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.1 RESUMO

A imunossenescéncia € caracterizada pelo declinio funcional do sistema imune.
Envolve mudancas fenotipicas que se traduzem em alteragfes sistémicas, tendo
importante impacto na sua funcionalidade. A imunossenescéncia tem sido associada
a evolucao e desfecho clinico de muitas doencas associadas ao envelhecimento
prematuro, como a obesidade. A obesidade € uma condicdo patoldgica associada a
expansado do tecido adiposo e a uma inflamacéo crénica de baixo grau que exerce
efeitos negativos em multiplos tecidos. Evidéncias de senescéncia celular, como
atividade da enzima beta galactosidase (p-gal) aumentada, presenca de fendtipo
secretor associado a senescéncia e a expressdo aumentada da proteina supressora
de tumor TP53 (p53) e CDKN1A (p21) tem sido descritas no tecido adiposo de
individuos portadores de obesidade. No entanto, € pouco explorado na literatura
como esta inflamacdo sistémica pode impactar no possivel envelhecimento
prematuro do sistema imune em individuos portadores de obesidade. Assim, o
objetivo desta tese foi avaliar alteracbes associadas a imunossenescéncia prematura
em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) expostas ao ambiente proé-
inflamatério préprio da obesidade. Para isto, foram utilizadas trés abordagens
experimentais: (1) analise de parametros associados a imunossenescéncia
prematura em PBMC saudaveis incubadas com plasma de individuos portadores de
obesidade; (2) andlise de parametros de imunossenescéncia em macrofagos
diferenciados a partir da linhagem celular U-937 e incubados com plasma de
individuos portadores de obesidade sem comorbidades ou com sindrome metabdlica
e (3) validacdo dos parametros de imunossenescéncia em PBMC de individuos
portadores de obesidade. Nossos resultados mostraram que o plasma de individuos
portadores de obesidade € capaz de modular o fenétipo de PBMC previamente
saudaveis, induzindo aumento na morte celular por apoptose, sinalizacéo
comprometida de H2AFX e TP53, disfungdo mitocondrial basal e associada a
producdo de ATP, aumento de linfocitos senescentes T auxiliares CD4*CD28" e
citotéxicos CD8*CD28", secrecédo de citocinas inflamatérias e ativacdo de mondcitos
e macréfagos. Além disso, o plasma de individuos portadores de obesidade,
independente da presenca de comorbidades, induziu aumento da atividade da
enzima [-gal associada com a diminuicdo da viabilidade de macréfagos,
aumentando sua capacidade fagocitica. Parte destes dados foram confirmados em
PBMC de individuos portadores de obesidade, mostrando aumento da taxa de morte
celular por apoptose, instabilidade gendmica através de uma cinética de reparo de
dano ao DNA comprometida, menor sinalizacdo de H2AFX e aumento na frequéncia
de micronucleos e caridlise. Ainda, foi confirmada a reducdo da sinalizagcdo da via
TP53/CDKN2A (p53/pl6) e de ERK1/2 e o aumento na secrecdo de citocinas
inflamatorias. Juntos, nossos dados confirmam a hipotese da obesidade como uma
patologia associada a imunossenescéncia prematura e instabilidade gendmica.

Palavras-chaves: Dano ao DNA, H2AFX, imunossenescéncia, inflamacéao,
mitocondria, macréfagos, obesidade, sistema imune.



.2 ABSTRACT

Immunosenescence is characterized by the functional decline of the immune system.
It involves phenotypic changes that translate into systemic modifications, having an
important impact on its functionality. Immunosenescence has been associated with
evolution and clinical outcome of many diseases associated with premature aging,
such as obesity. Obesity is a pathological condition associated with the expansion of
adipose tissue and chronic low-grade inflammation that exerts its negative effects on
multiple tissues. Evidence of cell senescence, such as increased beta-galactosidase
(B-gal) enzyme’s activity, presence of the secretory phenotype associated with
senescence, and increased expression of the tumor suppressor proteins TP53 (p53)
and CDKN1A (p21) have been described in adipose tissue of individuals with obesity.
However, it is not understood how this systemic inflammation can impact on
premature aging of the immune system in individuals with obesity. Thus, the aim of
this thesis is to evaluate changes associated with premature immunosenescence in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) exposed to the proinflammatory
environment of obesity. We used three different experimental approaches: (1)
analysis of parameters associated with premature immunosenescence in healthy
PBMC incubated with plasma from individuals with obesity; (2) analysis of
immunosenescence parameters in the differentiated U-937 macrophages cell line
incubated with plasma from subjects with obesity without comorbidities or with the
metabolic syndrome and (3) validation of immunosenescence parameters in PBMC
of individuals with obesity. Our results showed that the plasma of individuals with
obesity can modulate the phenotype of previously healthy PBMC, inducing increased
cell death by apoptosis, compromised signaling of H2AFX and TP53, basal
mitochondrial dysfunction associated with ATP production, increased lymphocytes
senescent T helper CD4* CD28" and cytotoxic CD8*CD28", secretion of inflammatory
cytokines and activation of monocytes and macrophages. In addition, the plasma of
individuals with obesity, regardless of the presence of comorbidities, induced an
increase in the activity of the B-gal enzyme associated with decreased viability of
macrophages, associated with increased phagocytic capacity. Some of these data
were confirmed in PBMC of individuals with obesity, showing increased rate of cell
death by apoptosis, genomic instability through DNA damage repair kinetics,
decreased H2AFX signaling and increased micronucleus frequency and karyolysis.
Furthermore, we confirmed reduction of TP53/ CDKN2A (TP53/p16) and ERK1/2
pathway signaling and increased secretion of inflammatory cytokines. Taking
together, our data confirm the hypothesis of obesity as a pathology associated with
premature immunosenescence and genomic instability.

Keywords: DNA damage, H2AFX, immunosenescence, inflammation, mitochondria,
macrophages, obesity, immune system.



.3 LISTA DE ABREVIATURAS*

TP53BP

AMP

AMPK

ATM

ATP

ATR

CD80

CD86

CD163

CD206

CDK

CDKN2A

CDKN1A

CDKN1B

CEBP-a (ou B)

C12FDG

CHK1

CHK2

CTE

proteina tumoral 1 de ligacdo da p53

adenosina monofosfato

proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
ataxia-telangiectasia mutada

adenosina trifosfato

ataxia telangiectasia e relacionada a Rad3

reparo de excisédo de bases

beta galactosidase

ensaio de micronucleos bucal

do inglés breast cancer 1

albumina de soro bovino

molécula coestimulatéria B7.1

molécula coestimulatéria B7.2

receptor de sequestro haptoglobina-hemoglobina
receptor de manose de macrofagos

cinase dependente de ciclina

inibidor de cinase dependente de ciclina 2A

inibidor de cinase dependente de ciclina 1A

inibidor de cinase dependente de ciclina 1B

proteina o (ou B) de unido ao estimulador CCAAT
5-dodecanoilaminofluoresceina di-p-D-galactopiranésido
cinase de ponto de verificagao 1

cinase de ponto de verificagao 2

cadeia transportadora de elétrons



CVD
DAMP
DM2
DMSO
DNA
DNA-PK
DDR
DSB
Dys
E2F1
EDTA
FACS
FCCP
GM-CSF
Gl

GR

doencas cardiovasculares

padrées moleculares associados a dano

diabetes mellitus tipo 2

dimetilsulféxido

acido desoxirribonucleico

proteina cinase dependente de DNA

reparo de dano ao DNA

guebra de DNA de fita dupla

dislipidemias

fator de transcricdo 1 E2F

acido etilenodiaminotetracético

citometria de fluxo

cianeto de carbonilo-p-trifluorometoxifenil-hidrazona
fator estimulador de colénias de granul6citos e mondcitos
grande e irregular

grande e regular

H2AFX (H2AX) membro X da familia de histonas H2A

H20:>

HMGB1

HR

IL

IMC

MAPK

MIF

peroxido de hidrogénio

proteinas do grupo de alta mobilidade
recombinacdo homologa

irregular

interleucina

indice de massa corporal

mitose

proteino-cinase ativada por mitdgeno

fator inibidor de migracdo de macrofagos


https://gl.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas_do_grupo_de_alta_mobilidade

MCP-1 proteina quimioatraente de mondcitos 1

MDC1 proteina mediadora 1 de checagem de dano ao DNA
MDM2 do inglés murine doble minute 2

MMR reparo de incompatibilidade de DNA

MTT brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio
MRNA acido ribonucleico mensageiro

mtDNA DNA mitocondrial

mTORC proteina alvo de rapamicina de mamiferos

N normal

NAD* nicotinamida-adenina-dinucleotideo oxidado
NADH nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzido
NEHJ sistema de reparo ndo-homélogo de juncéo final
NER reparo de excisdo de nucleotideos

NFxB fator nuclear Kappa B

NII indice de irregularidade nuclear

NLRP3 dominio de ligacdo ao nucleotideo e proteinas que contém sequencias ricas
em leucina 3

PAI-1 inibidor de ativador de plasminogénio

PARP1 poli ADP-ribose polimerase

PBMC células mononucleares de sangue periférico

PGC-1 receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
PMA phorbol-12-miristato-13-acetato

PR pequeno e regular

RPLPO do inglés ribosomal protein lateral stalk subunit PO

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

ROS espécies reativas de oxigénio



SAHF
SASP
SFB
SM
SSB
TCLE
TGF-B
TNF-a
TP53

VEGF

foci nucleares associados a heterocromatina
fendtipo secretor associado a senescéncia
soro fetal bovino

sindrome metabdlica

guebras de DNA de fita simples

termo de consentimento livre esclarecido
fator de transformacao do crescimento beta
fator de necrose tumoral alfa

proteina supressora de tumor 53

fator de crescimento endotelial vascular

* As abreviaturas e o nome descritivo dos genes listados estdo de acordo com a HUGO Gene
Nomenclature Committee (HGNC) (www.genenames.org), organizacao financiada pela US National

Human Genome Research Institute (NHGRI) e a Wellcome Trust (UK). PMID:25361968



http://www.genenames.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25361968

.4 LISTA DE TABELAS

Capitulo 1
Tabela 1. Demographic and clinical data of healthy controls and individuals with

(0] =27 | /2 41

Capitulo 2

Tabela 1. Dados demogréficos e clinicos dos individuos eutroficos e portadores de

OB ESIAAAE. ... e 57

Capitulo 3
Tabela 1. Dados demograficos e clinicos dos controles eutréficos e individuos

portadores de 0DESIAAUE. ..........ooi i 75



[.5 LISTA DE FIGURAS

Introducao
Figura 1. Visao geral da resposta de dano ao DNA (DDR).........ccccevvvvvvervieiinniininenn. 17
Figura 2. Senescéncia celular na regeneracéao e disfuncéo tecidual......................... 19
Figura 3. Impacto da imunosenescéncia nos linfOCitos T............ccovvvvvvivvveiiiiiiicceennn, 25
Capitulo 1

Figure 1. Increased apoptosis in PBMC exposed to plasma from individuals with
O Sy . 40

Figure 2. Plasma from individuals with obesity compromises signaling through cH2AX

Figure 3. Routine and ATP-linked mitochondrial dysfunction in PBMC exposed to
plasma of individuals With 0DeSIty .......... ..o 43
Figure 4. Immunosenescent phenotype of intact PBMC triggered by plasma from
individuals With ODESItY ... 44
Figure 5. Enhanced cytokine secretion by PBMC exposed to plasma from individuals
WITN OB SITY . ...t 45
Figure 6. Monocyte to macrophage differentiation and subsequent activation

triggered by acute stimuli from plasma from individuals with obesity.................... 46

Capitulo 2

Figura 1. Fluxograma representativo da diferenciacdo e tratamento da cultura celular

da INNAGEIM U-037. ... 50



Figura 2. Diminuicdo da viabilidade e da massa mitocondrial em macrofagos
incubados com plasma de individuos com
ODESIAAE. ...t 58
Figura 3. Diminuicdo da massa mitocondrial em macréfagos incubados com plasma
de individuos portadores de obesidade..............ccooeviviiiiiiiiiiii e 59
Figura 4. Niveis similares de oxidacdo de DCF-DA em macrofagos incubados com
plasma de individuos portadores de obesidade com o sem SM e individuos
BUITOTICOS. ..ttt ettt e e e e e e e e e e e bbbt e e e e e s bbreeeeeeeannnes 60
Figura 5. Aumento da atividade da enzima [-galactosidase em macrofagos
incubados com plasma de individuos portadores de obesidade...................cccc...... 61
Figura 6. Morfologia nuclear ndo indica senescéncia em macréfagos incubados com
plasma de individuos com obesidade.............ccccceeiiiiiiiiiiiiii 63
Figura 7. Niveis similares de expressdo génica de CDKN1A e CDKN2A em
macréfagos incubados com plasma de individuos portadores de obesidade com e
sem SM e INdIVIdUOS ULIOfICOS. .......oiuuiiiiee e 64
Figura 8. Atividade fagocitica de macréfagos incubados com plasma de individuos
eutroficos e de individuos com obesidade............c..ooooeiiiiiiiiiii 65
Figura 9. Aumento da expressao proteica dos marcadores de polarizacdo CD86,
CD206 e CD163 em macrofagos incubados com plasma de individuos portadores de

0D ESIHAAE & SV ..o e e e e 66

Capitulo 3

Figura 1. Sinalizagdo da histona H2AFX comprometida em PBMC de individuos

portadores de ODESIAAUE. ........uuureiii e s 76

-10-



Figura 2. Cinética de reparo de dano ao DNA comprometida em PBMC de individuos
portadores de 0DESIAAUE. ........ciiii i ———————— 78
Figura 3. Aumento da frequéncia de micronucleos e de cariolise nas células epiteliais
da mucosa oral de individuos portadores de obesidade..............cccoevvvvveriiiiiiiieiennn. 79
Figura 4. Aumento da morte celular por apoptose em PBMC de individuos
portadores de ODESIHAUE. .........uiii i e ——————— 80
Figura 5. Sinalizacdo comprometida da via TP53/CDKN1A (TP53/P21) em PBMC de
individuos portadores de obesidade............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 82
Figura 6. Sinalizacdo comprometida de pERK1/2 em PBMC de individuos portadores
A ODESIAUE. ... e e e e e e e e e e e e aae 83

Figura 7. Sinalizacdo inflamatéria em PBMC de individuos portadores de

(0] 01T [0 F= To [ 2R U TP 85
Discusséo
Figura 1. Visao geral dos principais resultados obtidos nesta tese..............cccc......e. 90

-11 -



1.6 INTRODUCAO

O envelhecimento é caracterizado pela perda progressiva da integridade e
funcionalidade dos tecidos. O declinio funcional sistémico dos organismos
relacionado ao envelhecimento é um dos principais fatores de risco para a morte e
para o0 desenvolvimento de patologias como cancer, diabetes, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares, entre outras (Lopez-Otin et al., 2013). O
acumulo de danos celulares é considerado a principal causa do envelhecimento (Vijg
e Campisi, 2008, Gems e Partridge, 2013).

Nove fatores que contribuem com o processo de envelhecimento foram
propostos e discutidos por Lopez-Otin e colaboradores em seu trabalho denominado
“Hallmarks of aging” (Lopez-Otin et al., 2013). Estes fatores foram divididos em trés
grupos, denominados de (1) marcadores principais, quando sao as causas primarias
do dano celular, como a instabilidade gendémica, o atrito telomérico, as alteracdes
epigenéticas e a perda de proteostase; (2) marcadores antagonistas, quando
correspondem a um resposta celular ao dano primario, como a desregulacdo na
sinalizacao de nutrientes, a senescéncia celular e a disfungdo mitocondrial; (3) e por
altimo, marcadores integrativos, que s&o agueles responsaveis pelo declinio
funcional que leva ao fendtipo do envelhecimento, como a exaustdo de células-
tronco e alteragdo da comunicacao intercelular (Lopez-Otin et al., 2013)

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado afim de elucidar
mecanismos associados ao envelhecimento prematuro em doengas crbnicas
moduladas por estresse oxidativo e inflamacdo, como é a obesidade (Mundstock et
al., 2015, Parisi et al.,, 2017), doencas psiquiatricas (Barbe-Tuana et al., 2016,

Czepielewski et al., 2016, Vasconcelos-Moreno et al., 2017), artrite reumatoide
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(Picarelli et al., 2017) e asma (manuscrito em preparagdao). No contexto da
obesidade, através de uma revisdo sistematica com metanalise, analisamos 39
trabalhos originais que incluiram 119.439 individuos. Nesse trabalho, demonstramos
uma tendéncia moderada de encurtamento de telébmeros, indicadores de
envelhecimento precoce, em individuos portadores de obesidade (Mundstock et al.,
2015). Ainda, validamos os resultados obtidos na metanalise em nossa coorte de
individuos portadores de obesidade, demonstrando telémeros significativamente
encurtados e desregulacdo na expressdo génica das proteinas do complexo
Shelterin em células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Além disso, foi
possivel constatar aumento do dano oxidativo a macromoléculas no plasma destes
individuos, quando comparados com controles eutréficos (Grun et al., manuscrito
submetido para publicacédo).

Assim, considerando nossos dados prévios de alteracbes na homeostase
telomérica e estresse oxidativo no sangue periférico de individuos portadores de
obesidade, nesta tese abordaremos a instabilidade genémica, a senescéncia celular,
a disfuncdo mitocondrial e a alteracdo da comunicacdo intercelular através da
inflamacdo como possiveis fatores envolvidos no processo de envelhecimento

prematuro do sistema imune no contexto da obesidade.

[.6.1 Instabilidade gendmica e sinalizag&o da histona 2AFX (H2AFX)

Um dos principais fatores que contribuem para o processo de
envelhecimento é a instabilidade genbmica, a qual possui um papel central na
patogénese de diversas doencas, como cancer e doencas degenerativas. As

manifestacbes da instabilidade gendmica a nivel molecular incluem uma variedade
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de alteracdes nos acidos nucleicos (DNA), que vao desde modificacbes em um Unico
nucleotideo até transformacfes em todo um cromossomo. Baseado no grau de dano
genético, as lesdes ao DNA podem ser divididas em trés categorias: (1) instabilidade
de nucleotideos, que é caracterizada pelo aumento da frequéncia de substituicdo de
bases e delecdes e inser¢cdes de um ou poucos nucleotideos, (2) instabilidade de
microssatélite, que é o resultado de defeitos que levam a expanséo ou contracdo de
repeticbes curtas de nucleotideos ou microssatélites e por ultimo (3) instabilidade
cromossOmica, que leva a mudangas no numero ou estrutura dos cromossomos e
aberracdes na arquitetura nuclear (Georgoulis et al., 2017).

O DNA de cada uma das células do organismo acumula milhares de lesdes
diariamente. Estas les6es podem incluir mutacbes de ponto, translocacdes,
insercdes e delecBes de porcdes extensas nos cromossomos, oxidacdo de bases,
guebras de DNA de fita simples (SSB) e quebras de DNA de fita dupla (DSB). Como
contrapartida ao dano ao DNA, as células possuem mecanismos de protecao contra
o dano gerado, denominado de resposta de dano ao DNA (DDR), o qual é
responsavel por reparar os diferentes tipos de danos ao DNA e prevenir assim
alteracdes celulares decorrentes da instabilidade gendmica. Os principais
mecanismos de DDR incluem trés sistemas de reparo de excisdo, chamados de
reparo de excisdao de nucleotideos (NER), reparo de excisdo de bases (BER) e
reparo de incompatibilidade de DNA (MMR). Além disso, o sistema de reparo das
DSB inclui o sistema de reparo ndo-homdlogo de juncédo final (NHEJ), que é
independente de homologia ou utiliza microhomologia para juntar extremidades
guebradas e predomina na fase G1 do ciclo celular, e a recombinacdo homéloga
(HR), que promove reparo preciso ao copiar informacdes de um molde de DNA
homologo intacto e predomina nas fases S/G2 do ciclo celular (Sirbu e Cortez, 2013,

Georgoulis et al., 2017).
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A DDR compde uma via de sinalizacdo conservada em eucariotos e possuli
funcao de inibir, de forma transitoria ou permanente, eventos que levam a sintese de
DNA em células que apresentam sinais de DNA danificado. A DDR é a via
responsavel pela coordenacdo dos mecanismos celulares associados com o
reconhecimento e reparo do dano ao DNA, restabelecendo a integridade genbmica.
As DSB e SSB séao potentes ativadores de DDR e mediam a sinalizacéo de resposta
principalmente através da fosforilacio do membro X da familia de histona H2A
(H2AFX, previamente denominada H2AX) (Qian e Chen, 2013).

