulagao de linfécitos T
auxiliares (T CD4+) e T citotdxicos (CD8+ para um perfil imunosenescente com secre¢ao
aumentada de algumas citocinas pré-inflamatdrias e reducado da capacidade de regular
uma resposta inflamatéria. Esses dados complementam resultados paralelos obtidos
pelo nosso grupo, os quais apontam uma maior quantidade de células mononucleares
em apoptose inicial (Parisi, M.M., manuscrito pronto para submissdo), possivelmente

causada pelo ambiente pro-oxidativo e genotdxico decorrente da presenca de plasma
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de individuos portadores de obesidade (Grun, L.K., manuscrito em prepara¢do) nas
culturas.

A indugdo e persisténcia de células senescentes no adulto diminui a capacidade
de reparo do organismo e compromete a homeostasia tecidual. A senescéncia celular
pode ser induzida por diferentes estressores como dano oxidativo, dano ao DNA,
ambiente pré-inflamatdrio e encurtamento de telémeros, entre outros. Além disso, o
envelhecimento, precoce ou ndo, do organismo estd associado com uma
vulnerabilidade aumentada a infec¢des [27, 28], elevada incidéncia de tumores,
ocorréncia de processos auto-imunes [29] e resposta reduzida a novos antigenos,
exemplificado pela resposta diminuida a vacinas. A inabilidade do sistema imune
adaptativo de lidar com novos antigenos e gerar uma resposta imune protetora é uma
caracteristica da imunosenescéncia e estd associado com maior morbidade e

mortalidade [11, 29].

As células do sistema imune, especialmente os macréfagos presentes no sistema
imune inato, sdo essenciais para a eliminacdo das células senescentes [36]. Em modelo
experimental, foi demonstrado que a remocao de células senescentes por técnicas de
biologia molecular adia o aparecimento de caracteristicas ao envelhecimento como
sarcopenia, cataratas e perda de tecido adiposo [37]. Porém, o microambiente alterado
induzido pelo acimulo excessivo de tecido adiposo caracteristico da obesidade e
mudancas enddcrinas e sistémicas esta associado com a ativacdo crénica das células do
sistema imune, o que pode acarretar na morte ou entrada em senescéncia precoces
nessas células. O comprometimento do sistema imune induzido pelo acimulo de células
imunosenescentes observado na obesidade pode levar ao aumento da inflamacao e do

estresse oxidativo, o que pode resultar em perda de homeostase tecidual [17, 32]. A
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reducdao de longevidade e expectativa de vida observada nesses pacientes pode ser
revertida através da restri¢cdo caldrica, a qual reduz o acimulo de células senescentes

[27-29] e suprime a inflamagdo crénica [35].

Na obesidade, ha um grande acimulo de células senescentes no tecido adiposo,
podendo haver um aumento de até 30 vezes no niumero de pré-adipdcitos senescentes
em relagdo individuos ndo obesos [13]. Estas células apresentam elevada secre¢ao de
uma série de citocinas pré-inflamatérias que, associadas a outras moléculas, constituem
o SASP [13] e contribuem para a indugdo de senescéncia a nivel sistémico. Esse
“envelhecimento contagioso” é corroborado pelos nossos resultados, que demonstram
um aumento de linfécitos T CD4* e CD8* senescentes e uma maior secre¢do de citocinas

pré-inflamatdrias tipicamente associadas ao SASP por células mononucleares.