A H2AFX (identificada no repositorio do HUGO Gene Nomenclature
Committee HGNC:4739) € uma proteina que funciona como substrato de varias
enzimas do grupo das PIKKs (do inglés phosphoinositide 3-kinase-related protein
kinases), como a ataxia-telangiectasia mutada (ATM), a ataxia telangiectasia
relacionada a Rad3 (ATR) e a proteina cinase dependente de DNA (DNA-PK).
Entretanto, ATM é considerada a principal mediadora fisiolégica da ativacdo (por
fosforilacdo) de H2AFX em resposta a inducdo de DSB. Neste contexto, durante a
formacdo de DSB ocorre recrutamento e sinalizagdo de ATM, que, por sua vez,
induz o recrutamento e fosforilagdo de H2AFX na serina 139 (S139), denominada
YH2AFX. A yH2AFX, juntamente com a proteina mediadora 1 de checagem de dano
ao DNA (MDC1), recrutam complexos adicionais de ATM para amplificar e propagar
sua prépria fosforilacdo (d'Adda di Fagagna, 2008, Marechal e Zou, 2013, Qian e
Chen, 2013). Adicionalmente, yH2AFX e MDC1 agem de forma coordenada e
recrutam proteinas adicionais ao sitio de dano ao DNA, como a nibrina (NBN,
previamente denominada NBS1), a proteina tumoral 1 de unido a p53 (TP53BP1) e
a proteina associada ao reparo do DNA, BRCAL. Por outro lado, H2AFX também
pode ser fosforilada pela ATR, durante eventos de SSB, como o0s presentes em

situacdes de hipdxia ou durante eventos de estresse associados com a replicacao, e
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pela proteina cinase dependente de DNA (DNA-PK) durante a fragmentacdo do DNA
na apoptose (Fragkos et al., 2009).

A yH2AFX se associa ao DNA por centenas de kilobases além do sitio de
dano, o que gera uma area molecular de ligacdo que atrai e retém um grande
numero de fatores que compdem o complexo de DDR, resultando na formacéo de
multiplos focos (foci) nucleares detectaveis ao microscépio 6tico. Na auséncia de
YH2AFX, o recrutamento inicial de ATM, que inicia a sinalizacdo de H2AFX, néo é
afetado. No entanto, o recrutamento secundario decorrente da retroalimentacéo
positiva com formacdo de foci visiveis de ATM e outros fatores de DDR sé&o
interrompidos (d'Adda di Fagagna, 2008, Sharma et al., 2012).

No sitio de dano ao DNA, com o aumento local de ATM e ATR, ocorre a
ativacdo das cinases de checagem (checkpoint kinases CHK2 e CHK1), que
difundem pelo nucleoplasma para fosforilar seus substratos, como a proteina tumoral
TP53 (previamente denominada p53), que inicia a cascata de eventos associados
com o reparo. Uma vez que o dano ao DNA é reparado, o complexo de DDR é
desmontado. No entanto, se o dano ao DNA é persistente e nao for reparado, ou a
taxa de dano supera a taxa de reparo, o destino da célula tem mais dois desfechos,
a ativacao de vias de inducdo de senescéncia ou morte celular por apoptose (Qian e

Chen, 2013). Uma viséo geral da DDR esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Visdo geral da resposta de dano ao DNA (DDR). A cascata de sinalizacdo da via de
resposta de dano ao DNA é constituida por dois sensores principais de dano: o complexo MRE11—-
RAD50-NBS1 (MRN), que detecta as quebras de fita dupla (DSB), e a proteina de replicacdo A
(RPA), o complexo RAD9-RAD1-HUS1 e ATRIP, que detectam as quebras de fita simples (SSB).
Estes sensores detectam a presenca de dano e recrutam as cinases ATM e ATR, respectivamente. A
fosforilacdo de ATM ou ATR converge na fosforilagdo de H2AFX na serina 139 (YH2AX) e BRCAL1,
associadas a regido proxima a lesdo no DNA. A yH2AX recruta MDC1 (DNA damage checkpoint 1)
que sustenta e amplifica a sinalizacdo de DDR ampliando a ativacdo de ATM. A fosforilacdo de ATM
e ATR leva a ativacao das cinases especificas de checagem de cada via, CHK2 (fosforilada por ATM)
e CHKZ1 (fosforilada por ATR), as quais ativam as proteinas efetoras p53 e a proteina de divisdo de
ciclo celular 25 (CDC25), respectivamente. Essa etapa da DDR é critica, compromete e direciona a
célula a diferentes destinos. Os desfechos da DDR podem ser morte celular por apoptose ou,
alternativamente, parada transiente do ciclo celular. Nesse caso, pode direcionar a célula para reparo
do dano ao DNA e posterior retomada do ciclo celular e proliferacdo, ou parada permanente do ciclo
celular e indugdo de senescéncia celular quando ocorre dano persistente ao DNA néo reparado
(Adaptado de Sully et al., 2012).

O papel de H2AFX e sua ativacdo via fosforilagdo, necessarios para o
recrutamento das proteinas de reparo, tem sido extensivamente discutido na
literatura (Kobayashi et al., 2002, Celeste et al., 2003b, Fragkos et al., 2009). Neste
ambito, varios trabalhos tem mostrado que H2AFX é dispensavel para atrair os

fatores de reparo aos foci de dano, indicando que ela ndo seria necessaria para o
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inicio da DDR, mas sim para sua manutenc¢do (Kobayashi et al., 2002, Celeste et al.,
2003b, Fragkos et al., 2009). No entanto, células nocautes para a H2AFX mostram
recrutamento de NBS1, 53BP1 e BRCA1 comprometido nos foci de dano induzido
por radiacao, resultando em instabilidade gendémica (Celeste et al., 2002, Bassing et

al., 2003, Celeste et al., 2003a).

|.6.2 Senescéncia celular

A senescéncia celular foi originalmente descrita por Hayflick e Moorhead em
cultura de fibroblastos (Hayflick e Moorhead, 1961). Atualmente, é definida como um
fendmeno caracterizado pela perda do potencial proliferativo da célula devido a uma
parada irreversivel do ciclo celular. No entanto, apesar de perderem a capacidade de
proliferar, as células senescentes continuam metabolicamente ativas e podem
modular o fendtipo de células vizinhas de maneira paracrina através da secrecédo de
moléculas sinalizadoras soluveis (Campisi, 2013, Childs et al., 2015).

Do ponto de vista da morfologia, a senescéncia celular € acompanhada pelo
aumento do tamanho celular e do contetdo lisossomal, com aumento da atividade
da enzima B-galactosidase (B-Gal), diminuicdo na expresséao nuclear de filamentos
de lamin B1 e liberacdo das proteinas reguladoras HMGB1 (do inglés, High Mobility
group box 1 proteins). Essas modificacfes geralmente estdo correlacionadas com a
presenca de foci de dano ao DNA presentes na heterocromatina, denominados foci
nucleares associados a heterocromatina (SAHF). Além disso, as células
senescentes sofrem profundas alteracbes em seu secretoma, constituido
majoritariamente por citocinas e quimiocinas inflamatorias e por metaloproteinases,
as quais sao coletivamente chamadas de fenotipo secretor associado a senescéncia

(SASP) (Bernardes de Jesus e Blasco, 2012, Munoz-Espin e Serrano, 2014).
18



Fisiologicamente, a senescéncia em organismos adultos € um mecanismo de
protecdo da célula contra danos moleculares que podem leva-la a uma
transformacao neoplasica. Assim, a inducédo transiente de senescéncia nas células
danificadas, seguida da remodelacdo tecidual e de sua eliminacdo por células
especializadas do sistema imune parece ser benéfica. Por outro lado, a senescéncia
persistente ou a inabilidade do sistema imune em elimina-las pode ter impactos
negativos na funcdo dos tecidos e no potencial regenerativo das células-tronco,
acelerando o processo de envelhecimento tecidual, e, consequentemente, sistémico

(Figura 2).
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Figura 2. Senescéncia celular na regeneracdo e disfuncdo tecidual. Diferentes tipos de dano
celular podem induzir senescéncia celular nos tecidos. As células danificadas podem se transformar
em células senescentes, que, por sua vez, adquirem um perfil secretor alterado e secretam
mediadores inflamatérios (SASP). Estes mediadores promovem a quimiotaxia de células imunes ao
tecido, principalmente macréfagos e linfdcitos, afim de eliminar as células senescentes. Uma vez que
estas células sdo removidas, ocorre a regeneracdo tecidual. No entanto, em situacdes de dano
persistente ao DNA, como em diversas patologias e durante o envelhecimento, o sistema imune é
ineficiente na remocdo de todas as células senescentes, as quais se acumulam nos tecidos e
aumentam a inflamacéo tecidual crénica. A perpetuacdo do ciclo pode causar disfuncdo tecidual
progressiva e contribuir com o processo de envelhecimento (Adaptado de Mufioz-Espin e Serrano,
2014).

Além disso, o aumento do numero de células senescentes em diferentes
tecidos esta relacionado com varias condicdes patoldégicas associadas ao

envelhecimento, sendo que sua remocao dos tecidos diminui estas patologias em
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modelos animais (Campisi e d'Adda di Fagagna, 2007, Campisi, 2013, Lopez-Otin et
al., 2013, Ziegler et al., 2015). Neste contexto, terapias pro-senescentes podem
contribuir para minimizar a proliferacdo de células danificadas, prevenindo a
formacdo de tumores, e terapias senoliticas podem ajudar a eliminar as células
senescentes acumuladas nos tecidos e, assim, recuperar e/ou melhorar sua funcao,
prevenindo o envelhecimento (Munoz-Espin e Serrano, 2014).

A senescéncia celular pode ser induzida em uma célula proliferativa por
diversos fatores. Inicialmente, foi postulado que a senescéncia observada em cultura
de células devido a mudltiplas passagens ocorre como consequéncia do
encurtamento do telébmeros (Blackburn e Gall, 1978), fato que tem sido
extensivamente confirmado in vivo em células proliferativas (Matsumoto et al., 2015,
Bernadotte et al., 2016). No entanto, atualmente sabe-se que a senescéncia pode
ser induzida por outros fatores que causam estresse celular além do encurtamento
de teldmeros, como irradiacdo (Havelek et al., 2013), ativacdo de oncogenes
(Chandeck e Mooi, 2010), dano oxidativo, disfungcdo mitocondrial (Ziegler et al.,
2015, Wiley et al., 2016) e inflamacédo (Jurk et al., 2014). Além disso, tem sido
elucidado o papel fisioldgico da senescéncia celular no desenvolvimento tecidual
durante o periodo embrionario como mecanismo compensatorio da apoptose (Storer
e Keyes, 2017; Munoz-Espin e Serrano, 2014).

As principais vias de sinalizacdo envolvidas na parada do ciclo celular para
inducdo de senescéncia convergem na ativacao das proteinas inibidores de cinases
dependentes de ciclinas como a CDKN2A (codificada pelo gene CDKN2A também
denominado p16, p16'NK42 p14 ou p14ARF), CDKN2B (codificada pelo gene CDKN2B
e também denominado P15 ou p15'Nk4b) CDKN1A (codificada pelo gene CDKN1A,
também denominado P21, p21¢'P! ou p21°¢iPWail) e CDKN1B (codificada pelo gene

CDKN1B e também denominado KIP1 ou P27KIP1). De maneira geral, a inibicao
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das cinases dependentes de ciclina resulta em parada do ciclo celular por induzir a
hipo-fosforilagéo da proteina retinoblastoma (Rb), que se liga a proteina 1 da familia
de fatores de transcricdo (E2F)-1 para inibir seus alvos transcricionais, essenciais
para a transicao das fases G1/S do ciclo celular (Munoz-Espin e Serrano, 2014).

O dano direto ao DNA ativa a senescéncia principalmente através da
proteina TP53. Neste contexto, a TP53 pode ser ativada principalmente em resposta
a duas vias celulares. Uma delas é a DDR, mediada pelas proteinas ATM/ATR via
CHK1/CHK2. Neste contexto, a ATM fosforila a proteina tumoral TP53 na serina 15 e
a CHK2 fosforila a TP53 na serina 20, resultando na dissociacdo da TP53 do seu
inibidor MDM2, o que leva a sua estabilizacdo e ativacdo das vias subsequentes. A
outra via ativada é através da proteina P14ARF  codificada por um transcrito
alternativo do locus CDKN2A, INK4A/ARF. A P14”RF ativa a proteina TP53 por
sequestrar a MDM2, prevenindo sua degradacdo proteolitica (Ben-Porath e
Weinberg, 2005, Qian e Chen, 2013). A ativacdo de TP53 leva ao aumento da
expressao de seus genes alvo, entre eles a CDKN1A (P21), um inibidor de cinase
dependente de ciclina, que exerce papel fundamental na inducdo de parada de ciclo
na fase G1 pela inibicdo dos complexos das ciclinas CDK2 e CDK4 (Qian e Chen,
2013).

Uma via adicional de parada de ciclo celular é a proteina CDKNZ2A
(p16'NK43) um indutor de senescéncia celular ativado pelo estresse celular. A
pl6'NK4a & um inibidor das ciclinas CDK4/6. Uma vez ligada nestas ciclinas, a
pl6'NkK4aimpede a fosforilacdo de Rb, que permanece associada ao E2F1, impedindo
sua atividade como fator de transcricdo. Estudos mostram que a p16'Nk4a ¢ altamente
expressa em situacdes de estresse celular e sua inativacdo leva a uma diminuicao
do desfecho de senescéncia (Ben-Porath e Weinberg, 2005, Baker et al., 2011,

Rayess et al., 2012). Ainda, quando a p53 ¢é inativada, o acumulo de danos ao DNA
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pode levar a inducdo de senescéncia através de espécies reativas do oxigénio
(ROS), que mediam a expressao de CDKN1A (P16) através da ativacao de proteina
cinase ativada por estresse p38-MAPK. Assim, € sugerido que CDKN1A (P16) serve

como supressor tumoral de suporte para p53 (Rayess et al., 2012).

.6.2.1 Imunossenescéncia

A imunossenescéncia € um termo amplo que caracterizada o declinio
funcional do sistema imune como consequéncia do envelhecimento e envolve néo
apenas mudancas intrinsecas nas células imunes, mas também modificacées no
microambiente celular e alteragbes sistémicas (Oishi e Manabe, 2016). Neste
contexto, o envelhecimento do sistema imune envolve importantes mudancas na
organizacdo e funcionalidade imunoldgica, impactando negativamente na saude dos
individuos (Bauer e Fuente Mde, 2016). Embora a senescéncia celular esteja
envolvida em varias alteracdes relacionadas ao sistema imune durante o
envelhecimento, algumas alteracdes relativas ao estado imunossenescente dos
individuos séo induzidas independentemente da sinalizacdo de senescéncia (Oishi e
Manabe, 2016).

As alteracdes da funcionalidade do sistema imune decorrentes da
imunossenescéncia podem ser exemplificadas clinicamente pelo aumento da
frequéncia e severidade de infeccBes e diminuicdo da eficacia de vacinas em
individuos mais idosos. Desta forma, a imunossenescéncia pode agravar o fenétipo
de envelhecimento a nivel sistémico devido a falha do sistema imune em eliminar

agentes infecciosos, células infectadas por patdégenos, células em transformacéo
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neoplasica e células senescentes de outros tecidos (Ponnappan e Ponnappan,
2011).

A imunossenescéncia afeta de forma diferencial as células na medula 6ssea,
no timo, os linfécitos maduros presentes no sangue periférico e nos orgaos linfoides
secundarios e células do sistema imune inato, como sd&0 0S monocitos e
macrofagos. No entanto, as células da imunidade adaptativa sofrem mudancas mais
profundas em relacdo a senescéncia (McElhaney e Effros, 2009; Ponnappan e
Ponnappan, 2011).

As principais mudancas decorrentes da senescéncia ha imunidade
adaptativa incluem a diminuicdo de linfécitos T e B virgens, aumento das células de
memoria e reducdo do repertério de receptores de células T (TCR) e de receptores
de células B (BCR). Por outro lado, a geracdo de células mieldides é favorecida,
sendo que as células tronco hematopoiéticas apresentam reducdo do potencial de
diferenciacdo linféide e aumento do potencial de diferenciacdo mieldide (Oishi e
Manabe, 2016; Young et al., 2016; Zediak et al., 2007).

Uma das altera¢cdes mais significativas durante a imunossenescéncia ocorre
na modulacdo de marcadores de superficie nos linfocitos T, ocasionada pela
estimulacdo antigénica repetitiva. Assim, durante o desenvolvimento das células T,
pode-se observar diferentes fendtipos, caracterizados da seguinte maneira: (1)
diferenciacdo inicial (CD27* CD28* CD57- CD45RA™), (2) virgens (CD27* CD28*
CD57- CD45RA"), (3) diferenciacdo intermediaria (CD27- CD28* CD57+ CD45RAW)
e diferenciacdo final (CD27- CD28  CD57* CD45RA"*), as quais seriam as células
senescentes (Strioga et al., 2011). A involugdo do timo no processo de
envelhecimento é responséavel pela reducao da liberacdo de células T virgens para a
circulacdo, sendo que esta diminuicdo é mais pronunciada nas células T CD8* em

relacdo a populacdo de células T CD4*, podendo resultar em uma razdo de
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CD4:CDS8 invertida (< 1) em 10 a 15% dos individuos idosos, fato que esta
relacionado a disfuncdo imunoldgica e aumento de morbidade e mortalidade (Bauer
e Fuente Mde, 2016).

Outra importante alteracao relacionada a imunossenescéncia nos linfécitos T
esta relacionada a perda da expresséo da proteina de membrana celular CD28. O
CD28 e uma molécula coestimulatéria que faz parte da sinapse imunoldgica e é
essencial para ativacdo dos linfocitos pelas células apresentadoras de antigenos.
Desta forma, o aumento de células T CD8*CD28" na circulacdo sanguinea é um
importante marcador de imunossenescéncia (Valenzuela e Effros, 2002, Chebel et
al., 2009, Wang et al., 2010, Rizzo et al., 2013)

A expansdo das células imunossenescente CD8*CD28  ocorre
principalmente pela proliferacdo acentuada dos linfécitos T citotoxicos como
consequéncia da sua exposicéo a diferentes antigenos durante a vida do individuo.
Neste sentido, as células CD8*CD28  se acumulam principalmente durante infeccfes
virais persistentes, como, por exemplo, nas infeccées pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida humana, o virus T-linfotrépico humano e o citomegalovirus (Wikby et al.,
2002, Gamberg et al., 2004). No entanto, individuos com doengas crbénicas nao-
transmissiveis, como o transtorno de humor bipolar, também possuem aumento na
frequéncia das células CD8*CD28- circulantes (Rizzo et al., 2013).

A perda da expressdo de CD28 na membrana dos linfocitos é, ainda,
acompanhada pela diminuicdo do tamanho dos telémeros e da expressao da enzima
telomerase (Effros et al., 1996, Monteiro et al., 1996, Weng et al., 1997, Valenzuela e
Effros, 2002). Além disso, tem sido demonstrada uma associagcdo entre o aumento
de células CD8*CD28 e respostas deficientes a vacinacdo (Goronzy et al., 2001,
Valenzuela e Effros, 2002, Chebel et al., 2009, Wang et al., 2010, Rizzo et al., 2013).