Conforme citado anteriormente, os nossos resultados confirmam o perfil
imunosenescente [30] diante de um ambiente proé-inflamatério. Observamos uma
modulac¢ado dos linfocitos T CD4* e CD8* para um perfil senescente com diminuicdo da
molécula co-estimuladora CD28 apds 120 horas em cultivo. A moléculas CD28 cumpre
um papel fundamental na ativacdo de linfocitos T (CD4 e CD8) através de um sinal co-
estimulatdrio. Porém, ha perda progressiva e irreversivel de CD28 ao longo de
envelhecimento nestas células, permitindo sua utilizacgdo como marcador de
senescéncia em linfdcitos T [31]. Entretanto, o perfil pré-inflamatdrio crénico - ou
inflammaging - presente em pacientes com obesidade mantém as células do sistema
imune em constante ativagdo e ao mesmo tempo compromete sua fungdo através da

inducdo precoce de senescéncia. Ao mesmo tempo, a senescéncia de células nao-



49

imunes também pode contribuir para a imunosenescéncia, podendo, entre outras

alteragdes, levar a exaustdao do mecanismo de expansao clonal de células T e B.

Os nossos ensaios demonstraram um aumento das citocinas IL-1B e IL-8 diante a
exposi¢cdo de um insulto agudo de 4 horas com plasma de pacientes obesos, além do
aumento de IL-6 apds 24 horas de estimulo. IL-1B, IL-8 e IL-6 sdo consideradas as
principais componentes sinalizadoras do SASP [11]. Além disso, IL-6 e IL-8 sdo
importantes ativadores de células do sistema imune inato, cuja fun¢do é eliminar o ndo-
proprio através da secrecdao de moléculas pré-oxidantes. Logo, a expressdo cronica
dessas citocinas pode levar desregula¢ao da atividade do sistema imune inato e induzir
dano celular em outros tecidos do préprio organismo [14]. IL-6 parece ser a citocina que
sofre maior o aumento de expressao entre as moléculas que compdem o SASP durante
a senescéncia, possivelmente induzido por sinalizacées constantes de dano ao DNA [11].
Concomitante a isso, a literatura aponta uma producdo aumentada de IL-6 no tecido
adiposo durante a obesidade, cujo aumento se reflete a nivel sistémico [20] e tem sido
relacionado com o aumento da vulnerabilidade do sistema imune [16]. Juntos, esses
dados parecem indicar que o aumento que observamos na secrecado de IL-8 (bem como
das demais citocinas associadas ao SASP) por células mononucleares pode ser induzido
pela maior da expressdo de citocinas prdé-inflamatdrias, principalmente de IL-6, no
plasma dos pacientes com obesidade em consequéncia do acumulo exacerbado de
células senescentes no tecido adiposo.

Além disso, macréfagos em um ambiente proé-inflamatério, quando ativos,
tendem a secretar TNF, IL-1P e IL-6 [26]. Assim a secrecdo aumentada de citocinas pro-

inflamatdrias circulantes é multifatorial e envolve o aumento de pré-adipdcitos
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senescentes, infiltracdo de mondcitos e diferenciacdo no perfil de macréfagos com
caracteristicas de inflamacdo no tecido adiposo e maior acimulo de células senescentes.

O aumento da expressao de IL-10, observado apds 24 horas de estimulo com
plasma de pacientes obesos, € por muitas vezes associado a uma resposta anti-
inflamatdria, embora seu papel seja um pouco controverso [18]. Essa reducdo pode
representar um mecanismo compensatério, uma tentativa da célula de reverter o perfil
pré-inflamatdrio representado por IL-8, IL-6 e IL-1B. Esse mecanismo é sugerido na
literatura através de estudos que apontam uma correlacdo positiva entre IL-6 e IL-10
[12], ou seja, o estimulo de macréfagos in vitro com IL-6 acarretaria no aumento da
secrecao de IL-10 por estas células [25]. Isso refletiria a capacidade de imunomodulacgado
presente nessas células, em resposta ao perfil pré-inflamatério induzido pelo plasma de
portadores de obesidade. Em contraponto, a literatura sugere uma diminui¢dao na
expressao de IL-10 com o avancgo da idade [15], portanto, o aumento de IL-10 parece
estar associado a uma resposta inicial da célula (incubada apenas por 24 horas com
plasma), o qual pode ser suprimido pelo desbalanco pré-inflamatério crénico observado
tanto na obesidade [7] quanto no envelhecimento [19].