Ainda, as células CD8*CD28 podem contribuir com a inflamacdo produzindo
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grandes quantidades de citocinas inflamatérias como interferon (IFN)-y, o fator de
necrose tumoral (TNF)-a e as interleucinas (IL)-18 e IL-6 sob estimulos mitogénicos
e citotoxinas como perforina e granzima B (Bauer e Fuente Mde, 2016). O fenotipo

de um linfécito T imunossenescente esta ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Impacto da imunosenescéncia nos linfécitos T. Durante o0 processo de
imunosenescéncia, os linfocitos T CD4* e T CD8* perdem a expressdo dos marcadores CD27 e
CD28. As células T negativas para CD28 (CD28") apresentam fendtipo imunosenescente e, assim,
vérias caracteristicas efetoras, como secre¢do de citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF-q,
expressdo de perforinas, expressdo de receptores de quimiocinas CCR5 e CCR7, telbmeros
encurtados, perda da expressao da telomerase, expressdo de receptores de sinalizacdo negativa
como PD-1 e sinalizacao intracelular comprometida (Adaptado de Bauer e Fuente Mde, 2016).

Em relacdo ao sistema fagocitico mononuclear, pode-se observar no decorrer
do envelhecimento uma diminuicdo na proporcdo de mondcitos classicos
(CD14**CD167) e aumento dos mondcitos nado-classicos (CD14*CD16*") e

intermediarios (CD14**CD16*). Em relag&o a funcionalidade, ha uma diminuicdo na
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producdo de ROS, na capacidade fagocitica, na capacidade de migracdo e de
apresentacao de antigenos. Além disso, ocorre uma significativa alteracdo no perfil
de secrecao de citocinas apdés a ativacdo através dos receptores semelhantes a Toll
(TLR), com aumento da producdo de TNF-a basal e apés estimulo de TLR4 e de
LPS e de IL-8 apés estimulo de TLR1/2, TLR4 e TLR5 (Pinti et al., 2016).

A imunossenescéncia € um processo fisioldgico, no entanto, patologias
associadas ao estresse oxidativo e inflamacdo, como doencas psiquiatricas e
doencas metabdlicas, podem acelerar este processo. Neste contexto, a
imunossenescéncia tem sido associada a etiologia e desfecho clinico de muitas
doencas associadas ao envelhecimento, como obesidade, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares, doencas autoimunes, diabetes, cancer,
entre outras, sendo proposta com um excelente marcador de morbidade e

longevidade nos individuos (De la Fuente e Miquel, 2009).

1.6.3 Disfuncao mitocondrial

Vérios estudos tem evidenciado o papel das mitocéndrias na inducédo de
envelhecimento e senescéncia celular. Neste ambito, observac¢des iniciais
postularam que a disfuncdo mitocondrial progressiva que ocorre com o processo de
envelhecimento aumenta a producdo de ROS, que, por sua vez, amplifica a
deterioragdo mitocondrial e o dano celular (Harman, 1965). Corroborando com esta
ideia, o peroxido de hidrogénio (H202), uma importante fonte de ROS, € um potente
indutor de senescéncia em varios tipos de células (Ben-Porath e Weinberg, 2005).

Por outro lado, varias evidéncias tém sugerido que as ROS ndo necessariamente
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estdo envolvidas com o processo de senescéncia e/ou envelhecimento. Neste
sentido, foi demonstrado que o aumento de ROS pode prolongar a expectativa de
vida do nenmatodo Caenorhabditis elegans (Van Raamsdonk e Hekimi, 2009, Yee et
al., 2014), e manipulacbes genéticas que comprometem a funcdo mitocondrial, mas
ndo aumentam a producdo de ROS, também tem demonstrado acelerar o
envelhecimento (Edgar e Trifunovic, 2009, Hiona et al., 2010, Wiley et al., 2016),
sugerindo que a disfuncdo mitocondrial pode induzir envelhecimento independente
da producédo de ROS. Ainda, o ROS mitocondrial aumentado na senescéncia celular
pode ser consequéncia do proprio fendtipo senescente e ndo necessariamente sua
causa (Lawless et al., 2012).

De maneira geral, os mecanismos que causam defeitos na bioenergética
mitocondrial incluem acumulo de delecbes e mutacbes no DNA mitocondrial
(mtDNA), oxidacdo das proteinas mitocondriais, desestabilizacdo da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) e altera¢des na dindmica mitocondrial em relagéo a
fissdo e fusdo. Assim, a combinacdo do aumento de dano e reducdo na formacgéo de
mitocdndrias contribuem para o envelhecimento celular (Ziegler et al., 2015).

A mitocondria é a principal fonte de energia para as células. A medida que
as células e organismos envelhecem, a eficiéncia da cadeia respiratéria tende a
diminuir, aumentando o escape de elétrons (leak) e reduzindo a producdo de ATP
(Green et al., 2011). Assim, o declinio na funcdo da CTE pode levar a senescéncia
prematura. Estudos onde foi realizada inibicdo dos complexos I, Il e lll da CTE
mostram indugdo da parada do ciclo celular e senescéncia nas células estudadas.
Ainda, a perda do gradiente de protons por desacopladores como o fluorocarbonil-
cianeto de fenilhidrazona (FCCP) também foi capaz de levar a célula a senescéncia

celular (Stockl et al., 2006, Moiseeva et al., 2009).
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O déficit de producdo de ATP causado pela disfuncdo mitocondrial pode
induzir senescéncia através da regulacéo positiva das proteinas CDKN2A (p16'Nk4) e
CDKN1A (p21CPUWAFL) (Stockl et al., 2006). A diminuicdo da producédo de ATP leva
ao aumento de adenosina monofosfato (AMP), criando um desbalanco bioenergético
na célula (Wang et al., 2003). Recentemente, um estudo mostrou que diferentes
formas de dano mitocondrial resultam em senescéncia celular em células
proliferativas, com u m SASP representado pela secrecdo de TNF-a e IL-10, e
independente de IL-6. Estas células apresentaram, ainda, aumento da razao
NAD*/NADH e da razdo ADP/ATP e ativacdo de TP53 mediada pela proteina cinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) (Wiley et al., 2016). Neste contexto,
NAD* é essencial para a atividade das proteinas desacetilases da familia das
Sirtuinas, as quais estdo associadas a longevidade, e da polimerase 1 poly(ADP-
ribosa) (PARP-1), essencial no reparo do dano ao DNA (Ziegler et al., 2015). Ainda,
a AMPK é um sensor energético que induz senescéncia ndo apenas pelo aumento
da expressdo e fosforilacdo de TP53 e CDKN1A (P21), mas também pela
estabilizacdo do MRNA da CDKN2A (p16'Nk4) (Wang et al., 2002).

A reducdo da eficiéncia bioenergética da célula pode também ser
decorrente da senescéncia mediada pelo encurtamento de telédmeros. Este
fendbmeno pode ser explicado pela reduzida biogénese mitocondrial como
consequéncia do encurtamento de teldbmeros em camundongos deficientes para
telomerase, com consequente repressdo de receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma alfa e beta (PGC-1a e PGC-13) mediada pela TP53 (Sahin et al.,
2011). Neste sentido, o declinio funcional da mitocdndria no envelhecimento pode
ser parcialmente revertido pela reativacdo da telomerase (Bernardes de Jesus e
Blasco, 2012). A disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo podem, ainda,

aumentar a sinalizacdo de NF«kB potencializando o complexo proteico inflamossoma
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NRLP3 e, consequentemente, o fenotipo inflamatorio da senescéncia (Salminen et
al., 2012).

Por outro lado, foi demonstrado que a auséncia de mitocondria é
responsavel por reduzir o fenotipo senescente, ao mesmo tempo em que a célula
mantém a producdo de ATP através da glicOlise anaerdbica. Ainda, a mitocondria é
responsavel pelo fendtipo inflamatério observado na senescéncia e a fosforilacdo da
cascata ATM-AKT-mTORC1 integra sinais de DDR em direcdo a biogénese
mitocondrial dependente de PGC-1B, contribuindo para inducdo de senescéncia

(Correia-Melo et al., 2016).

1.6.4 AlteracGes na comunicagédo celular: Inflamm-aging e SASP

Inflammaging € um termo que tem sido utilizado para descrever a inflamacéo
sistémica cronica de baixo grau que ocorre durante o processo de envelhecimento
dos individuos na auséncia de infec¢des, e que representa um importante fator de
risco para desenvolvimento de doencas e mortalidade (Franceschi et al., 2000).
Durante o envelhecimento, varios fatores podem contribuir para a inducdo do
inflammaging. Neste ambito, células danificadas pelo envelhecimento podem liberar
residuos como consequéncia da injuria a organelas. Estes residuos mimetizam
produtos bacterianos, que podem ativar cronicamente a imunidade inata. Outras
fontes constantes de inflamacdo podem ser os produtos produzidos pela microbiota
de cada individuo, a qual se modifica no decorrer do envelhecimento; a ativagcéo do
inflamossoma NLRP3 (dominio de ligacdo ao nucleotideo e proteinas que contém

sequencias ricas em leucina 3) induzida por padrdes moleculares associados a dano
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(DAMP) mitocondrial, que é responsavel pela secrecdo de IL-1B e IL-18; aumento de
células senescentes nos tecidos; aumento da ativacdo da hemostasia, e mudancas
no sistema imune, denominadas de imunossenescéncia (Franceschi e Campisi,
2014).

A producéao local de citocinas nos tecidos pode ser responsavel pela inducéo
de fendtipos relacionados ao envelhecimento tissular. Neste sentido, os mediadores
inflamatorios secretados por células danificadas ou senescentes pode comprometer
a estrutura e funcéo dos 6rgaos. Ainda, o fenoétipo secretor inflamatério dos tecidos
pode ser responsavel pela inflamacao crénica a nivel sistémico. Assim, o aumento
de citocinas na circulacao reflete o vazamento das fontes locais (Coppe et al., 2010).
No entanto, ainda ndo esta elucidado se o desbalanco inflamatério € a causa ou um
dos efeitos do envelhecimento per se.

O SASP € um dos principais mecanismos de inducdo de inflamacédo crénica
durante o envelhecimento. O SASP é caracterizado por um conjunto de citocinas
inflamatodrias e metaloproteinases secretadas pelas células senescentes. Este SASP
local e limitado é importante para resolver o dano tecidual e para promover o
recrutamento de células do sistema imune para eliminagdo das préprias células
senescentes. No entanto, quando em excesso, € responsavel por danos que
comprometem a estrutura e funcao dos tecidos, como observado no envelhecimento
e em patologias de envelhecimento acelerado, como a presente na obesidade
(Rodier e Campisi, 2011).

A resposta inflamatéria derivada do SASP é mediada principalmente pelos
fatores de transcricdo NFkB e a proteina 8 de unido ao estimulador CCAAT (CEBP-
B), e inclui a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas, fatores de
crescimento como o TGF-B e fator estimulador de colénias de granuldcitos e

monocitos (GM-CSF) e diversas proteases. A IL-6 é a citocina mais fortemente
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relacionada ao SASP e a que mais varia durante o envelhecimento e as patologias
cronicas, tendo um potente componente pré-inflamatério. Outros marcadores
inflamatdrios importantes no SASP e presentes durante o inflammaging incluem IL-
1B e TNF-a, as quais possuem acoes pleiotropicas no estimulo de resposta imune
(Franceschi et al., 2000). A expressdo dos componentes SASP como IL-6 e o
inibidor de ativador plasminogénio (PAI-1) € maior em células senescentes com
expressao positivas da proteina CDKN2A (P16) (Baker et al., 2011).

O SASP, através de sua acédo inflamatodria e seus fatores de remodelacéo
tecidual, faz com que as células senescentes sejam capazes de alterar o
microambiente tecidual e induzir sinalizacdo nas células vizinhas de maneira
paracrina (Freund et al., 2010). Neste sentido, ja foi demonstrado que células
senescentes induzem DDR nas células intactas ao seu redor em um processo
envolvendo ROS in vitro (Nelson et al., 2012). Ainda, a senescéncia induzida de
forma paracrina pelo SASP é uma resposta complexa envolvendo inflamossomas e
sinalizacdo de IL-1, conforme demonstrado em modelo de senescéncia induzida por

radiacdo em cultura e in vivo, em animais e humanos (Acosta et al., 2013).

[.6.7 Obesidade como modelo de imunossenescéncia prematura

A obesidade é uma condicdo patoldgica associada a expansdo do tecido
adiposo e a uma inflamacao cronica de baixo grau que exerce diversos efeitos
negativos em mudltiplos tecidos (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Atualmente, a
obesidade é considerada uma epidemia mundial, sendo que, de acordo com a OMS,
mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam acima do peso ou obesos em 2016 (WHO,

2017). O principal fator etiologico da obesidade é o desbalangco energético. No
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entanto, fatores genéticos, sociais, comportamentais e culturais também possuem
grande relevancia no desenvolvimento desta patologia (Gregor e Hotamisligil, 2011,
Castro, 2012)

Durante o estabelecimento da obesidade, ocorre o aumento da sintese de
triglicerideos como consequéncia do superavit energético no organismo. Com isso,
os triglicerideos acumulam-se progressivamente nos adipdcitos, causando sua
hipertrofia e, consequentemente, sua ruptura quando atingem um alto limiar de
saturacdo. A ruptura dos adipdcitos é responsavel pela liberacdo de fatores
inflamatorios no meio extracelular, os quais desencadeiam uma resposta ao estresse
celular com concomitante recrutamento de macrofagos. Este processo leva a
producdo de &acidos graxos livres; adipocinas como leptina e resistina; fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), PAI, fator inibidor de migracdo de
macrofagos (MIF), proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1), proteina C reativa
(C-RP) e citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-18 e IL-6 (Redinger,
2007, Monteiro e Azevedo, 2010, Gregor e Hotamisligil, 2011, Castro, 2012,
Nishimoto et al., 2016). Além disso, a medida que a capacidade de expansao dos
adipdcitos hipertrofiados se torna saturada, as moléculas de triglicerideos em
excesso recém-sintetizadas ndo tem espaco suficiente para acumular no tecido
adiposo subcutaneo e sao armazenadas em locais indesejados, como figado,
coracdo, rins e pancreas. Esta deposicdo de gordura ectopica também gera um
ambiente aterogénico, diabetogénico e inflamatério no organismo, sendo que a
inflamacé@o nestes tecidos possuiu grande contribuicdo no desenvolvimento das
doencas metabdlicas (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

Com o avanco da obesidade, 0 organismo procura restaurar sua homeostase.
Assim, a inflamacédo possui importante papel na promoc¢do da angiogénese para

prevenir a hipoxia no tecido adiposo e na indugcdo da resisténcia a insulina para
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limitar a taxa de acumulo de energia nas células adiposas. No entanto, este novo
limiar de homeostase possui flexibilidade metabdlica reduzida e pode resultar em
doencas associadas a obesidade (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

A obesidade possui varias comorbidades associadas ao envelhecimento e a
mortalidade precoce (Gregor e Hotamisligil, 2011, Castro, 2012), entre elas estdo o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), as dislipidemias (Dis), as doencas cardiovasculares
(CVD) e alguns tipos de cancer. Além disso, os individuos com obesidade podem
desenvolver sindrome metabdlica (SM), que € caracterizada por um conjunto de
fatores de risco reversiveis para CVD e DM2. Os principais componentes do
diagnéstico de sindrome metabdlica sdo niveis de colesterol HDL reduzidos,
triglicerideos aumentados, pressao arterial aumentada e glicemia de jejum
aumentada associados ao acumulo de gordura intra-abdominal ectépica, avaliada
pela circunferéncia abdominal (Han e Lean, 2016)

Por outro lado, o fen6tipo de obeso metabolicamente saudavel € usado para
descrever individuos que ndo atendem os critérios clinicos da sindrome metabdlica.
Durante a fase adulta, o principal preditor para conversdo do fenétipo saudavel para
0 ndo saudavel é o acumulo de gordura visceral. Além disso, o fendtipo saudavel
tende a ser um fendmeno transitério, visto que € uma questao de tempo até que o
individuo com obesidade apresente complicacdes relacionadas a doenca (Gonzalez-
Muniesa et al., 2017).

Além da inflamacéo, o tecido adiposo de individuos com obesidade apresenta
evidencias de senescéncia celular, como atividade da enzima B-galactosidase
aumentada, presenca de SASP e regulacdo positiva da expressdao de TP53 e
CDKN1A (P21). Neste contexto, os adipocitos senescentes também contribuem para
a inflamacdo observada na obesidade através da secrecdo de SASP (Tchkonia et

al., 2010). Ainda, os hormbnios secretados pelo tecido adiposo como a leptina
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conectam o tecido adiposo com o sistema imune diretamente, induzindo um perfil
inflamatorio nas células imunes em nivel periférico. Todos estes fatores em conjunto
participam da formacao de uma inflamacéo crénica de baixo grau sistémica presente
na obesidade, semelhante aquela observada durante o envelhecimento,
denominada de meta-inflammation (Gregor e Hotamisligil, 2011). No entanto, é
pouco explorado na literatura como esta inflamacéo sistémica pode impactar no
possivel envelhecimento prematuro do sistema imune.

Desta forma, considerando que (1) individuos obesos possuem um milieu
inflamatorio e oxidativo cronico que esta constantemente induzindo alteracdes
moleculares nas células, (2) que nossos dados preliminares confirmam esta hipétese
mostrando que estes pacientes possuem teldmeros encurtados, e que (3) o
secretoma de células senescentes pode modular células saudaveis, induzindo um
perfil inflamatorio e/ou senescente, avaliamos, paralelamente, o efeito do plasma de
individuos portadores de obesidade sobre marcadores de instabilidade genémica, de
morte celular, de funcdo mitocondrial e de imunossenescéncia em linfocitos e
mondcitos/macréfagos previamente saudaveis e confirmamos algumas das
alteracbes encontradas em PBMC extraidas diretamente dos individuos com

obesidade.
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[.7 OBJETIVOS

[.7.1 Objetivo Geral

Avaliar alteracfes associadas a imunossenescéncia prematura e ativacao
imunologica em células mononucleares de sangue periférico e macréfagos expostos

ao ambiente pré-inflamatério presente na obesidade.

[.7.2 Objetivos especificos

Capitulo 1
Avaliar os efeitos do plasma de individuos portadores de obesidade sobre
parametros associados ao fendétipo de imunossenescéncia prematura em células

mononucleares de sangue periférico de individuo saudavel ndo relacionado.

Capitulo 2

Comparar os efeitos do plasma de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades e de individuos portadores de obesidade com sindrome metabdlica
sobre parametros associados ao fenétipo de imunossenescéncia prematura e

ativacdo de macrofagos diferenciados na linhagem celular U-937.

Capitulo 3
Explorar parametros de instabilidade gendmica e inflamagéo, caracteristicas
de imunossenescéncia prematura, em células mononucleares de sangue periférico

de individuos portadores de obesidade.
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.1 Artigo “Immunosenescence induced by plasma from individuals with

obesity caused cell signaling dysfunction and inflammation”

(Publicado no periédico Obesity, Fator de Impacto: 3,873, Qualis A2)
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Original Article Obesity
OBESITY BIOLOGY AND INTEGRATED PHYSIOLOGY

Immunosenescence Induced by Plasma from
Individuals with Obesity Caused Cell Signaling
Dysfunction and Inflammation

Mariana Migliorini Parisi 1’2, Lucas Kich Grunl'z, Patricia Lavandoski], Leticia Biscaino Alves3, Ivi Juliana Bristot“,
Rita Mattiello’, Claudio Cord Mottin® . Fabio Klamt **, Marcus Herbert Jones®, Alexandre Vontobel Padoin3,
Fatima Costa Rodrigues Gumd®, and Florencia Maria Barbé-Tuana'?

Objective: To evaluate the consequences of plasma from individuals with obesity on parameters associ-
ated with immunosenescence in unrelated healthy peripheral blood mononuclear cells (PBMC).

Methods: Freshly isolated PBMC were incubated in media supplemented with 10% of plasma from indi-
viduals with obesity or control subjects for the first 4 hours of 24to 120 hours of culture.

Results: Plasma from individuals with obesity modulated the phenotype of healthy PBMC, leading to a
higher rate of apoptosis, lower amounts of phospho-yH2AX and -p53, and mitochondrial dysfunction.
After 120 hours, there was a higher secretion of inflammatory cytokines IL-1p and IL-8. CD8" T lympho-
cytes presented decreased expression of CD28, which is associated with the immunosenescent pheno-
type. CD14" macrophages showed increased expression of CD80 and CD206, suggesting a modulation
in the activation of macrophages.

Conclusions: These results demonstrate that chronic systemic inflammation observed in obesity induces
dysfunctional features in PBMC that are consistent with premature immunosenescence.