Por fim, ndo existe na literatura técnicas consenso aceitas e validadas para a
identificagao de células senescentes in vivo ou associadas com sua funcionalidade. Os
ensaios mais comuns envolvem a detecc¢do da atividade da enzima lisossomal da enzima
[-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) [44] como marcador de senescéncia
ou expressdo das proteinas p53, p21“"! ou p16'™N4a, Entretanto, os macréfagos,
presentes em altas quantidades nas nossas culturas expressam altos niveis de B-
galactosidase, dificultando a sua atividade associada com a senescéncia [45]. Por outro

lado, os linfocitos T expressam também a proteina pl16'N*® n3o associado com
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senescéncia. Entretanto, as células senescentes modificam sua morfologia e
apresentam aumento do volume citoplasmatico e nuclear. Com o intuito de investigar a
utilizacdo de pardmetros de morfologia nuclear e corroborar nossos dados acerca do
acumulo de células imunosenescentes através da diminuicdo da expressdo de CD28,
utilizamos uma outra ferramenta para a possivel identificacdo de células em senescéncia

ou apoptose baseada em alteragdes na morfometria nuclear.

Esse ensaio busca quantificar a partir de parametros de tamanho e morfologia
celular células em diferentes estados fisioldgicos [23], cujas variacdes em mitose,
senescéncia e dano mitético ja sdo ha bastante tempo descritas e avaliadas na literatura.
Porém, devido a heterogeneidade da nossa populagdo, a qual incluia mondcitos,
macréfagos e linfécitos T, essas alteragdes de morfometria ndo parecem refletir o real
estado fisioldgico dessas células nem estar de acordo com nossos dados de
imunofenotipagem, uma vez que a morfologia nuclear entre esses tipos celulares pode
ser heterogénea. Encontramos um Unico trabalho na literatura que detecta apoptose
em culturas de mondcitos e macrofago através do aspecto nuclear [46], porém, isso
apenas parece ser possivel a partir de culturas com alta pureza dessas populacdes. Uma
vez que as nossas culturas representam uma cultura primaria heterogénea composta
por diversos tipos de leucécitos, ndo achamos diferencas entre os grupos estudados nos
diferentes tempos observados pela da técnica de NMA. E possivel que, com o
isolamento apropriado e culturas de populagcdes puras seja possivel utilizar a técnica de
analise morfométrica nuclear para a identificacdo de diferentes estados fisioldgicos em

resposta a estresse.
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Por outro lado, os mondcitos sao células com grande plasticidade e sofrem
alteragcdes morfoldgicas e fenotipicas conforme variacbes de estimulo [46-48].
Mondcitos podem ser diferenciados in vitro a diferentes estados de ativacao, os quais
sdo geralmente separados em pro e anti-inflamatérios, embora haja contradicdo acerca
dessa nomenclatura. Essas alteragdes sao visiveis através de analises de microscopia
através da reducdo da razdo nucleo/ citoplasma [42, 47, 48]. Esse estado de ativacdo
pode variar pela exposicdo a diferentes citocinas, como IL-6, tipicamente associada com
obesidade [49] e mesmo diante de diferentes combinacdes dessas citocinas [47]. Logo,
essa plasticidade de resposta caracteristica de mondcitos pode ser um empecilho para
edificacdo de estados fisioldgicos por morfometria nuclear, embora ndo parecam haver

dados apontando alteracées na morfologia do nucleo durante essa diferenciacao.

Afim de explorar as vias de resposta das células imunosenescentes, buscamos
investigar mecanismos de sinalizacdo de senescéncia induzidos pelo nosso tratamento.
A proteina p21%P1 é um inibidor de cinases dependentes de ciclina (CDKs) cuja expressdo
é estimulada apds fosforilacdo de p53 e em resposta a estresse genotdxico, ou seja,
induzida por dano ao DNA [45] e promove a parada reversivel do ciclo celular. A ativacao
de p53 promove subsequentemente a ativacdo de p21%"%, a qual também tem sido
associada com parada de ciclo celular prolongada em resposta a dano crénico ao DNA
através da ativacdo de p53. Assim a via p53/p21 pode desempenhar um papel
importante na sinalizacdo de senescéncia celular, embora seu papel ainda permaneca
um pouco controverso [45]. Nossos resultados apontaram uma reducgao significativa na
expressdo génica de p21°"! em células incubadas com plasma de pacientes com
obesidade apds 120 horas de cultivo quanto comparadas ao grupo controle. Essa

observacdo estd de acordo com dados prévios (Parisi, M.M., manuscrito pronto para
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submissdao) demonstrando uma diminuicdo na sinalizagdo e por conseguinte
fosforilacdo da proteina p53 por FACS. A proteina p21“"! é hoje considerada um
marcador associado com o inicio do mecanismo de senescéncia celular e ndo com sua
manuten¢do, embora outros mecanismos associados com o estabelecimento de
senescéncia e independente de p53 sejam possiveis [37]. Nesse sentido, pretendemos
investigar futuramente a expressdo de p16'N*** e GATA-4 nessas células, uma vez que
sdo considerados importantes marcadores de senescéncia celular e independentes da

via p53.

7. CONCLUSOES

1. Nossos resultados apontam para uma reducao da viabilidade de células
mononucleares intactas apds incubacdo com plasma de individuos portadores
de obesidade;

2. N3o foram observadas diferencas entre percentagem de PBMC de células
senescentes quando utilizamos os dados de morfometria nuclear;

3. O fenétipo das PBMCs foi modulado para um perfil associado com
senescéncia pela diminuicdao da molécula co-estimuladora CD28 e aumento de
algumas citocinas pré-inflamatdrias (IL-18, IL-8 e IL-6);

4, Observamos uma reducdo da proteina p21“"! nas culturas tratadas com

o plasma de individuos portadores de obesidade.
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PERSPECTIVAS

1. Validar os achados através da expressdo da enzima [3-galactosidase
associada a senescéncia (SA-B-gal) em culturas puras e heterogéneas de células
mononucleares;

2. Explorar a expressao de outros genes associados com apoptose e
senescéncia como p53, p16'N¥A e GATA-4;

3. Manter as culturas por um tempo maior para determinar o tempo
necessario para a indugao do fendtipo senescente (SASP);

4. Aumentar o tamanho da amostra para correlacionar senescéncia com
diferentes comorbidades presentes na nossa amostra de pacientes portadores

de obesidade.
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ANEXO | - PARECER APROVADO DO CEP DA UFRGS

& UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UFRGS RO GRANDE DO SUL/PRO- CREram
urveesicane reoense  REITORIA DE PESQUISA -

DO RIO GRAMNOE DO SUL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacao do comprimento de telomeros em diferentes populacoes celulares de
obesos mdrbidos

Pesquisador: Fatima Theresinha Costa Rodrigues Guma

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 26793114.0.0000.5347

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de Ciéncias Bdsicas da
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 640.817
Data da Relatoria: 20/03/2014

Apresentacao do Projeto:

A obesidade € uma desordem definida pelo indice de massa corporal (IMC),

relacionada diretamente com a porcentagem de gordura corporal total. Alem de

contribuir para o surgimento de desequilibrios metabdlicos, a obesidade acelera os

processos celulares do envelhecimento, reduzindo a expectativa de vida. Este estudo, no contexto de uma
dissertacao de mestrado, avaliara o tamanho de teldmeros em individuos obesos.

Objetivo da Pesquisa:

O presente projeto visa agregar aos estudos com individuos obesos dados sobre o encurtamento dos
telémeros.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios adequadamente apresentados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Possui mérito.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

TCLE apresentado adequadamente

Concordancia do ambulatdrio de Cirurgia Bariatrica do Hospital Sao Lucas da PUCRS presente.