Obesity (2017) 00, 00-00. doi:10.1002/0by.21888

Introduction the immune compartment, increased production of inflammatory
molecules, augmented release of oxidative stress mediators, and an
imbalance toward increased circulating myeloid cells are observed
during immunosenescence (7).

Cellular senescence has been described as a state of permanent pro-
liferative arrest of dividing cells (1). An increased proportion of sen-
escent cells is detected in aged organisms or tissues and compro-
mises tissue-repair capacity in the elderly (2,3). Fibroblast from  gepegcent cells secrete large amounts of proinflammatory molecules
older baboons also shows a time-dependent accumulation of DNA-  anq exiracellular matrix proteases, called senescence-associated
damaged foci, another feature of senescent cells (4), and an secretory phenotype (SASP). SASP can induce DNA, protein, and
increased presence of senescent cells has been reported in patients lipid damage in a paracrine way and might transform healthy cells,
with chronic diseases such as diabetes (5) or atherosclerosis (6). In compromising cells’ fate, tissue organization, and function (8), even-
this regard, several lines of evidence suggest that senescence could  tyally leading to a systemic impairment of the organism. The molec-
have a causal effect on age-related tissue dysfunction, suggesting a  ular mechanisms associated with senescence induction in cellular
common underlying mechanism between senescent cells, aging, and  response to genotoxic stress (DNA damage) involve the activation
chronic diseases. Aging is also connected to a progressive impair-  of a highly coordinated and regulated pathway called the DNA dam-
ment of the immune system. Age-associated functional decline of age response (DDR). This pathway involves signaling of DNA
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Obesity

damage through recruitment and phosphorylation of histone H2AX
and the p53/p21 or pl6 axis (2). Dysfunctional mitochondria also
accumulate with age and can induce cellular senescence in vitro and
in vivo (9,10).

Metabolic changes in white adipose tissue of individuals with obe-
sity show increased infiltrating macrophages and senescent cells in
fat tissue, contributing to oxidative stress and inflammation (11).
Local deregulation is also reflected at a systemic level. Augmented
circulating levels of inflammatory cytokines and pro-oxidant mole-
cules are observed in the periphery contributing to the pathogenesis
of obesity (11). In the past few years, many studies have demon-
strated deleterious consequences of sustained inflammation and oxi-
dative stress in obesity, such as DNA damage (12), telomere short-
ening (13), and premature senescence (14).

Because obesity and aging share similar features, such as reactive
oxygen species (ROS) production and a wide array of pro-
inflammatory cytokines associated with an impaired immune system,
obesity is considered an aging disease associated with common
mechanisms of premature immunosenescence (15). In this report, we
incubated healthy peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with
plasma from individuals with obesity and analyzed the induction of
the SASP in the long term. Our experimental model triggered com-
promised signaling of key features of the DDR, mitochondrial dys-
function, cytokine secretion, and immune deviation of T lympho-
cytes toward an immunosenescent phenotype.

Methods

Subjects

This study included 9 individuals with morbid obesity
(BMI >35.0kg/m?) and 9 healthy controls (18.5kg/m>>BMI
<24.9kg/m?). All participants with morbid obesity were recruited at
the Center of Obesity and Metabolic Syndrome unit at Sao Lucas
Hospital at Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.
The Institutional Review Board from Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (N° 760.537) and Universidade Fed-
eral do Rio Grande do Sul (N° 640.817) approved this protocol.
Eutrophic control individuals with no chronic inflammatory diseases
were recruited from the community. A unique donor for each unre-
lated plasma sample was used as a donor of PBMC for cell culture
experiments at different times (n=29). All participants were older
than 18 years and provided written informed consent.

Blood collection

Ten milliliters of peripheral blood were drawn from each subject by
venipuncture into EDTA tubes. Blood was immediately centrifuged
at 2,000 rpm for 10 minutes at 4°C for plasma separation. Collected
plasma was aliquoted and stored at —80°C until needed.

Cell culture

PBMC were isolated by density gradient (Histopaque 1.077 g/mL;
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) according to manufacturer’s
instructions. Purified PBMC were counted manually with a hemocy-
tometer and used if viability, assessed by exclusion of trypan blue,
was greater than 95%. PBMC were cultured in 6 or 12 well plates
at 1Xx10° cellsymL in RPMI-1640 medium (Sigma Aldrich)

supplemented with 10% of plasma from individuals with obesity or
healthy controls, 2 g/dL HEPES buffer (Sigma Aldrich), 1% penicil-
lin/streptomycin (Sigma Aldrich), pH7.4 in a humidified chamber
incubated at 37°C with 5% CO, for 4 hours. For experiments, media
was removed, cells were washed and replaced with RPMI media
supplemented with 10% of fetal bovine serum (RPMI 10% FBS),
and cultured for an additional 24 or 120 hours (Figure 1A).

Cell viability assays

Apoptosis and necrosis of cultured PBMC was analyzed with
Annexin-V/PI (BD Biosciences, San Jose, California) staining acc-
ording to manufacturer’s instructions. Twenty-thousand events were
acquired in an BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences) and
analyzed with BD Accuri C6 software (BD Biosciences). Metabolic
activity of total NAD(P)H-dependent cellular oxidoreductase
enzymes was evaluated by MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide, Sigma Aldrich) as previously
described (16).

Detection of intracellular phosphoproteins

yH2AX and p53

Phosphorylation levels of yH2AX and p53 of cultured PBMC was
evaluated by phosflow. The staining protocol consisted of an initial
step of fixation and permeabilization by addiction of Perm/Fix
Buffer (BD Biosciences) for 40 minutes at 4°C. Cells were then
washed twice with Perm/Wash buffer (BD Biosciences) and resus-
pended in 100 pL. of Perm/Wash buffer (BD Biosciences) with anti-
phospho-H2AX (pS139, 1:20) conjugated to Alexa Fluor® 488 (BD
Biosciences) and anti-phospho-p53 (pS37, 1:5) conjugated to Alexa
Fluor® 647 (BD Biosciences) for 60 minutes at 4°C. Finally, cells
were centrifuged and resuspended in Perm/Wash buffer. Acquisition
(50,000 events) and analysis was done as reported.

Mitochondrial high-resolution respirometry

Mitochondrial physiology was measured by high-resolution respirom-
etry in an oxygraph (Oxygraph-2k; Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria). Cultured PBMC were placed in the 2-mL oxygraph chamber
at a final concentration of 9 X 10° cells/mL of RPMI-1640 without
serum as respiration media. Measurements were performed at a con-
stant temperature of 37°C. Oxygen concentration and oxygen flux,
which are directly proportional to oxygen consumption, were recorded
with DatLab 4.3 (Oroboros Instruments). All experiments were per-
formed at an oxygen concentration of 50 uM. First, basal oxygen con-
sumption was recorded for 10 to 20 minutes. After stabilization of
oxygen consumption, adenosine triphosphate (ATP)-synthase inhibitor
oligomycin (1 ug/mL, Sigma Aldrich) was added to induce a state 4-
like respiration independent of mitochondrial ATP production in
which oxygen consumption is a consequence of proton leakage across
the inner mitochondrial membrane. Maximal respiration, or oxygen
consumption, was obtained by stepwise titration of the uncoupler car-
bonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP, Sigma
Aldrich) until no additional increase in oxygen consumption was
detected. Finally, the mitochondrial respiration was inhibited by
adding potassium cyanide (KCN, Sigma Aldrich) in order to inhibit
complex IV of the electron transport chain with no further decrease in
oxygen consumption. The net residual oxygen flux reflects nonmito-
chondrial oxygen consumption and was subtracted from other respira-
tion values. ATP-linked oxygen consumption was calculated as basal
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Figure 1 Increased apoptosis in PBMC exposed to plasma from individuals with obesity. (A) Workflow diagram. (B)
Annexin-V and propidium iodide staining by flow cytometry. Plot showing significant increased early apoptosis in
PBMC exposed to plasma from individuals with obesity after 4 hours of treatment. (C) Representative flow cytometry
dot plot analysis in PBMC. Data presented as mean + standard deviation. Significant differences considered when
P <0.05 (*). [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

respiration minus leak respiration. Reserve respiratory capacity was
calculated as maximal respiratory capacity minus basal respiration.

Quantification of inflammatory cytokines

Cytokine secretion was measured in the culture medium of PBMC
by Cytometric Bead Array with the Human Inflammatory Kit (BD
Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. The sam-
ples were acquired in the Accuri C6 Flow Cytometer (BD Bioscien-
ces) and analyzed with the FCAP Array v3.0.1 software for BD
CBA Analysis (Soft Flow Inc., Pecs, Hungary). Results are
expressed as picograms per milliliter (pg/mL). The detection limits
of the assays were 3.6 pg/mL for IL-8, 7.2 pg/mL for IL-18, 2.5 pg/
mL for IL-6, 3.3 pg/mL for IL-10, 3.7 pg/mL for TNF-«, and 1.9
pg/mL for IL-12.

Evaluation of senescent and inflammatory

cell surface markers

Immunophenotyping was performed to analyze the expression of the
lymphocyte senescent marker CD28% (anti-CD28 APC, 1:10) in
CD4" and CD8" cells (Tritest anti-CD4 FITC, anti-CD8 PE, anti-
CD3 PerCP, 1:10) and macrophage activation markers CD80 (anti-
CDS80 PE, 1:10), CD206 (anti-CD206 PE-Cy™5, 1:10), and HLA-

DR (anti-HLA-DR APC, 1:10) in CD14" (anti-CD14 FITC, 1:10)
cells after 120 hours of culture. Cells were stained with correspond-
ing fluorochrome-labelled antibodies in staining buffer and incu-
bated for 30 minutes at 4°C in the dark. Cells were then washed
with staining buffer, and 20,000 events were acquired and analyzed
in the monocyte or lymphocyte gates. All antibodies and reagents
used were from BD Biosciences (San Jose, California).

Statistics

Statistical analysis was performed with the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS v.19 for Windows, IBM Corp,. Armonk,
New York) and GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, California). The groups (eutrophic healthy controls vs. individ-
uals with obesity) were compared using Student 7 test or Mann-
Whitney U-test. All analyses were 2-tailed, and significance was set
at P <0.05. Data are presented as mean * standard deviation.

Results

Demographic data is depicted in Table 1. There was no significant
difference in age and sex. As expected, individuals with obesity had
a higher BMI than healthy controls (P < 0.0001).

www.obesityjournal.org

Obesity | VOLUME 00 | NUMBER 00 | MONTH 2017 3


http://wileyonlinelibrary.com

Obesity

TABLE 1 Demographic and clinical data of healthy controls
and individuals with obesity

Healthy Individuals
controls with obesity
n=9) (n=9) P value
Sex, male (%) 4 (44.4) 3 (33.3) n.s.
Age, mean (SD) 29.8 (4.34) 35.8 (3.83) n.s.
BMI, mean (SD) 213 (1.2 50.3 (7.8) < 0.0001
Comorbities (%)
SH - 6 (66.6)
DM2 - 4 (44.4)
MS - 7(77.7)
DYS - 7(77.7)
HS - 3 (33.3)

DM2, type 2 diabetes mellitus; DYS, dyslipidemia; HS, hepatic steatosis; MS, met-
abolic syndrome; n.s., not significant; SH, systemic hypertension.

Increased apoptosis in PBMC exposed to

plasma from individuals with obesity

Plasma from patients with obesity is characterized by differential
expression of circulating proteins and metabolites such as inflamma-
tory cytokines, oxidative mediators, and adipokines that can be toxic
to different tissues (17). To determine the impact of plasma from
individuals with obesity on cell viability, we evaluated the percent-
age of cells in apoptosis and necrosis by Annexin-V and PI staining.
We incubated PBMC from unrelated donor for 4 hours with RPMI
supplemented with 10% plasma from individuals with obesity or
from eutrophic healthy controls. A workflow diagram is depicted in
Figure 1A. We observed an increased percentage of cells in early
apoptosis in PBMC exposed to plasma from individuals with obesity
(Figure 1B-1C). Similar results were obtained at 2 and 6 hours of
incubation (data not shown).

Plasma from individuals with obesity
compromises signaling through yH2AX and p53

Cell apoptosis is associated with DNA damage and has been docu-
mented in adipose tissue from humans and mice (18). However, the
augmented apoptosis of circulating leukocytes is still under debate.
In order to dissect consequences of the increased cell death in
PBMC exposed to plasma from individuals with obesity, we
assessed whether these healthy cells had higher DNA damage sig-
naling through yH2AX and p53 phosphorylation. Surprisingly,
PBMC exposed to plasma from individuals with obesity for 4 hours
showed decreased YH2AX (Figure 2A-2B) and p53 (Figure 2C-2D)
phosphorylation in viable cells.

Decreased routine and ATP-linked mitochondrial
respiration in PBMC exposed to plasma

of individuals with obesity

Loss of mitochondrial function can drive age-related decline in tissue
function (10). Therefore, to further evaluate whether plasma from
individuals with obesity was able to induce mitochondrial dysfunc-
tion, we performed a high-resolution respirometry assay. We observed
that PBMCs acutely exposed to plasma from individuals with obesity

Immunosenescence Induced by Obesity Parisi et al.

for 4 hours showed reduced basal (routine) and ATP-linked oxygen
consumption (Figure 3A-3B). We also evaluated cell metabolism and
viability after 24 and 120 hours of PBMC culture by MTT (Figure
3C). We confirmed energy deficiency in PBMC exposed to plasma
from patients with obesity after 24 hours (P =0.01) and 120 hours
(P <0.001). Our results emphasize the noxious effect of plasma of
individuals with obesity on immune cells.

Plasma from individuals with obesity modulates
PBMC into an immunosenescent phenotype

As PBMC exposed to plasma from individuals with obesity showed
signs of cell dysfunction, we wanted to know whether viable cells
might become senescent after 120 hours of culture. We observed that
plasma from individuals with obesity induced an increase in the per-
centage of immunosenescent TCD8+CD28- cells in healthy PBMC
(Figure 4A-4C). Furthermore, CD4+CD28 + and CD8+CD28 + T
cells showed a downregulation of the costimulatory molecule CD28
(Figure 4B-4C), suggesting the modulation of cytotoxic T lympho-
cytes into a senescent phenotype in the lymphoid compartment.

Increased cytokine secretion from PBMC
exposed to plasma of individuals with obesity
Individuals with obesity present a low-grade inflammation. Indeed,
in synergy with chronic activation of the immune system, this
inflammatory status can be aggravated by the higher percentage of
senescent cells that secrete bioactive molecules. In this regard, we
evaluated whether plasma from individuals with obesity was capable
of modulating the secretory inflammatory phenotype of PBMC after
24 and 120 hours of culture. After 120 hours of culture, we found
that IL-1f8 and IL-8 (Figure 5) were significantly boosted following
exposure to plasma from individuals with obesity for 4 hours, com-
pared to healthy patients. IL-12 was not detected in any analyzed
sample. Together with our previous data, these results support the
deleterious effect of plasma from patients with obesity, suggesting
that peripheral activation of immune system cells might indeed
aggravate the SASP phenotype in obesity.

Increased macrophage activation markers

in PBMC exposed to plasma of individuals

with obesity

The degree of proinflammatory macrophage infiltration in white adi-
pose tissue is associated with obesity (19). We asked whether the sys-
temic inflammation observed in obesity can activate and differentiate
monocytes into inflammatory macrophages after 120 hours of culture.
While we did not observe significant differences in CD14 and HLA-
DR expression markers, we detected increased expression of the co-
stimulatory molecule CD80 and the mannose receptor CD206 in
CD14™ gated cells from PBMC exposed to plasma from individuals of
obesity (Figure 6). Our ex vivo results reinforce a paracrine effect for
the systemic activation of the immune system in obesity.

Discussion

Obesity is a multifactorial disorder that is strongly associated with
accelerated aging and reduced life expectancy (15). In this study, we
show that plasma from individuals with obesity induced increased
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Figure 3 Routine and ATP-linked mitochondrial dysfunction in PBMC exposed to
plasma of individuals with obesity. (A) Bar plot showing reduced routine and ATP-
linked oxygen consumption rate (OCR) in PBMC exposed to plasma from individu-
als with obesity for 4 hours. Data are presented as mean * standard deviation. (B)
Representative curve of 3 points of OCR analyses in 4 stages of high-resolution
respirometry assay (Oxygraph-2Kk). First, basal oxygen consumption was recorded
for 10 to 20 minutes. After stabilization of oxygen consumption, ATP-synthase
inhibitor oligomycin (oligo) was added to induce a state 4-like respiration independ-
ent of mitochondrial ATP production in which oxygen consumption is a conse-
quence of proton leakage across the inner mitochondrial membrane. Maximal
oxygen consumption was obtained by stepwise titration of the uncoupler carbonyl
cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) until no additional increase in
oxygen consumption was detected. Finally, the mitochondrial respiration was inhib-
ited by adding potassium cyanide (KCN) in order to inhibit complex IV of the elec-
tron chain transporter, with no further decrease in oxygen consumption. The net
residual oxygen flux reflects nonmitochondrial oxygen consumption and was sub-
tracted from all respiration values. (C) MTT analysis. Plot showing reduced viability
and energy deficit in PBMC cultured for 24 and 120 hours after 4 hours of expo-
sure to plasma from individuals with obesity. t test or Mann-Whitney U-test per-
formed when appropriate. Data presented as mean * standard deviation.
Significant differences considered when P<0.05 () and when P<0.0001 ().
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

apoptosis of intact PBMC. In addition, viable PBMC showed
reduced signaling through yH2AX and p53 pathways and mitochon-
drial dysfunction linked to reduced routine and ATP production.
Plasma from patients with obesity modulated specific T lymphocytes
into an immunosenescent phenotype associated with increased secre-
tion of proinflammatory cytokines. Our findings support a causal
dysfunctional response of PBMC triggered by the systemic inflam-
mation in individuals with obesity.

Available data from proteome and genome-wide analyses arrays
have identified particular genes or single nucleotide polymorphisms
from the signaling glucose pathway, named insulin growth factor
(IGF)-1 and IGF binding protein (IGFBP-3) present in plasma, asso-
ciated with DM2, cancer, mortality (20), and age-related diseases
(21). In addition, adipocytes secrete adipokines such as leptin and
adiponectin, vascular endothelial growth factor, plasminogen activa-
tor inhibitor 1, macrophage migration inhibitory factor, monocyte
chemotactic protein 1, C-reactive protein, and proinflammatory cyto-
kines such as TNF-¢, IL-1f, IL-8, IL-18, and IL-6 (15). We also
have data regarding the enhanced pro-oxidant status of plasma from
our cohort of patients with obesity (manuscript under preparation).
All these factors contribute to the development of a systemic low-
grade inflammation that has negative effects on tissues. In this
regard, changes in one tissue might have a negative impact in sev-
eral others (22). Successful experimental manipulations at the organ-
specific (23) or systemic (22) level have proven to be promising and
emphasize the systemic contagious aging effect.

As an initial step toward repair, cells respond to DNA damage by acti-
vating the DDR that can induce repair or trigger apoptosis or senes-
cence via different signaling pathways (24). A common pathway
involves recruitment and phosphorylation of histone H2AX at serine
139 (pS139). Although DDR foci detection by yH2AX phosphoryla-
tion might generally be accepted as a marker of DNA breaks, it should
be noted that yH2AX presence should be interpreted as a readout of
DDR and not as physical DNA damage. Therefore, a cell can experi-
ence DNA damage, even in the absence of detectable DDR foci, if
upstream DDR signaling pathways are impaired (25). In this way, in
the absence of yH2AX, initial recruitment of ATM might be unaf-
fected, but the formation of DDR foci might be disrupted (25).

Proper signaling of yH2AX functions as an anticancer barrier and
delays certain types of cancer by induction of cell death or senes-
cence. Efficient DNA repair is essential for cell survival, and accu-
mulation of defective repair machinery is an attribute of aging (26).
Previous work has shown that PBMC from children with obesity
were characterized by augmented yH2AX. However, in the context
of inflammation, improper DNA repair was associated with forma-
tion of micronuclei, which might be regarded as a risk factor for
cancer (12). In our settings, the harmful environment present on
plasma from individuals with obesity blunted yH2AX signaling and
impaired cellular resilience in lymphocytes and monocytes.

In agreement with reduced yH2AX signaling, p53 phosphorylation
was also reduced. The requirement of p53 for cell cycle arrest
induction is a well-established mechanism that acts in coordination
with the cell cycle regulator p21 (27). The oxidative state present in
adipose tissue is a trigger for DNA damage and, consequently, p53
activation. However, a recent study based on experimental evidence
explored a simple network and suggested that p53 level of activation
mediated by p38 MAPK can modulate cells’ fate into apoptosis or
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Figure 4 Immunosenescent phenotype of intact PBMC triggered by plasma from individuals with obesity. (A) Plots show CD8+CD28- immunosenes-
cent cell population increase in PBMC cultured for 120 hours after 4 hours of exposure to plasma from individuals with obesity. (B) Plots show
reduced expression of CD28 on surface of CD8+CD28 + and CD4+CD28 + T lymphocytes in PBMC cultured for 120 hours after 4 hours of expo-
sure to plasma from individuals with obesity. (C) Representative flow cytometry dot plots and histogram analyses in CD4 and CD8 lymphocytes.
Data presented as mean = standard deviation. Student t test performed, and significant differences were considered when P <0.05 (*) and when
P <0.01 (**). MFI: median fluorescence intensity. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

senescence through the upregulation of the cyclin-dependent kinase
inhibitor p16™¥4* (28). Although we did not measure pl16™ 4 we
might speculate that the reduced p53 phosphorylation in our study
could be a consequence of an early event of cellular senescence
induced by the acute inflammatory stimuli. Another possible expla-
nation for decreased p53 activation associated with augmented early
apoptosis is a p53-independent mechanism (29).

In addition to apoptosis, after 5 days of culture, we observed an induc-
tion of a premature immunosenescent mechanism in T lymphocytes.
Major changes on senescent CD8 " and CD4 ™ cells is the reduction of
CD28 expression on the cell’s surface (30). Corroborating with a sen-
escent status, loss of CD28 is accompanied by shorter telomeres,
decreased telomerase activity (31), and upregulation of cyclin-
dependent kinase inhibitors p21“TYWVAF! and p16™54 (32). In this
work, we were not able to measure universal hallmarks of cell senes-
cence such as p21 and pl6 expression and f-galactosidase activity.
However, presence of signs of aberrant DNA damage response and
SASP in PBMC exposed to plasma from individuals with obesity are
also predictors of senescence induction. Immunosenescence affects
functions of regulatory systems through an increased oxidative and
inflammatory stress, resulting in age dysfunction and increased mor-
bidity and mortality (11,15). Obesity is associated with an altered
immune defense having a reduced response to pathogens and vaccines
(33,34), while calorie restriction is able to decrease cell senescence
and increase life expectancy and longevity (35).

Mitochondrial dysfunction has also been characterized as a hallmark
of aging (36). Studies have demonstrated the importance of

mitochondrial dysfunction and decreased ATP levels in senescence
(9,10). Increased adenosine diphosphate/ATP ratios activate AMPK,
which in turn can induce apoptosis or senescence through p53 or
pl6™®4 pathways (9). In addition, genetic manipulations that
impair mitochondrial function without increase of ROS production
accelerates aging, suggesting that dysfunctional mitochondria per se
can contribute to aging independently of ROS (37). Furthermore,
obesity is a pathological condition associated with reduced expres-
sion of mitochondrial DNA and decreased levels of proteins
involved in oxidative phosphorylation in several tissues (15).

Plasma from individuals with obesity modulated PBMC into an
inflammatory profile, as evidenced by macrophage activation and
increased secretion of inflammatory cytokines. The adipokine leptin is
increased in the circulation of individuals with obesity and is impli-
cated in the regulation of monocyte and lymphocyte function (38),
associated with production of TNF-u, IL-6, nitric oxide synthase 2,
and ROS. NF-kB-driven inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-
8 contribute to a positive cycle that supports and stabilizes stress-
induced senescence. Circulating proinflammatory cytokines are strong
predictors of age-related morbidity and mortality (11). Furthermore,
hypertrophied adipocytes release saturated fatty acids that serve as
ligands for Toll-like receptor 4 (TLR4), thereby inducing inflamma-
tory changes in macrophages through NF-kB activation (15).

At a cellular level, inflammation contributes to aging and decreases
the regenerative potential of tissues. Proinflammatory signaling is
integrated with stress and nutrient pathways such as p38 MAPK,
TGF-f, and mTOR, which are involved in controlling mitochondrial
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function and the production of free radicals (39). Thus, inflamma-
tory mediators may be endogenous stressors of mitochondria and
induce senescence and cell death (40). Premature accumulation of
senescent cells enhances the oxidative and inflammatory signaling
that induces DNA damage and mitochondrial dysfunction in a para-
crine manner in surrounding cells in different tissues, creating a
vicious cycle (8). In this context, our data support a causal role for
chronic inflammation in obesity as a trigger of a pathological pre-
mature systemic aging phenotype.

A major limitation concerning our study was the reduced sample
size. As expected, individuals with obesity presented important con-
founders such as comorbidities (systemic hypertension, type 2 diabe-
tes mellitus, metabolic syndrome, dyslipidemia, and hepatic steato-
sis), all of them contributing to inflammation and oxidative
imbalance. Also, valuable information regarding diet, latent or active
viral infections, years of disease, and medication was missing and
prevented us from exploring subgroup analyses to suggest further
associations. Additional studies should be planned to determine the
effect of plasma from healthy patients with obesity versus patients
with obesity-related metabolic diseases.

Conclusion

Here we have presented data confirming the pathological consequen-
ces of plasma from patients with obesity. We have demonstrated a
susceptibility for death and deterioration aggravated by the immu-
nescent phenotype of lymphocytes induced by an acute stimulus.
Our study emphasizes the need for further work exploring additional
cellular and molecular mechanisms for the understanding of the
aged phenotype observed in patients with obesity and aged-related
diseases.O

© 2017 The Obesity Society
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II.2 Plasma de individuos portadores de obesidade ativa macrofagos

11.2.1 Justificativa

Nossos dados prévios relacionados aos efeitos do plasma de individuos
portadores de obesidade sobre PBMC saudaveis evidenciaram algumas perguntas:
A imunossenescéncia observada nos linfocitos T CD8* pode também ser induzida
em células da imunidade inata, como macrofagos? O aumento da
imunossenescéncia compromete a funcionalidade das células do sistema imune? Os
efeitos observados sdo consequéncia da obesidade per se ou das comorbidades
relacionadas a obesidade? Assim, com grande interesse em linhagens de
mondcitos/macréfagos, que atuam como células efetoras no processo inflamatério
cronico da obesidade, utilizamos o modelo de macréfagos obtidos a partir da
linhagem U-937 através da diferenciagdo com Phorbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) para responder estas perguntas. Estes macrofagos foram incubados por 4
horas com 10% de soro fetal bovino (SFB), plasma de individuos eutréficos, plasma
de individuos portadores de obesidade sem comorbidades ou plasma de individuos
portadores de obesidade e sindrome metabdlica (SM) afim de avaliar parametros

relacionados a viabilidade, imunosenescéncia, funcionalidade e ativagao celular.
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I1.2.2 Materiais e métodos

[1.2.2.1 Sujeitos da pesquisa

Foram incluidos neste estudo sete individuos portadores de obesidade
morbida (indice de massa corporal, IMC = 35,0 kg/m? sem comorbidades, sete
individuos com obesidade morbida (IMC = 35,0 kg/m?) e SM e sete controles
eutréficos (18,5 kg/m? = IMC < 24,9 kg/m2). Os participantes portadores de
obesidade foram recrutados no Centro de Obesidade e Sindrome Metabdlica do
Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS). Os controles eutréficos foram recrutados da comunidade. Foram incluidos
apenas individuos maiores de dezoito anos que leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este estudo foi conduzido de acordo
com a Resolucédo 466/2012do Conselho Nacional de Saude e o The Code of Ethics
of the World Medical Association (Declaracdo de Helsinki). Os Comités de Etica em
Pesquisa da PUCRS (N° 760.537, anexo 1) e UFGRS (N° 640.817, anexo 2)

aprovaram o desenvolvimento deste trabalho.

[1.2.2.2 Material Biologico e Cultura Celular

Dez mililitros de sangue venoso periférico foram coletados de cada individuo
participante da pesquisa. O sangue coletado foi disposto em tubos contendo
anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA) e, posteriormente, centrifugado a
400xg por 15 minutos. O plasma foi removido e armazenado a — 80 °C em aliquotas

de 1.000, 500 e 70 pyL até o momento das analises.
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As células da linhagem U-937 (human histiocytic lymphoma) foram obtidas do

Banco de Células do Rio de Janeiro (www.bcrj.org.br) e mantidas em cultura em

meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, Missouri, USA) suplementado com 10 % de SFB, 2
g/dL de tampdo HEPES e 1 % de penicilina/estreptomicina (RPMI 10% SFB) e
incubadas a 37 °C com 5 % CO2. Para realizacdo dos experimentos, as células U-
937 foram diferenciadas a macréfagos com 10 nM de PMA em RPMI 10% SFB por
72 horas a 37 °C com 5 % CO:2 (Becker et al., 2015). Apés a diferenciacdo, os
macrofagos foram divididos em 4 grupos e tratados por 4 horas com (1) RPMI
suplementado com 10 % SFB, (2) RPMI suplementado com 10 % plasma de
individuos eutroficos (controles), (3) RPMI suplementado com 10 % plasma de
individuos portadores de obesidade sem comorbidades e (4) RPMI suplementado
com 10 % plasma de individuos portadores de obesidade com SM. Apds as 4 horas
do tratamento, o meio de cultura foi trocado e os macrofagos foram mantidos em
cultura com RPMI suplementado com 10% SFB até 24 ou 120 horas para realizacao

dos ensaios (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma representativo da diferenciacdo e tratamento da cultura celular da
linhagem U-937. SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino. PMA: Phorbol-12-miristato-13-
acetato.

11.2.2.3 Ensaio de viabilidade celular

A atividade metabdlica das oxirredutases celulares dependentes de
NAD(P)H, como medida de viabilidade celular, foi avaliada pelo ensaio de MTT
(Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio). Os macréfagos tratados
por 4 horas conforme a figura 1 foram mantidos por até 24 horas em cultura com
RPMI 10% SFB e, entdo, incubados com 1 mg/mL de MTT (Sigma Aldrich, EUA) por
2 horas a 37 °C com 5 % CO2. Apés as duas horas, os cristais de formazam
formados foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e a absorbancia foi lida em
espectrofotometro (Spectra Max M5, Molecular Devices, EUA) em placa de 96 pocos
no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias.
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11.2.2.4 Avaliacdo da atividade da enzima B-galactosidase

A atividade da enzima B-galactosidase foi determinada pelo ensaio com o
substrato C12FDG (5-dodecanoilaminofluoresceina di-p-D-galactopiranésido) (Sigma
Aldrich, EUA), de acordo com Debacg-Chainiaux et al., 2009. O C12FDG é um
composto nado fluorescente permeavel a membrana plasmatica. ApOos entrar na
célula, sofre hidrdlise dos residuos galactosil pela enzima B-galactosidase e emite
fluorescéncia verde (515 nm), ficando restrito ao interior das células. Para a
realizacdo do ensaio, os macréfagos tratados por 4 horas conforme a figura 1 foram
mantidos por até 120 horas em cultura com RPMI 10% SFB e, entdo, incubados com
100 nM de bafilomicina (Sigma Aldrich, EUA) por 1 hora, afim de inibir a acidificacédo
lisossomal. Apds 1 hora, foi adicionado ao meio de cultura o substrato C12FDG em
uma concentracéo final de 33 UM e os macréfagos foram incubados por mais duas
horas em incubadora umidificada a 37 °C em 5 % de CO2. Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS e removidas da placa através de raspagem suave. A
quantificacdo da emissdo de fluorescéncia verde foi realizada em citdmetro de fluxo
FACSCalibur™ (BD Biosciences, EUA) e as analises foram realizadas no software
CellQuest Pro™ (BD Biosciences). Os dados foram expressos como porcentagem

de células positivas para a atividade da enzima B-galactosidase.
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[1.2.2.5 Ensaio de morfometria nuclear (NMA)

A andlise morfométrica nuclear se baseia em parédmetros de tamanho e
regularidade do nucleo de células aderidas em cultura para avaliar a quantidade de
células em uma populagcdo com caracteristicas de senescéncia, apoptose ou
irregularidade nuclear, os quais podem derivar de problemas durante a mitose.
Nesse sentido, os nucleos celulares séo classificados como normal (N), irregular (1),
pequeno e regular (PR), pequeno (P), pequeno e irregular (Pl), grande e regular
(GR) e grande e irregular (I) gerando um valor de indice de irregularidade nuclear
(NI (Filippi-Chiela et al, 2012).

Para a realizacdo do ensaio, os macrofagos tratados por 4 horas conforme a
figura 1 foram mantidos por até 120 horas em cultura com RPMI 10% SFB e, entéo,
lavados com PBS de forma que apenas as células aderidas pudessem ser avaliadas.
As células foram fixadas com paraformaldeido 4% (p/v em PBS), lavadas com
tampdo Tris-glicina 1X (0,025 M de Tris base e 0,192 M de Glicina) e
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Apds trés lavagens com
PBS, as células foram incubadas com Hoescht 33342 10 ug/mL (Thermo Fisher
Scientific, EUA) por 10 minutos para marcacdo dos nuacleos. As células foram
novamente lavadas 3 vezes com PBS, e, entdo, as laminulas foram retiradas com
auxilio de pin¢ca e colocadas sobre uma lamina contendo 10 pyL de Fluoromount
(Sigma-Aldrich), onde ficaram secando por 24 horas antes de observagao no
microscopio.

Cinquenta nucleos de cada cultura (controles n = 7, obesos n = 7 e obesos
SM n = 7) foram fotografados em microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse E600

(filtro de excitagao de 330 nm - 385 nm e filtro de emissao de 420 nm) e as medidas
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dos parametros nucleares foram obtidas via plug-in no programa ImageJ-Pro Plus
(National Institutes of Health, EUA). Os resultados de distribuicdo dos ndcleos em
guadrantes indicativos de senescéncia, apoptose ou irregularidades nucleares foram
obtidos apos analise em planilha do programa Excel para NMA disponibilizada na
pagina do Laboratério de Sinalizacdo e Plasticidade Celular do professor Guido
Lenz, do Departamento de Biofisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(LabSinal) (<http://www.ufrgs.br/labsinal/NMA/).

[1.2.2.6 Expressédo génica de CDKN1A, CDKN2A e de GATA-4

A extracdo do RNA dos macréfagos tratados por 4 horas conforme a figura 1
e mantidos por mais 120 horas em cultura com RPMI 10% SFB foi realizada com
Trizol (Invitrogen, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante. A transcricdo
reversa foi realizada com 2 ug de RNA (pureza > 1,7), utilizando-se os iniciadores
random nonamers (Sigma-Aldrich, EUA) e a enzima transcriptase reversa M-MLV
(Sigma-Aldrich, EUA). Para as reacdes de PCR quantitativo (QPCR) em tempo real
foram utilizados 2 uL de cDNA diluido na razdo 1:20 com oligonucleotideos
iniciadores e sondas Tagman para os genes RPLPO, CDKN1A (p21) e CDKN2A
(p16'NK4)) (Tagman Gene Expression Assays, Applied Biosystems, EUA). Todas as
reacoes foram realizadas no equipamento StepOnePlus® Real-Time PCR system
(Applied Biosystems)). Os resultados relativos de cada amostra foram calculados
pelo método comparativo relativo AACT (Livak e Schmittgen, 2001), normalizados
pelo gene constitutivo (RPLPO, ribosomal protein lateral stalk subunit P0O) e

calibrados pela média do ACT do grupo.
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[1.2.2.7 Ensaio de fagocitose

A funcionalidade dos macrofagos foi avaliada através da capacidade
fagocitica. Para isto, os macréfagos tratados por 4 horas conforme a figura 1 foram
mantidos por até 120 horas em cultura com RPMI 10% SFB e, entdo, foram
incubados com microesferas de poliestireno fluorescentes (FluoSpheres®
Fluorescent Microspheres, Molecular Probes, EUA) na razdo de 1:50
(microesferas/células) por 2 e 18 horas em incubadora umidificada a 37 °C em 5 %
CO2. Apos 2 e 18 horas, os macréfagos foram gentilmente removidos da placa e a
porcentagem de particulas fluorescentes internalizadas pelas células foi quantificada
em citométro FACSCalibur™ (BD Biosciences). A analise dos dados obtidos foi
realizada através do programa CellQuest Pro™ (BD Biosciences). Os dados foram

expressos pela porcentagem de células que realizaram fagocitose.

[1.2.2.8 Imunofenatipagem

Para a andlise de ativacdo e polarizacdo, os macréfagos tratados por 4 horas

conforme a figura 1 foram mantidos por até 120 horas em cultura com RPMI 10% SFB foram

marcados com anticorpos anti-CD80-PE, anti-CD86-PerCP, anti-CD163-PE, anti-206-

PeCY-5 (BD Biosciences).

Para o ensaio, as células foram bloqueadas em tamp&o de FACS (PBS

suplementado com 0,5 % BSA) por 15 minutos e incubadas com os anticorpos

apropriados (1:20) por 30 minutos no gelo e no escuro. As células foram lavadas e

ressuspendidas em 500 pL do tampéao de FACS. A aquisicdo das amostras foi realizada
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no aparelho BD Accuri C6™ (BD Biosciences). A compensacdo dos fluoréforos foi
realizada com as mesmas populacdes celulares a serem analisados, com marcacdes
Unicas de cada fluoréforo. Foram adquiridos 10.000 eventos e a analise dos dados
obtidos foi realizada através do programa BD Accuri C6™ (BD Biosciences). Os dados

foram expressos por porcentagem de células positivas para cada marcador avaliado.

[1.2.2.9 Ensaio de oxidacao de DCF-DA

A producdo intracelular de espécies reativas nos macrofagos foi analisada
através do ensaio de 2-7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). Este
reagente é um composto naturalmente ndo fluorescente, porém de alta
permeabilidade na membrana celular. Quando internalizado na célula, o DCFH-DA
passa por reacOes de hidrélise e oxidacdo por esterases especificas e espécies
reativas intracelulares, produzindo um composto polar, fluorescente e ndo permeavel
chamado de 2’-7’-diclorofluocisteina (DCF). Para o ensaio, 0os macréfagos tratados
por 4 horas conforme a figura 1 foram mantidos por até 120 horas em cultura com
RPMI 10% SFB e, entdo, incubados por 30 minutos com 10 nM de DCFH-DA. Apés
estes 30 minutos, uma reacdo de leitura cinética foi programada em
espectrofotdmetro a 37 °C por uma hora (Spectra Max M5, Molecular Devices, EUA),
onde a cada 10 minutos uma leitura de emissé@o de fluorescéncia foi realizada em
comprimento de onda de excitagcao de 492 nm e de emissédo de 514 nm. Os dados
obtidos foram expressos por unidades arbitrarias por micrograma de proteina
(ug/proteina), as quais foram dosadas pelo método de Lowry modificado de acordo

com Peterson, 1979.
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11.2.2.10 Ensaio de atividade e massa mitocondrial

A massa e atividade mitocondrial dos macréfagos foi avaliada através dos
ensaios de Mitotracker Green (Life Technologies, EUA) e Mitotracker Red (Life
Technologies), respectivamente. Para isto, os macréfagos tratados por 4 horas
conforme a figura 1 foram mantidos por mais 120 horas em cultura com RPMI 10%
SFB e, entdo, foram incubados com 100 nM de Mitotracker Green (Life
Technologies) e Mitotracker Red (Life Technologies) por 30 minutos. Apos a
incubacéo, a leitura foi realizada em comprimento de onda de excitacdo de 490 nm e
de emissdo de 516 nm para Mitotracker Green e em comprimento de onda de
excitacdo de 579 nm e de emissdo de 599 nm para Mitotracker Red em Spectra Max
M5 (Molecular Devices). Os dados obtidos foram expressos por unidades arbitrarias
por micrograma de proteina (ug/proteina), as quais foram dosadas pelo método de

Lowry modificado de acordo com Peterson, 1979.