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municlpio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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& UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UFRGS RO GRANDE DO SUL/PRO- CREram
urvessicane reoense  REITORIA DE PESQUISA -

DO RIO GRANOE DO SUL

Continuacao do Parecer: 640.817

Recomendacoées:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Projeto adequado e nao apresentando pendéncias

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado

PORTO ALEGRE, 08 de Maio de 2014

Assinador por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Predio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municfpio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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ANEXO Il - PARECER APROVADO DO CEP DA PUC/RS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE W“‘“
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacao do comprimento dos telomeros em pacientes obesos com indicacao de
tratamento cirdrgico e sua evolucao apds a cirurgia barigtrica

Pesquisador: Alexandre Vontobel Padoin

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 29576014.4.1001.5336

Instituicao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 760.537
Data da Relatoria: 31/08/2014

Apresentacao do Projeto:
Sem ressalvas.

Objetivo da Pesquisa:

Sem ressalvas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Sem ressalvas.
Comentdrios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem ressalvas.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatodria:
Sem ressalvas.

Recomendacoées:

Recomenda-se que o endereco do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS seja atualizado no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido:

Av. Ipiranga 6681, Préedio 40 - Sala 505

Porto Alegre /RS - Brasil - CEP: 90619-900

Fone/Fax: (51) 3320.3345

Endereco: Av.lpiranga, 6681, predio 40, sala 505

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municlpio: PORTO ALEGRE
Telefone:  (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE
DO SUL - PUC/RS

Continuacao do Parecer: 760.537

E-mail: cep@pucrs.br

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
As pendéncias foram atendidas.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 21 de Agosto de 2014

Assinado por:
Rodolfo Herberto Schneider

(Coordenador)
Endereco: Av.lpiranga, 6681, predio 40, sala 505
Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municfpio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo para conhecer melhor
sobre o quanto o sobrepeso afeta medidas de envelhecimento celular em pessoas com
obesidade de grau Il (obesos mdrbidos) submetidos a cirurgia bariatrica no periodo
transoperatério e em voluntarios sadios.

A obesidade modrbida — ou obesidade de grau Il — definida pelo IMC = 35, é uma
grave condicdo crénica de saude que ndao tem uma causa Unica. Dentre os efeitos
nocivos, a obesidade tem sido associada ao maior risco de desenvolver doencas como
diabetes, hipertensdo e cancer, afetando substancialmente a qualidade de vida do
portador, além de possuirem uma expectativa de vida reduzida.

Apesar da importancia de sabermos quais sao os efeitos da obesidade, ainda sdo
poucos os estudos que avaliaram esses efeitos sobre medidas genéticas de
envelhecimento celular.

O conhecimento dos efeitos da obesidade mdrbida sobre a degradacao do DNA
durante o processo de envelhecimento celular pode trazer amplos beneficios em termos
de saude publica, no que diz respeito a criacdo de medidas que objetivem evitar e
controlar o excessivo aumento de peso da populacdo em geral, visando a prevencado de
diversas doencas associadas a obesidade.

Antes de consentir com sua participagdo, solicitamos que vocé leia as
informagdes contidas neste termo de consentimento.

1. QUAL E OBJETIVO PRINCIPAL DO ESTUDO?

O objetivo principal deste estudo é avaliar os efeitos da obesidade mdrbida
durante o processo de envelhecimento em uma populacdo de obesos mérbidos
submetidos a cirurgia bariatrica, no periodo transoperatodrio, e individuos saudaveis.

2. COMO O ESTUDO SERA REALIZADO E QUAL SERA A MINHA PARTICIPACAO NO
ESTUDO?

O paciente, ou responsavel legal serdo convidados a responder perguntas que
revisam aspectos clinicos, sociais e de saude, do paciente e de seus familiares. Os
pacientes serdo convidados a responder a dois questiondrios relacionados a qualidade
de vida relacionada a saude e ambiente familiar (Questionario de Qualidade de Vida-SF-
36 e Questionario FACES Ill).