11.2.2.11 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism
6™ (GraphPad Software Inc., versdo 6.01). Diferencas significativas foram
consideradas quando P < 0,05 através de analise de ANOVA de uma via seguida de

teste Tukey.
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I1.2.3 Resultados

Os dados demograficos dos individuos participantes deste estudo estédo
descritos na Tabela 1. Os controles eutréficos e os individuos portadores de
obesidade possuem IMC estatisticamente diferentes (P < 0,0001), mas sdo similares

em relacdo a idade e ao sexo.

Tabela 1. Dados demograficos e clinicos dos individuos eutréficos e dos

individuos portadores de obesidade

Controles Obesidade Obesidade p*
eutroéficos e SM
(n=7) (n=7) (n=7)
Sexo, masculino (%) 2 (29) 2 (29) 2 (29) n.s.
Idade, media + DP 36,7 +8,5 35,8+ 10,9 37,8 £ 6,65 n.s
IMC, media + DP 21,6 +1,27 45,2 + 3,18 39,2+ 3,19 P < 0,0001
SM (%) - - 7 (100)

IMC: indice de Massa Corporal; DP: Desvio Padrdo; SM: Sindrome Metabdlica; n.s.: ndo significativo.
* diferencas estatisticas avaliadas por Teste Exato de Fischer ou Anova de uma via.

[1.2.3.1 Diminuicdo da viabilidade e da massa mitocondrial em macrofagos

incubados com plasma de individuos com obesidade

Nossos dados prévios (capitulo 1) mostram que o plasma de individuos
portadores de obesidade € capaz de aumentar a morte celular por apoptose e
induzir disfuncdo mitocondrial em PBMC. A partir destes resultados, nos
perguntamos se o efeito de reduzir a viabilidade celular € da obesidade per se ou
tem influéncia de comorbidades associadas a obesidade. Neste contexto, o plasma
de individuos portadores de obesidade foi capaz de reduzir a viabilidade dos

macréfagos diferenciados a partir de linhagem celular U-937 em comparacdo ao

57



controle de SFB ap0s 24 horas de cultura, independente da presenca de SM (Figura
2). Estes dados sugerem que individuos portadores de obesidade, mesmo na
auséncia de comorbidades, induzem alteracfes importantes no sistema imune que

levam a morte prematura ou viabilidade celular reduzida.
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Figura 2. Viabilidade diminuida em macrdfagos expostos ao plasma de individuos portadores
de obesidade. Andlise através do ensaio de MTT mostra reduc@o da viabilidade dos macréfagos
incubados com plasma de individuos portadores de obesidade sem comorbidades e de individuos
portadores de obesidade com SM em relacdo ao SFB apds 120 horas de cultura. SFB n=3, controle
n=7, obeso n=7 e obeso SM n=7. Os dados estdo representados pela média e desvio padréo.
Diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,05 (*).
SM: sindrome metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino.

Além disso, nossos dados prévios (capitulo 1) mostraram que apés 4 horas
de incubacdo de PBMC com plasma de individuos com obesidade houve reducéo no
consumo de oxigénio basal e associado a producdo de ATP, demonstrando
disfuncdo mitocondrial nestas células através de respirometria de alta resolucéo.
Neste contexto, avaliamos a situacdo da fungdo mitocondrial dos macrofagos apos
120 horas de cultura do insulto com plasma de individuos com obesidade (4horas).
Surpreendentemente, os dados demonstraram que macrofagos incubados com
plasma de individuos obesos com SM apresentaram reduzida massa mitocondrial

(Figura 3A) e atividade mitocondrial (Figura 3B) em relacdo aos macrofagos

58



incubados com plasma de individuos controles e de individuos com obesidade sem
comorbidades. No entanto, quando a razdo da atividade mitocondrial (MTR) foi
avaliada relativa a massa mitocondrial (MTG), ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos (Figura 3C), mostrando que, apesar de possuirem menos massa
mitocondrial, as mitocondrias de macréfagos incubados com plasma de individuos

portadores de obesidade com SM séo funcionais apos 120 horas.
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Figura 3. Diminuicdo da massa mitocondrial em macréfagos incubados com plasma de
individuos portadores de obesidade e SM. (A) Andlise através do ensaio de Mitotracker Green
(MTG) mostra reduc¢@o da massa mitocondrial em macréfagos incubados com plasma de individuos
portadores de obesidade com SM em relacdo aos controles e individuos portadores de obesidade
sem comorbidades ap6s 120 horas de cultura. (B) Andlise através do ensaio de Mitotracker Red
(MTR) mostra redugdo do potencial de membrana mitocondrial em macréfagos incubados com
plasma de individuos portadores de obesidade com SM em relagcdo aos controles apds 120 horas de
cultura. (C) A razdo entre MTR e MTG mostra que ndo houve reducéo do potencial de membrana em
relacdo a quantidade de mitocdndrias em nenhum dos grupos estudados. SFB n=3, controle n=7,
obeso n=7 e obeso SM n=7. Os dados estéo representados pela média e desvio padrdo. Diferengas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,01 (**), P < 0,001
(***). SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino.

Finalmente, avaliamos a producdo de espécies reativas pelos macrofagos.
Entretanto, apesar de possuirem menos mitocondrias e menor viabilidade celular, os
macrofagos incubados com plasma de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades e obesidade com SM apresentaram producdo de espécies reativas

similar aos tratados com SFB e aos controles (Figura 4).
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Figura 4. Niveis similares de oxidacdo de DCF-DA em macréfagos incubados com plasma de
individuos portadores de obesidade sem comorbidades e portadores de obesidade com SM e
individuos controles. Analise através do ensaio de DCF-DA mostra que néo a diferenca significativa
na producdo de espécies reativas de oxigénio por macréfagos incubados com plasma de individuos
dos trés grupos em estudo apés 120 horas de cultura. SFB n=3, controle n=7, obeso n=7 e obeso SM
n=7. Os dados estdo representados pela média e desvio padrdo. Diferencas estatisticas foram
avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro
Fetal Bovino, DCF-DA: 2’-7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina.

11.2.3.2 Aumento de B-galactosidase em macrofagos incubados com plasma de

individuos portadores de obesidade

Previamente foi demonstrado reducéo da viabilidade celular de macréfagos
incubados com plasma de individuos com obesidade em 24 horas de cultura. Com
intuito de investigar o destino das células resistentes a morte celular apos as 24
horas, avaliamos a possivel inducdo de senescéncia nos macréfagos que
sobreviveram na cultura apds 120 horas. Para isto, avaliamos a atividade da enzima
B-galactosidase utilizando o substrato C12FDG. Neste contexto, o plasma de
individuos eutroficos induziu porcentagem similar de atividade de 3-galactosidase ao
SFB, enquanto que o plasma de individuos portadores de obesidade, tanto na
presenca como na auséncia de SM, induziu niveis significativamente maiores de
expressao de B-galactosidase em relacéo aos individuos eutroficos e ao SFB (Figura

5A e 5B).
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Figura 5. Aumento da atividade da enzima B-galactosidase em macréfagos incubados com
plasma de individuos portadores de obesidade. (A) Analise por citometria de fluxo com o substrato
C12FDG mostra aumento da expressdo da enzima [B-galactosidase em macréfagos expostos ao
plasma de individuos portadores de obesidade sem comorbidades e de individuos com obesidade e
SM em compara¢do aos individuos controles apdés 120 horas de cultura. (B) Histogramas
representativos da emissao de fluorescéncia verde pelas células positivas para B-galactosidase. SFB
n=3, controle n=7, obeso n=7 e obeso SM n=7. Os dados estédo representados pela média e desvio
padrdo. Diferengas significativas foram avaliadas por Anova de uma via seguida de Teste Tukey. P <
0,01 (**), P < 0,001 (***), SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino.

11.2.3.3 Morfologia nuclear néo indica senescéncia em macrofagos incubados

com plasma de individuos com obesidade

Como a atividade de B-galactosidase a pH 6.0 pode ser induzida tanto por
estimulos imunolégicos como pelo estado senescente em macréfagos, utilizamos
outra abordagem para confirmar o aumento de [(-galactosidase como indicador de
senescéncia nos macréfagos incubados com plasma de individuos com obesidade.
Na andlise da morfometria nuclear (NMA) avaliamos os ndcleos de 50 células da
cultura de macréfagos incubada com plasma de cada um dos individuos afim de
compreender sua distribuicdo nos grupos definidos como: normal (N), irregular (1),
apoptose (PR, P ou PI) ou senescéncia (GR e GIl) geradas a partir da area e do
indice de irregularidade nuclear (NII) dos nucleos das células. Os dados obtidos
através do NMA indicam que macréfagos incubados com plasma de individuos

portadores de obesidade sem comorbidades apresentam redugdo significativa nos
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ndcleos das células com morfologia correspondente ao fendtipo normal. No entanto,
nao houve diferenca significativa entre a porcentagem de nucleos indicadores de
senescéncia (grande e regular (GR) e grande e irregular (Gl)) em macrofagos
incubados com plasma de individuos controles, de individuos portadores de
obesidade sem comorbidades e individuos portadores de obesidade e SM (Figura
6A, 6B, 6C). Estes dados sugerem que a aumento da atividade da enzima [-
galactosidase nos macréfagos ndo foi acompanhado do aumento de morfologia

nuclear compativel com senescéncia.
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Figura 6. Morfologia nuclear n&o indica senescéncia em macrdéfagos incubados com plasma de
individuos com obesidade. (A) Analise por NMA mostra que ndo houve diferenca significativa na
morfologia nuclear compativel com senescéncia (GR e Gl) nos macréfagos incubados com plasma de
individuos controles, de individuos com obesidade sem comorbidades e de individuos com obesidade
e SM apés 120 horas de cultura. (B) Gréfico de pontos que denota a distribuicdo dos 50 ndcleos
analisados de cada cultura de macréfagos tratados com o plasma de individuos de cada grupo em
estudo. A cor de cada ponto representa os nicleos de cada individuo participante. Os quadrantes dos
gréficos representam: N: normal; M: mitose; PR: pequeno e regular; GR: grande e regular; Gl: Grande
e Irregular; I: irregular (C) Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa da cultura de
macrofagos de cada um dos grupos analisados, marcacdo com Hoescht. Aumento original: 400x. SFB
n=3, controle n=7, obeso n=7 e obeso SM n=7. Os dados estdo representados pela média e desvio
padrdo. Diferengas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P <
0,001 (***), P < 0,05 (¥), SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino, NII: indice de
Irregularidade Nuclear.
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11.2.3.3 Expressdo génica de CDKN1A e CDKN2A similar em macrofagos
incubados com plasma de individuos controles e de individuos portadores de
obesidade sem comorbidades e de individuos portadores de obesidade com

SM.

Como medida adicional de senescéncia, avaliamos a expressao génica dos
genes relacionados com a parada do ciclo celular CDKN1A e CDKN2A e também de
GATA4. Nao foi constatada expressédo génica de GATA4. Foi constatada expressao
génica similar em macrofagos incubados com plasma de individuos controles, de
individuos portadores de obesidade sem comorbidades e de individuos portadores
de obesidade e SM (Figura 7). Estes dados estdo de acordo com o resultado obtido
na analise da morfologia nuclear e suportam a ideia de que ndo ocorreu senescéncia

nos macréfagos incubados com plasma de individuos com obesidade.
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Figura 7. Niveis similares de expressdo génica de CDKN1A e CDKN2A em macréfagos
incubados com plasma de individuos portadores de obesidade com o sem SM e individuos
eutroficos. Analise através de PCR em tempo real mostra niveis similares de expressédo génica de
CDKN1A e CDKNZ2A em macréfagos expostos ao plasma de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades ou com SM e controles apos 120 horas de cultura. SFB n=3, controle n=7, obeso n=7 e
obeso SM n=7. Os dados estédo representados pela média e desvio padrdo. Diferencas estatisticas
foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. SM: Sindrome Metabdlica, SFB:
Soro Fetal Bovino. Diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA.
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[1.2.3.3 Niveis aumentados de fagocitose em macrofagos incubados com

plasma de individuos portadores de obesidade e de individuos eutréficos

Como medida complementar de inducdo de senescéncia ou ativacdo nos
macrofagos incubados com plasma de individuos portadores de obesidade,
avaliamos a funcionalidade destas células através de ensaio de fagocitose. Neste
contexto, macrofagos incubados com plasma de individuos com obesidade,
independente da presenca de SM, mostraram atividade fagocitica aumentada em
relacdo aos macrofagos incubados com plasma de individuos controles ou com SFB
(Figura 8A e 8B). Estes dados mostram que mesmo com aumento de [-

galactosidase, os macréfagos nédo diminuiram sua funcéao.
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Figura 8. Atividade fagocitica de macréfagos incubados com plasma de individuos eutréficos e
de individuos com obesidade. (A) Atividade fagocitica apos 2 horas de internalizagdo de particulas
fluorescentes aumentada em macréfagos incubados com plasma de individuos com obesidade sem
comorbidades e de individuos com obesidade e SM apds 120 horas de cultura. (B) Histogramas
representativos da emissdo de fluorescéncia vermelha pelos macréfagos incubados com plasma dos
individuos dos grupos em estudo apos 18 horas de internalizacao de particulas fluorescentes. SFB
n=3, controle n=7, obeso n=7 e obeso SM n=7. Os dados estdo representados pela média e desvio
padrdo. Diferencas estatisticas foram avaliadas por Anova de uma via seguida de Teste Tukey. P <
0,001 (***), P < 0,05 (*), SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino.
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11.2.3.4 Expressédo de marcadores de polarizacao

Como nossos dados tem sugerido a ativacdo de macréfagos incubados com
plasma de individuos com obesidade, avaliamos a polarizacdo destes macrofagos
nos perfis inflamatério CD80 (molécula coestimulatoria B7.1) e CD86 (molécula
coestimulatotia B7.2) ou regulador através dos marcadores de membrana CD206
(receptor de manose de macrofagos) e CD163 (receptor de sequestro haptoglobina-
hemoglobina). Nossos dados mostram que os macréfagos incubados com plasma de
individuos com obesidade e SM sofrem uma modulacdo positiva dos marcadores

CD86, CD206 e CD163 (Figura 9A e B).
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Figura 9. Aumento da expresséo proteica dos marcadores de polarizacdo CD86, CD206 e
CD163 em macrdéfagos incubados com plasma de individuos portadores de obesidade e SM.
(A) Ensaio de imunofenotipagem mostra modulagdo positiva dos marcadores CD86, CD206 e CD163
em macréfagos incubados com plasma de individuos com obesidade e SM apés 120 horas de cultura.
(B) Histogramas representativos da expressdo dos marcadores CD80 (molécula coestimulatoria
B7.1), CD86 (molécula coestimulatéria B7.2), CD206 (receptor de manose de macrofagos) e CD163
(receptor de sequestro haptoglobina-hemoglobina) pelos macréfagos incubados com plasma de
individuos dos diferentes grupos em estudo apés 120 horas de cultura. SFB n=3, controle n=7, obeso
n=7 e obeso SM n=7. Os dados estdo representados pela média e desvio padrdo. Diferencas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,001 (***), P < 0,01
(**), SM: Sindrome Metabdlica, SFB: Soro Fetal Bovino.
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[1.2.4 Conclusdes parciais

1. O insulto por 4 horas com plasma de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades e de individuos portadores de obesidade e SM reduziu a
viabilidade de macrofagos apds 24 horas de cultura, mostrando o papel
citotoxico da obesidade sobre macrofagos, independente da presenca de
comorbidades;

2. O insulto por 4 horas com plasma de individuos com obesidade e SM reduziu
a massa mitocondrial de macréfagos apds 120 horas de cultura, mostrando o
papel das comorbidades da obesidade sobre o metabolismo mitocondrial;

3. O insulto por 4 horas com plasma de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades e de individuos portadores de obesidade e SM aumentou a
atividade da enzima B-galactosidase a pH 6.0 em macrofagos resistentes a
morte celular apos 120 horas de cultura;

4. N&o houve diferengca na morfologia nuclear associada a senescéncia e na
expressdo dos genes CDKN1A e CDKN2A entre macrofagos incubados com
plasma de individuos controles e de individuos portadores de obesidade sem
comorbidades e com SM;

5. O plasma de individuos portadores de obesidade, independente da presenca
de comorbidades, induziu aumento de atividade fagocitica nos macréfagos.
Porém, apenas o plasma de individuos portadores de obesidade e SM induziu
aumento da expressao proteica dos marcadores de polarizacédo inflamatoria

(CD86) e reguladora (CD163 e CD206) nos macroéfagos.
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I1.3 Instabilidade gendmica e inflamacdo em células mononucleares de sangue

periférico de individuos portadores de obesidade

11.3.1 Justificativa

A obesidade compartilha algumas caracteristicas com o envelhecimento,
como uma inflamacéo sistémica de baixo grau, estresse oxidativo, encurtamento de
teldomeros e senescéncia. Apesar das varias evidéncias de envelhecimento
acelerado, o possivel impacto da obesidade sobre a imunossenescéncia prematura
e a instabilidade genémica tem sido pouco debatidos. Em nossos resultados prévios,
demonstramos que a exposicdo aguda de PBMC saudaveis com plasma de
individuos portadores de obesidade alterou a sinalizacdo de DDR e induziu apoptose
e imunosenescéncia nestas células. Assim, nesta abordagem, investigamos se as
alteracdes encontradas em nosso modelo de cultura suplementado com plasma de
individuos portadores de obesidade podem ser confirmadas nas PBMC extraidas
diretamente dos individuos portadores de obesidade, com a finalidade de determinar

marcadores de instabilidade genémica e inflamacéo.

11.3.2 Materiais e Métodos

[1.3.2.1 Sujeitos da pesquisa

Foram incluidos neste estudo 11 individuos com obesidade modrbida (IMC =
35,0 kg/m?) e 15 controles eutroficos (18,5 kg/m? = IMC < 24,9 kg/m?2). Todos 0s

participantes portadores de obesidade foram recrutados no Centro de Obesidade e
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Sindrome Metabdlica do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catoélica do
Rio Grande do Sul (PUCRS). Este protocolo de pesquisa foi aprovado pelos Comités
de Etica em Pesquisa da PUCRS (N° 760.537, anexo 1) e UFGRS (N° 640.817,
anexo 2). Os controles eutréficos foram recrutados da comunidade. Foram incluidos
apenas individuos maiores de dezoito anos que leram e assinaram o TCLE. Este
estudo foi conduzido de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional
de Saude e o The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of

Helsinki).

11.3.2.2 Material Biolodgico e Cultura Celular

Foram coletados cinco mililitros de sangue venoso periférico de cada
individuo participante da pesquisa. O sangue coletado foi disposto em tubos
contendo anticoagulante EDTA e, posteriormente, as PBMC foram isoladas por
gradiente de densidade (Histopaque 1,077 g/mL; Sigma Aldrich, EUA), de acordo
com as instrugbes do fabricante. As PBMC purificadas foram contadas em
hemocitdbmetro com corante Azul de Tripan e utilizadas para os experimentos
guando a viabilidade foi superior a 95 %.

Para os experimentos, as PBMC isoladas foram imediatamente utilizadas (ex
vivo) ou foram cultivadas em placas de 6 ou 12 pocos na concentracdo de 1x10°
células/mL em meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (RPMI 10% FBS), 2 g/dL de tampdao HEPES, 1% de
penicilina/estreptomicina, phorbol myristate acetate (PMA, 10 ng/mL, Sigma Aldrich)
e ionomicina (IONO, 500 ng/mL, Sigma Aldrich) e incubadas a 37 °C com 5 % CO2

por 2, 24 ou até 120 horas.
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Alternativamente a coleta de PBMC, de uma segunda coorte de individuos
portadores de obesidade foram coletadas células epiteliais da mucosa oral da
parede interna da cavidade bucal através de um raspado com escova citologica
(individuos com obesidade n=6, individuos controles eutréficos n=6). Antes da coleta
do material, os participantes foram orientados a higienizar a boca com agua e as
amostras coletadas foram armazenadas a 4°C em metanol (Merck, EUA) com 5% de

DMSO (Sigma Aldrich, EUA).

[1.3.2.3 Analise de dano ao DNA e cinética de reparo de dano ao DNA

O dano basal ao DNA das PBMC (ex vivo) e a cinética de reparo de dano ao
DNA foram realizados através de teste do cometa sob condi¢cdes alcalinas, que
detecta SSB e DSB. Para a realizacdo deste ensaio, uma parte das PBMC foi
utilizada para o ensaio imediatamente apés o isolamento em gradiente de densidade
(avaliacdo do dano ao DNA basal — ex vivo) e o restante foi incubado com 10 uM de
peréxido de hidrogénio (H202) por 5 minutos no gelo. Estas PBMC foram, entéo,
utilizadas para o ensaio da recuperagcdo do tratamento com H20: (avaliacdo da
cinética de reparo de dano ao DNA) apdés 60, 180 e 220 minutos.

Para a realizacdo do ensaio, as células foram misturadas com 90 uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,7 % em tampao fosfato) e adicionadas a laminas
de microscopia previamente tratadas com 1,5 % de solucdo de agarose. As laminas
foram incubadas com solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 20
mM NaOH, pH 10,2, 1% Triton X-100 e 10 % DMSO) por 24 horas a 4 °C.
Posteriormente, as laminas foram removidas da solugédo de lise e submetidas a
solugéao alcalina (200mM NaOH e 1mM de EDTA; oH >7) por 20 minutos para

desnaturacdo seguidas de 15 minutos de eletroforese (25V, 300 mA). Apés a



eletroforese, as laminas foram neutralizadas em solucéo de 0,4M Tris 0,4 M (pH 7,5)
e lavadas com agua. ApGs secagem, as laminas foram fixadas e marcadas com 20
uL DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma Aldrich). Cada lamina foi avaliada por
microscopia de fluorescéncia e o grau de dano foi classificado visualmente. Um total
de 100 ndcleos foram avaliados por lamina através de um escore de 0 a 4,
dependendo do comprimento (fracdo) de DNA na cauda. A pontuacdo geral para

cada lamina foi, portanto, entre 0 (ndo danificado) e 400 (completamente danificado).

11.3.2.4 Ensaio de micronucleos bucal (Buccal Micronucleus Cytome (BMCyt)

assay)

Para realizacdo do ensaio, as células previamente fixadas em metanol na
presenca de 5 % de DMSO foram hidrolisadas em HCI e coradas pelo método de
Feulgen e analisadas de acordo com Bolognesei (2013). Os critérios de pontuacao
para os diferentes tipos de células e anomalias nucleares no ensaio BMCyt sdo
destinados a classificar as células epiteliais da mucosa bucal em categorias que as
distinguem entre células "normais" (células basais) e células que sdo consideradas
"anormais”, com base em caracteristicas citoldgicas e nucleares. Essas
caracteristicas sao indicativas de dano do DNA (micronucleos e pontes nucleo-
plasmicas), de faléncia de citocinese (células binucleadas) ou morte celular
(cromatina condensada, cariorrese, picnose, caridlise). Foram examinadas duas mil

células por amostra para determinar a frequéncia destes tipos celulares.
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11.3.2.5 Deteccéo intracelular das fosfoproteinas yH2AFX, TP53, pERK1/2 e p65

do NFxB

Os niveis de fosforilacdo de yH2AFX, TP53, pERK1/2 e p65 (NFxB) foram
avaliados em PBMC ex vivo (sem estimulo) e em PBMC cultivadas durante 2 horas
com estimulos mitogénicos (PMA+IONO). Primeiramente, as células foram fixadas e
permeabilizadas com tampéo Perm/Fix Buffer (BD Biosciences, EUA) por 40 minutos
a 4 °C. As células foram entédo lavadas duas vezes com tampao Perm/Wash buffer
(BD Biosciences) e ressuspendidas em 100 yL de tampdo Perm/Wash (BD
Biosciences) com os seguintes anticorpos: anti-fosfo-H2AFX (pS139, clone N1-431,
1:5) conjugado com Alexa Fluor® 488 (BD Biosciences) e anti-fosfo-p53 (pS37,
clone J159-641,79, 1:20) conjugado com Alexa Fluor® 647 (BD Biosciences) ou anti-
fosfo-NFkB p65 (pS529, clone K10-895.12.50, 1:5) conjugado com Alexa Fluor® 488
(BD Biosciences) e anti-fosfo-ERK1/2 (pT202/pY204, clone 20A, 1;20) conjugado
com PE (BD Biosciences) e foram incubadas por 60 minutos a 4°C. Finalmente, as
células foram centrifugadas e ressuspendidas em tampdo Perm/Wash (BD
Biosciences). Cinquenta mil eventos foram adquiridos e analisados no citdmetro de
fluxo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences). Os dados foram expressos como mediana

da intensidade de fluorescéncia (MFI).

11.3.2.6 Ensaio de viabilidade celular

Eventos de apoptose e a necrose das PBMC ex vivo foram analisados
através da marcacédo com Anexina-V e iodeto de propideo (BD Biosciences). Para
isto, as células foram ressuspendidas em uma concentracéo final de 5x10° células

em 100 pL de tampéo de ligacdo (10 mM de HEPES / NaOH, pH 7,4, 140 mM de
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NaCl, 2,5 mM de CaClz) e incubadas com 3 pyL de Anexina-V durante 15 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Antes da aquisicdo, o iodeto de propideo foi
adicionado a uma concentracdo final de 1 mg/mL. Cinquenta mil eventos foram
adquiridos e analisados no citdbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences). Os

dados foram expressos como porcentagem de células.

[1.3.2.7 Extracdo de RNA, sintese de DNA complementar (cDNA) e PCR em

tempo Real

A extracéo de RNA total das PBMC ex vivo e cultivadas com PMA+IONO por
120 horas foi realizada com Reagente Trizol (Invitrogen, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A transcricdo reversa foi executada com 1,2 ug de RNA
utilizando-se os iniciadores random nonamers (Sigma-Aldrich) e a enzima
transcriptase revserca do virus M-MLV (Sigma-Aldrich). Para as reacfes de PCR em
tempo real foram utilizados 2 uL de cDNA diluido na razdo 1:20 para rea¢cfes com
primers e sondas para os genes RPLPO, CDKN1A (p21) e p16'Nk4 CDKN2A (p16))
(Tagman Gene Expression Assays, Applied Biosystems, EUA). Todas as reacgdes
foram realizadas no equipamento StepOnePlus® Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). Os resultados relativos de cada amostra foram calculados pelo método
de AACT (Livak e Schmittgen, 2001), normalizados pelo gene constitutivo (RPLPO,

ribosomal protein lateral stalk subunit PO) e calibrados pela média do ACT do grupo.

11.3.2.8 Quantificacéo da secrec¢éo de citocinas

A secrecao de citocinas foi avaliada no meio de cultura das PBMC cultivadas

por 24 e 120 horas na presenca de PMA+IONO por citoemtria de fluxo (Cytometry
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Bead Array (CBA)) com o Kit Human Inflammatory Kit (BD Biosciences) de acordo
com as instrucdes do fabricante. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo
Accuri C6™ (BD Biosciences) e analisadas com o programa FCAP Array™ v3.0.1
(Soft Flow Inc., Pecs, Hungary). Os resultados foram expressos em nanograma por
miligrama de proteina por mililitro de meio de cultura (ng/mgproteina/mL). O limite de
deteccado das citocinas foi de 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; 1,9 pg/mL para IL-12.

11.3.2.9 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
6™ (GraphPad Software Inc., versdo 6.01). Quando apropriado, foram utilizados
teste T, ANOVA de uma via ou teste de Kruskal-Wallis. Diferencas significativas

foram consideradas quando P < 0,05.

11.3.3 Resultados

Os dados demograficos estdo descritos na Tabela 1. Como esperado, 0s
controles eutréficos e os individuos portadores de obesidade possuem IMC
estatisticamente diferentes (P < 0,0001), mas sao similares em relacéo a idade e ao

Sexo.
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Tabela 1. Dados demogréaficos e clinicos dos controles eutroficos e individuos

portadores de obesidade

Controles eutréficos Individuos com obesidade p*
(n=15) (n=11)
Sexo, masculino (%) 2 (13,3) 2(18,1) n.s.
Idade, media + DP 38,1+7,8 41,2+6,6 n.s.
IMC, media £ DP 219+1)9 52,9+6,7 <0,0001
Comorbidades (%)
HS - 8 (72,7)
DM2 - 4 (36,3)
SM - 6 (54,5)
DIS - 6 (54,5)

IMC: indice de Massa Corporal; DP: Desvio Padrdo; HS: Hipertensio Sistémica; DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2,
SM: Sindrome Metabdlica; DIS: dislipidemia; AS: apneia do sono; n.s.: ndo significativo. * diferencas estatisticas
avaliadas pelo Teste T.

[1.3.3.1 Instabilidade genémica em individuos portadores de obesidade

A obesidade € uma condicdo patoldgica associada ao envelhecimento
prematuro. Como a instabilidade gendmica é um fenbmeno associado ao
envelhecimento precoce e nossos dados preliminares mostraram que o plasma de
individuos com obesidade € capaz de diminuir a fosforilacdo da H2AFX, importante
proteina da DDR, avaliamos se as PBMC de individuos com obesidade apresentam
DDR comprometida. Neste contexto, constatou-se que controles eutroficos e
individuos portadores de obesidade possuem niveis similares de fosforilacdo da
histona H2AFX nas PBMC circulantes. No entanto, quando estas células foram
submetidas a um estimulo mitogénico, as PBMC de individuos portadores de
obesidade apresentaram uma menor fosforilagdo de H2AFX, sugerindo uma

sinalizacdo de DDR comprometida e um fendtipo semelhante com aquele
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demonstrado em nosso modelo in vitro quando incubadas com plasma (Figura 1A e

1B).
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Figura 1. Sinalizagdo da histona H2AFX comprometida em PBMC de individuos portadores de
obesidade. (A) Andlise através da técnica de Phosflow mostra niveis similares de fosforilacdo de
H2AFX (pS139) entre individuos com obesidade e individuos eutréficos (controles) em PBMC
avaliadas imediatamente ap6s o isolamento em gradiente de densidade (basal) e niveis
significativamente diminuidos de fosforilagdo de H2Ax (pS139) nos individuos portadores de
obesidade nas PBMC avaliadas duas horas ap6s o estimulo mitogénico de 10 nM de PMA e 500 nM
de lonomicina (P+l). (B) Histogramas representativos da fosforilagdo de H2AFX (pS139) em
individuos controles e portadores de obesidade, antes (basal) e ap6s 2 horas de estimulo com 10 nM
de PMA e 500 nM de lonomicina (P+l). MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia. Controle n=
15, obeso n=11. Os dados estdo representados pela mediana. Diferencas estatisticas foram
avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***).

Para avaliar o impacto da menor fosforilacdo de H2AFX no dano ao DNA
das PBMC dos individuos portadores de obesidade, foi realizado o ensaio de reparo
de dano ao DNA através do teste do cometa. Assim, foi confirmado que individuos
portadores de obesidade e controles eutréficos possuem niveis similares de dano ao
DNA intrinseco nas PBMC circulantes (ex vivo). Por outro lado, as PBMC dos
individuos portadores de obesidade mostraram uma eficiéncia de reparo de dano ao
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DNA comprometida apds 180 e 220 minutos de recuperacdo do insulto genotéxico
com H202. Esses resultados sugerem uma DDR comprometida e associada com

uma menor sinalizacdo ou ativacdo de H2AFX (Figura 2A e 2B).
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Figura 2. Cinética de reparo de dano ao DNA comprometida em PBMC de individuos
portadores de obesidade. (A) Analise através de ensaio do cometa mostra niveis basais
semelhantes de dano ao DNA entre individuos portadores de obesidade e individuos eutréficos
(controles). As PBMC foram avaliadas imediatamente apdés o isolamento (tempo 0O - basal).
Entretanto, niveis significativamente aumentados de dano ao DNA nas PBMC de individuos
portadores de obesidade s&do observados apos 180 e 220 minutos de recuperagdo do insulto
genotodxico de 10 minutos com 10uM de H20:2. (B) Imagens representativas da microscopia do ensaio
do cometa antes (basal) e apds o insulto genotéxico com 10uM de H202 (60, 180 e 220 minutos).
Controle n= 15, obeso n=11. Aumento original 400x. Os dados estao representados pela média e
desvio padrdo. Diferencas estatisticas foram avaliadas por Anova de uma via seguida de Teste
Tukey. P < 0,001 (***).
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Finalmente, para confirmar que o menor reparo de dano ao DNA impacta em
dano persistente ao DNA nos individuos portadores de obesidade, avaliamos a
presenca de marcadores de genotoxicidade, como a presenca de micronucleos e de
pontes nudcleo-plasmicas em células epiteliais da mucosa oral de individuos
portadores de obesidade. Neste contexto, individuos portadores de obesidade
apresentam maior frequéncia de micronucleos (Figura 3). Juntos, a menor
fosforilacdo de H2AFX, a cinética de reparo de dano ao DNA comprometida e o
aumento na frequéncia de micronudcleos confirmam a obesidade como uma patologia

relacionada a instabilidade gendémica.

109 F— 2.0
" 20 o® 5 1.0 ¢ Controle
2 os] o 8 5 5 & ° 0Obeso
g o E 151 ° g 1.5 o 8 =
: cwn ® - 9 c
c 0.6 o 0 '@ pa S 3} o 0.6 °
g o .10 ® °°° = 1.0 a ° (]
Q O A b4 £ o
E T § a o S 04T o
-©66- T [} °
@ & 8 s S o05{ * — 2
T 02{ e, O 2 . " 0.2 o
RS oy =S Sost o(b o
0.0 0 0.0 0.0
Y - -
*
104 8+ 30+
5 oo 0,00
g 8- & . o
:g g o 6+ _'.L 9609 2 i
© = Q o]
o o ?, Q o
g 2 6 oo 2 o ®
= @ © 4 i Qo °
o .
4 o [ 0
[ .
T8 4 S . T 101
s © ° [+ it 24 52
S 2 2 e
0l — 0 0
’
&
7

Figura 3. Aumento da frequéncia de micronucleos e de caridlise nas células epiteliais da
mucosa oral de individuos portadores de obesidade. Analise através de Cytome Assay mostra
aumento na frequéncia de micronucleos, marcadores de instabilidade gendmica, e de caridlise,
marcador de morte celular, em células epiteliais da mucosa oral de individuos portadores de
obesidade. Os gréficos estdo acompanhados (quadro inferior) por uma micrografia representativa da
condicdo avaliada. Aumento original 1000x. Controle n= 6, obeso n=6. A linha horizontal nos gréficos
de ponto representa a medida de tendéncia central de mediana. Diferencas significativas foram
avaliadas por Teste T. P < 0,05 (*).

79



11.3.3.2 Aumento de apoptose em PBMC de individuos com obesidade

O reparo de dano ao DNA comprometido em individuos com obesidade pode
ser responsavel pela inducdo de morte celular precoce ou senescéncia prematura.
Para confirmar esta hipétese, avaliamos a ocorréncia de apoptose e necrose nas
PBMC circulantes. Foi possivel constatar que PBMC de individuos com obesidade
apresentam maior porcentagem de células em apoptose (Figura 4A e 4B). Além
disso, o aumento de caridlise, marcador de morte celular, em células epiteliais da
mucosa oral, confirma que a morte celular aumentada ndo € um fendbmeno restrito

ao sistema imune nos individuos com obesidade (Figura 4).
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Figura 4. Aumento da morte celular por apoptose em PBMC de individuos portadores de
obesidade. (A) Analise através do ensaio de Anexina-V e iodeto de propideo mostram aumento
significativo na porcentagem de células em apoptose nas PBMC de individuos portadores de
obesidade, quando avaliadas imediatamente apds o isolamento (basal). Os dados estao
representados pela media e desvio padréo. (B) Dot Plot representativos da marca¢cdo com Anexina-V
e iodeto de propideo em PBMC de individuos eutréficos (controle) e individuos portadores de
obesidade (Obeso). Controle n= 15, obeso n=11. Diferencas significativas entre a porcentagem de
células em apoptose de individuos com eutréficos (controles) e individuos com obesidade foram
avaliadas por Teste T. P < 0,05 (*).
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[1.3.3.3 Sinalizacdo da via TP53/CDKN1A comprometida em PBMC de

individuos portadores de obesidade

Como alternativa a apoptose, as células podem responder ao dano
persistente ao DNA com a inducdo de senescéncia. Neste contexto, avaliamos a via
de sinalizacdo TP53/CDKN1A (p53/p21) nas PBMC através da fosforilacdo de TP53
ex vivo e apods 2 horas de estimulo mitogénico com PMA+IONO. Também avaliamos
a expressdo génica de CDKN1A (p21) ex vivo e apés 120 horas de estimulo
mitogénico. Constatou-se que individuos portadores de obesidade ndo respondem
com aumento da sinalizacdo de p53 quando estimuladas com PMA+IONO, ao
contrario do que acontece nos individuos controles (Figura 5A e 5B). Corroborando
com estes resultados, ap6s 120 horas de cultivo de PBMC com PMA+IONO, a
expressdo génica de CDKNI1A estd diminuida em individuos portadores de
obesidade em relacdo aos controles eutroficos. Nesse sentido, nossos resultados
sugerem que a via de sinalizacdo TP53/CDKN1A néo é ativada em individuos com
obesidade para inducédo de senescéncia (Figura 5C). Além disso, ndo detectamos
expressao génica de CDKN2A (p16) nas PBMC ex vivo de individuos eutréficos e de
individuos com obesidade. Entretanto, apds 120 horas de incubagdo com
PMA+IONO, houve uma regulacdo positiva na expressao deste gene, embora a

diferenca nao tenha sido significativa entre os dois grupos em estudo (Figura 5D).
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Figura 5. Sinalizacdo comprometida da via TP53/CDKN1A (TP53/P21) em PBMC de individuos
portadores de obesidade. (A) Analise por citometria de fluxo através da técnica de Phosflow com
niveis similares de fosforilagdo de TP53 (pS37) presentes em individuos eutréficos (controles) e
portadores de obesidade de PBMC avaliadas imediatamente apds o isolamento (ex vivo, basal) e
niveis significativamente diminuidos de fosforilagdo de TP53 (pS37) nos individuos portadores de
obesidade 2 horas ap6s o estimulo mitogénico com 10 nM de PMA e 500 nM de lonomicina (P+1). (B)
Histogramas representativos da fosforilagcdo de p53 (pS37) em individuos controles e individuos com
obesidade apos 2 horas de estimulo (P+1). Andlise de expressdo génica através de PCR em tempo
real mostra niveis similares da expressao génica de (C) CDKN1A (p21), entre individuos eutréficos
(controles) e portadores de obesidade em PBMC avaliadas imediatamente apos o isolamento (basal).
Niveis significativamente diminuidos da expressédo génica de CDKN1A (p21) foram observados nos
individuos portadores de obesidade apds 120 horas em cultura e com o estimulo mitogénico de 10
nM de PMA e 500 nM de lonomicina (P+l). (D) Andlise através de PCR em tempo real expresséo
génica de CDKN2A (pl6'Nk4a) ausente na condigdo ex vivo e similar entre individuos eutréficos
(controles) e portadores de obesidade em PBMC avaliadas 120 horas apds o estimulo mitogénico de
10 nM de PMA e 500 nM de lonomicina (P+l). Controle n= 15, obeso n=11. MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia. A linha horizontal nos gréaficos de ponto representa a medida de
tendéncia central de mediana. Diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via
seguida de Teste Tukey. P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***).
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[1.3.3.3 Sinalizacao da via pERK1/2 comprometida em PBMC de individuos com

obesidade

Como a sinalizacéo via pERK1/2 esta envolvida na proliferacédo, apoptose e
senescéncia, investigamos sua fosforilacdo nas PBMC ex vivo e ap6s duas horas de
estimulo mitogénico com PMA+IONO. Constatou-se que individuos portadores de
obesidade apresentam maior sinalizacdo de pERK1/2 nas PBMC ex vivo em relacéo
aos controles eutréficos. No entanto, apds o estimulo de PMA+IONO, a sinalizagédo
de pERK1/2 estd diminuida nos PBMC de individuos portadores de obesidade