Esses questionarios serdao realizados por um entrevistador. Apds o
preenchimento dos questionarios, serd solicitada aos pacientes a permissdo para a
coleta de uma amostra de esfregaco de células da bochecha interna da boca (mucosa
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oral) e coleta de 10 ml de sangue do seu brago (sangue periférico). As coletas serdo
realizadas por uma equipe treinada no periodo transoperatério.

3. QUAIS SAO OS RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO?
Ao participar do nosso estudo vocé pode auxiliar os pesquisadores a melhorar
os conhecimentos sobre a obesidade no Brasil, trazendo beneficios para a prevencgao e
cuidados para saude. Estimamos um desconforto minimo no momento da puncao
venosa para retirada de sangue ou do esfregaco da bochecha para a obtencao de células
da mucosa interna da boca. N3o prevemos maiores riscos associados a ditos
procedimentos.

4. QUEM TERA ACESSO AS INFORMAGOES DESTE ESTUDO?

Os dados dos questionarios e os resultados individuais dos estudos de obesidade
sdo confidenciais e ndo poderdo ser utilizadas para outros objetivos que ndo estejam
descritos neste termo. Os resultados deste estudo deverdo ser publicados, porém a
identidade dos participantes ndo sera revelada em nenhum momento. As amostras
biolégicas serdo armazenadas apenas com seu registro, sem 0 nome ou iniciais.
Somente os pesquisadores poderado identificar a origem das amostras. Os Comités de
Etica e Pesquisa da PUCRS ou da UFRGS poderdo ter acesso aos dados da pesquisa para
poder assegurar que seus direitos estdao sendo protegidos.

5. QUAIS SAO AS COMPENSACOES DA PARTICIPAGAO NO ESTUDO?

N3o havera custos para os participantes do estudo. Vocé também nao receberd
nenhum pagamento pela participacao no trabalho.

6. PODEREI DESISTIR DE PARTICIPAR DO ESTUDO?

Os participantes podem em qualquer momento cancelar sua participacdao no
estudo. Isto ndo influenciara o andamento do estudo e seus resultados futuramente,
nem o tratamento oferecido pela equipe responsavel.

7. A QUEM DEVO ME DIRIGIR PARA MAIORES INFORMACOES SOBRE A
PESQUISA?

Se vocé tiver qualquer duvida sobre seus direitos como participante do estudo, vocé
pode ligar e contatar os responsaveis pelo estudo no telefone (51) 3308 5763 e falar
com o mestrando Lucas Grun ou a Dra. Florencia Barbé-Tuana. Também pode entrar em
contato com o Comité de Etica e Pesquisa da UFRGS (51) 3308 3738 ou PUCRS (51) 3320
3345, e contatar os coordenadores Profs. Marcelo Lazzaron Lamers e Wania Aparecida
Partata, ou o Prof. Rodolfo Herberto Schneider, respectivamente.
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Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo:

Eu, , fui informado(a) dos
objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informagdes sobre todos
os procedimentos que serdo feitos e os possiveis desconfortos, riscos e beneficios
associados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas e sei que poderei solicitar novas
informacgdes a qualquer momento. Além disso, sei que as informacgdes obtidas durante
o estudo sdo confidenciais e privadas, e que poderei me retirar do estudo a qualquer
momento.

ASSINATURAS

Sua assinatura abaixo demonstra que vocé recebeu e leu este termo, entendeu todas as
informacgdes relacionadas ao estudo proposto, esclareceu suas duvidas e concordou
com a sua participacdo em nosso estudo.

Nome do paciente (ou responsavel)

Se responsavel: ( ) mde ( ) pai ( )outros:

Contatos: ( )
Assinatura ()