(Figura 6A e 6B).
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Figura 6. Sinalizagdo comprometida de pERK1/2 em PBMC de individuos portadores de
obesidade. (A) Analise por citometria de fluxo através da técnica de Phosflow mostra maior
sinalizacao de pERK1/2 em PBMC de individuos portadores de obesidade avaliadas imediatamente
apo6s o isolamento (basal). Por outro lado, a sinalizagdo de pERK1/2 em PBMC de individuos com
obesidade avaliada duas horas apdés o estimulo mitogénico de 10 nM de PMA e 500 nM de
lonomicina (P+l) esta diminuida em relagdo aos controles eutréficos. (B) Histogramas representativos
da fosforilacdo de pERK1/2 em individuos controles e individuos com obesidade ex vivo (basal) e
apos 2 horas de estimulo com 10 nM de PMA e 500 nM de lonomicina (P+l). Controle n= 15, obeso
n=11. MFl: mediana de intensidade de fluorescéncia. A linha horizontal nos graficos de ponto
representa a medida de tendéncia central de mediana. Diferencas estatisticas foram avaliadas por
ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,05 (*).
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[1.3.3.4 Aumento da secrecdo de citocinas por PBMC de individuos com

obesidade

Embora as mudancas metabdlicas no tecido adiposo de individuos
portadores de obesidade sejam as maiores responsaveis pelo perfil inflamatorio, as
alteracdes fenotipicas no sistema imune destes individuos também podem contribuir
com a inflamacdo crbnica periférica de baixo grau observada no contexto da
obesidade. O aumento da secrecdo de citocinas pode ser resultado tanto da
ativacdo imune quanto da senescéncia celular, tanto nos linfécitos como nos
monaocitos. Assim, foi avaliada a resposta inflamatéria de PBMC de individuos com
obesidade e controles eutroficos frente ao estimulo mitogénico de PMA+IONO. Foi
observado que individuos portadores de obesidade possuem maior sinalizacdo de
NF«kB, fator de transcri¢cdo de citocinas inflamatorias, nas PBMC ex vivo (Figura 7A e
7B). Além disso, ap6s 24 horas de cultura, foi possivel observar uma maior secrecao
de TNF-a e TGF-B pelas PBMC de individuos com obesidade. Por outro lado, houve
uma reducédo na secrecdo de TGF-B pelas PBMC de individuos com obesidade entre
24 e 120 horas, enquanto a secrecao de TNF-a permaneceu constante. Ainda, em
120 horas de cultura foi observada maior secrecdo de IL-8, IL-6 e TNF-a pelas
PBMC de individuos com obesidade, confirmando o perfil inflamatério destas células

(Figura 7C).
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Figura 7. Sinalizagao inflamatoria em PBMC de individuos portadores de obesidade. (A) Andlise
por citometria de fluxo através da técnica de Phosflow mostra maior sinaliza¢éo do fator p65 do NFxB
em PBMC de individuos com obesidade foi avaliada imediatamente apés o isolamento (ex vivo, basal)
ou apos 2 horas de cultura (P+1). (B) Histogramas representativos da fosforilagao de p65 (pNFkB) em
individuos controle e individuos com obesidade (ex vivo, basal) e apés 2 horas de estimulo com 10
nM de PMA e 500 nM de lonomicina (P+l). (C) Maior secre¢do de citocinas inflamatérias em PBMC
de individuos portadores de obesidade apés 24 e 120 horas de estimulo com 10 nM de PMA e 500
nM de lonomicina (P+l). Controle n= 15, obeso n=11. MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia.
A linha horizontal nos gréaficos de ponto representa a medida de tendéncia central de mediana.
Diferengas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Teste Tukey. P < 0,05 (*);
P < 0,001 (***).
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[1.3.4 Conclusdes parciais

1. Individuos portadores de obesidade apresentam menor fosforilacdo de
H2AFX, reparo de dano ao DNA comprometido e aumento da frequéncia de
micronucleos. Esses achados sugerem que a obesidade pode ser vista como uma
condicao patoldgica associada a instabilidade genémica;

2. A morte celular aumentada em individuos portadores de obesidade,
tanto em PBMC quanto em células epiteliais da mucosa oral, pode ocorrer como
consequéncia da instabilidade genbmica;

3. Além da via da H2AFX, outras importantes vias de sinalizacao
relacionadas com parada e progressdo do ciclo celular estdo comprometidas em
individuos portadores de obesidade, como a via TP53/CDKN1A (p53/p21) e
PERK1/2;

4. As PBMC de individuos portadores de obesidade contribuem para o
estado de metainflamacdo observado na obesidade, secretando maiores

quantidades de citocinas inflamatérias, como IL-6, IL-8 e TNF-a.
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1.1 DISCUSSAO

O envelhecimento e a obesidade sédo os principais fatores de risco para
condicbes que aumentam a morbidade e mortalidade da populacéo, incluindo
doencas crbnicas inflamatorias como diabetes mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, esteatose hepatica e cancer (Schafer et al., 2017). No contexto da
obesidade, o tecido adiposo assume um importante papel enddécrino e é capaz de
regular a homeostase do organismo, tendo efeitos deletérios principalmente sobre a
resisténcia a insulina, a angiogénese, a presséao arterial e a funcéo imune (Galic et
al., 2010).

Nos dltimos anos, importantes estudos tem demonstrado que as
modificacdes do tecido adiposo durante a obesidade também refletem de forma
sistémica através de alteracdes significativas nas vias de sinalizacdo associadas a
inflamacéo (Schmidt et al., 2015, Garrison et al., 2017), no perfil de adipocinas
(Karonova et al.,, 2018), no balanco redox e no atrito telomérico (Grun et al,
manuscrito submetido) no sangue periférico. Apesar de bem estabelecidas, o
impacto destas alteracdes sobre o sistema imune tem sido pouco explorado na
literatura. Neste sentido, tem se discutido a obesidade como um modelo de
imunosenescéncia prematura, principalmente devido a inflamacéo crénica de baixo
grau associada a uma menor resposta a infeccdes e a vacinacdo (Castro, 2012). No
entanto, os mecanismos moleculares a nivel celular associados a estas alteracfes
clinicas necessitam ser melhor compreendidos.

Afim de investigar possiveis mecanismos associados ao envelhecimento
prematuro de linfécitos e mondcitos/macrofagos em individuos portadores de

obesidade, utilizamos duas estratégias. Primeiramente, estabelecemos em nosso
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laboratério uma modelo de cultura celular que mimetiza a inflamacdo sistémica
durante a obesidade, através da cultura priméaria de células do sistema imune ou de
cultura de linhagens celulares representativas de células do sistema imune na
presenca de meio de cultura suplementado com o plasma dos individuos em estudo.
Modelos de cultura celular semelhantes ja foram utilizados com sucesso por nosso
laboratério (Ferrari et al., manuscrito aceito para publicagdo) e por outros
(Wollenhaupt-Aguiar et al., 2016) afim de estudar mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese de doencas psiquiatricas.

ApOs obtermos alguns resultados promissores com este modelo,
confirmamos as alteracbes encontradas em células coletadas dos préprios
individuos portadores de obesidade e ampliamos a abordagem de nossos principais
resultados por abordagens mecanicistas ex vivo. Os resultados conjuntos destas
duas estratégias nos forneceram dados que estabelecem a obesidade como uma
condicdo patolégica associada ao envelhecimento prematuro, confirmando a
hipotese de que as altera¢cdes que ocorrem no tecido adiposo durante a obesidade
impactam de forma negativa em células periféricas do sistema imune. Um resumo
com as principais alteragbes encontradas nesta tese pode ser visualizado na

Figural.
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Figura 1. Visdo geral dos principais resultados obtidos nesta tese. O plasma de individuos
portadores de obesidade induziu ativagdo de macréfagos U-937, exemplificado principalmente pelo
aumento de atividade B-galactosidase, da atividade fagocitica da expresséo proteica de marcadores
de polarizacdo de macroéfagos (tanto em macréfagos U-937 quanto em mondcitos primarios). Além
disso, o plasma de individuos portadores de obesidade modulou a diminuicdo de fosforilacdo de
H2AFX, da sinalizacdo da via TP53/CDKN1A (p53/p21), e aumento de apoptose e de linfocitos
TCD8*CD28:, da secrecdo de citocinas inflamatorias e da disfuncdo mitocondrial relacionada a
diminuicdo de consumo de O: basal e relacionado a producdo de ATP em PBMC saudéaveis de
individuo ndo-relacionado. Além disso, este fenoétipo se confirmou em PBMC extraidas de individuos
portadores de obesidade através de uma DDR defeituosa e comprometimento da sinalizagdo via
H2AFX e p53/p21, aumento de apoptose e de secre¢do de citocinas inflamatérias. Ainda, houve
aumento da frequéncia de micronucleos em células epiteliais da mucosa oral de individuos portadores
de obesidade. As setas pretas representam os resultados obtidos nesta tese, as setas verdes
representam as possiveis relagfes entre os resultados encontrados. CEMO: células epiteliais da
mucosa oral; PBMC: células mononucleares de sangue periférico, H202: peréxido de hidrogénio,
CD80: molécula coestimulatoria B7.1, CD86: molécula coestimulatéria B7.2, CD163: receptor de
sequestro rico em cisteina, CD206: receptor de manose de macréfagos.

A alteracdo mais notoria decorrente de nossos resultados durante a
obesidade foi a instabilidade gendmica. Neste contexto, os individuos portadores de
obesidade apresentaram cinética de reparo de dano ao DNA alterada e sinalizacéo
de H2AFX diminuida em PBMC e aumento da frequéncia de micronucleos,

marcadores de dano ao DNA persistente, nas células epiteliais da mucosa oral.
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Corroborando com estes dados, alguns estudos também tem relacionado a
obesidade e suas comorbidades a instabilidade genémica em varios tipos celulares,
tanto em humanos como em animais (Tenorio et al.,, 2013, Cerda et al., 2014,
Luperini et al., 2015, Shah e Mahmoudi, 2015, Vergoni et al., 2016). Além disso, a
correlacdo positiva entre marcadores de dano ao DNA e o IMC, a pressao arterial, a
circunferéncia abdominal e a concentracdo de proteina C reativa no plasma ja foi
demonstrada (Karbownik-Lewinska et al., 2012).

O mecanismo de DDR eficiente é essencial para a manutencdo da
estabilidade genbmica e para a sobrevivéncia celular. Neste ambito, o reparo
ineficiente do dano ao DNA pode induzir diferentes desfechos para as células, como
apoptose, senescéncia e transformacdo neoplasica. O impacto negativo de uma
DDR comprometida pode ser exemplificado por doencas como as Sindromes de
Ataxia Telangiectasia, Bloom ou Nijmegen Breakage. Individuos com estas
patologias possuem, simultaneamente, funcdo de DDR comprometida e instabilidade
gendmica e sao clinicamente caracterizados pela imunodeficiéncia, pelo
envelhecimento prematuro e pelos altos indices de cancer (Georgoulis et al., 2017).
Ainda, a observacdo de que varios genes relacionados a DDR estdo inativados
durante a progressdo do cancer suporta a ideia de que estes genes sdo importantes
na protecdo da célula contra o desenvolvimento tumoral (Halazonetis, 2002).

Nesta perspectiva, sugerimos que a obesidade pode também ser vista como
uma doencga caracterizada pela instabilidade gendmica. Assim, individuos com
obesidade podem ter seu fenoétipo celular agravado como consequéncia do dano
persistente ao DNA e, em Uultima instancia, apresentar maior predisposicdo ao
desenvolvimento de cancer, como cancer de colon (Frezza et al., 2006) e de ovario
(Liu et al.,, 2015) entre outros; ou aumento do fenétipo de envelhecimento,

comprometendo a fungao tecidual. Em concordancia, trabalho de nosso grupo (Grun
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et al, manuscrito submetido) demonstrou que individuos portadores de obesidade
apresentam um maior atrito telomérico e perda da homeostase das proteinas do
complexo Shelterin, que protege os teldmeros, quando comparados com individuos
eutroficos. Esse resultado sugere que fatores inflamatorios e oxidativo da obesidade
podem ser catalisadores de eventos neoplasicos. Além disso, a instabilidade
gendmica dos individuos portadores de obesidade pode ser um fator que interfere na
resposta ao tratamento de cancer. Recentemente um estudo mostrou que DDR
comprometida em PBMC de mulheres com cancer de ovario esta correlacionado
com a resisténcia das células tumorais a quimioterapia (Stefanou et al., 2015),
sugerindo, juntamente com nossos dados, que a DDR comprometida de PBMC de
individuos com obesidade podem ser um preditor de uma pior resposta ao
tratamento do cancer durante a obesidade.

A YH2AFX exerce importante papel na formacgéo dos foci de DDR. Nossos
dados indicam uma sinalizac&o alterada de H2AFX nas PBMC durante a obesidade,
0 que pode ser, pelo menos em parte, a causa da DDR comprometida. Neste
contexto, varios estudos demonstram a importancia da yH2AFX para a homeostase
celular. Células deficientes em H2AFX possuem alta sensibilidade a radiacao,
retardo no crescimento e senescéncia prematura. Camundongos nocautes para
YH2AFX apresentam sinais de deficiéncia imunolégica e aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores (Bassing et al., 2002, Celeste et al.,
2002, Celeste et al., 2003a), sendo que algumas destas caracteristicas também séo
observadas em individuos com obesidade (Castro, 2012).

A alteragdo encontrada na fosforilagdo de H2AFX e na DDR durante a
obesidade pode sofrer influéncia de varios fatores. Primeiramente, a resposta da
histona H2AFX em diferentes tipos de células nem sempre é similar. Aléem disso, a

quantidade de H2AFX em relacdo a quantidade de H2A na cromatina pode ser
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diferente entre tipos celulares distintos, sendo que a porcentagem de H2AFX pode
variar de 10 a 25% em relacdo a H2A total da célula. Ainda, a localizacdo da H2AFX
ao longo de todo genoma de cada célula em diferentes estagios de diferenciacéo
celular ou sob condi¢des de estresse ndo é totalmente compreendido (Georgoulis et
al., 2017). Assim, o estagio de diferenciacao das células utilizadas em nosso estudo,
bem como a condicdo de estresse ocasionada pela obesidade pode ter impacto
relevante na capacidade da H2AFX responder a inducéo de dano ao DNA.

Uma fung¢do muito importante da cromatina nuclear é conferir protecao fisica
ao DNA. No entanto, a cromatina também pode influenciar a sinalizacdo de DDR no
local do DNA danificado. Por exemplo, células com heterocromatina séo resistentes
a fosforilacdo de H2AFX. Corroborando este fato, a diminuicdo do grau de
heterocromatizacdo nas células ocasiona o aumento da sinalizacdo de H2Ax e de
DDR (Kim et al., 2007, Murga et al., 2007), sendo que as DSB que ocorrem dentro
da heterocromatina ndo séo eficientemente reparadas (Goodarzi et al., 2008, Di
Micco et al., 2011). Somado a isso, uma caracteristica comum aos diferentes tipos
de tumores € a alta frequéncia de heterocromatina (cromatina compactada), que
pode atenuar a sinalizacdo de DDR e promover a sobrevivéncia tumoral mesmo na
presenca de danos ao DNA (Sulli et al., 2012). Assim, podemos especular que
células de individuos portadores de obesidade poderiam ter aumento da frequéncia
de heterocromatina, principalmente induzida pela senescéncia celular, e, como
consequéncia, apresentarem uma DDR comprometida. Entretanto, uma limitagédo de
nosso trabalho é a falta de imagens de microscopia eletronica para evidenciar esse
fato.

Apesar de termos encontrado em nossa coorte de estudo menor fosforilagdo
de H2AFX, um estudo realizado com criancas italianas com sobrepeso e obesidade

relatou aumento na fosforilagdo de H2AFX nas PBMC e que, independente do status
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de peso, criancas controles e criancas portadoras de obesidade apresentaram
cinética de reparo de dano ao DNA semelhante (Scarpato et al., 2011). Como em
nosso trabalho utilizamos adultos portadores de obesidade, especulamos que o
tempo de obesidade (registro que ndo temos) possa exercer influéncia na
sinalizacao e cinética de reparo de dano ao DNA.

Uma das consequéncias do insulto genotoxico persistente associado a um
reparo ineficiente do dano ao DNA é a formacdo de micronucleos nas células. Os
micronucleos sdo segmentos nucleares néo incorporados a cromatina que podem
surgir como resultado de DSB ou de disfuncdo do aparelho do fuso mitético. Os
micronucleos sao infrequentes durante a mitose de células saudaveis, no entanto,
podem estar aumentados em algumas patologias (Aykanat et al., 2016). Na maioria
das vezes, as células com micronucleos podem ser removidas por apoptose. No
entanto, a persisténcia de células com micronucleos indica instabilidade genémica e
pode ser um fator de risco adicional para desenvolvimento de cancer. Além de
microndcleos, outros marcadores sdo relevantes para o estudo de anomalias
nucleares, como as células binucleadas, que sao indicativas de citotoxicidade, e
como a presenca de a caridlise, picnose, a cariorrexe e a condensacdo de
cromatina, que sdo indicadores de morte celular (Hintzsche et al.,, 2017). Assim,
detectamos aumento da frequéncia de microndcleos e caridlise em células epiteliais
da mucosa oral de individuos com obesidade, fato que confirma a obesidade como
uma patologia associada a instabilidade genémica e a morte celular prematura em
diferentes tecidos (tecido imune e epitelial).

Os principais destinos da célula com DNA néo reparado sdo a apoptose e a
senescéncia. Somado a instabilidade gendmica, demonstramos que as PBMC de
individuos portadores de obesidade apresentam aumento na frequéncia de células

em apoptose e, que, o plasma de individuos portadores de obesidade induz
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apoptose e imunosenescéncia em linfocitos previamente saudaveis. Neste contexto,
a apoptose é um mecanismo que permite uma rapida eliminacdo das células
disfuncionais pelos fagécitos sem estimular inflamag¢do. Por outro lado, a
senescéncia celular gera uma resposta inflamatéria que pode agir de maneira
paracrina e modular o fenétipo de outras células e, assim, ter impacto sistémico
(Childs et al., 2014).

A escolha do destino celular entre apoptose ou senescéncia pode ser
induzida por diversos fatores. Na maioria dos casos, a apoptose é uma resposta
induzida frente a um dano mais severo enquanto a senescéncia é induzida como
consequéncia de danos menos graves. Por exemplo, em baixas doses, o farmaco
doxorrubicina induz senescéncia e, em altas doses, induz apoptose em células de
cancer de mama e cardiomiécitos (Spallarossa et al., 2009, Altieri et al., 2012). De
maneira semelhante, o dano oxidativo via H202 e raios ultravioleta UVB provoca
apoptose em altas concentracdes e senescéncia em baixas concentracoes em
fibroblastos (Chen e Ames, 1994). No entanto, o tipo de célula também pode
determinar a resposta ao estresse, ou seja, diferentes tipos celulares podem optar
por desfechos diferentes perante 0 mesmo insulto (Childs et al., 2014).

As vias de sinalizacdo ativadas em resposta ao estresse celular também séo
determinantes do desfecho celular. Neste ambito, a principal proteina ativada em
resposta ao dano ao DNA é a proteina tumoral TP53, considerada uma via de
interseccéo entre o reparo de dano ao DNA, a apoptose e a senescéncia celular.
Surpreendentemente, nossos resultados apontam que as PBMC de individuos
portadores de obesidade apresentam menor sinalizacdo de TP53 em resposta a
estimulos estressores do que individuos eutroficos. Esses resultados sao contrarios
ao que tem sido descrito no tecido adiposo (Minamino et al., 2009) e ocorrem

mesmo na presenca de maior taxa de apoptose.
95



O nivel de ativacdo de TP53 € essencial para a escolha da célula entre a
inducdo de apoptose ou de senescéncia (Kracikova et al., 2013). Neste contexto, a
apoptose é ativada apenas quando a TP53 atinge seu limiar mais alto de fosforilacéo
(Mombach et al., 2014). Assim, sugerimos que as PBMC de individuos portadores de
obesidade que alcancaram o nivel mais alto de ativacdo da TP53 entraram em
apoptose, sendo que as células restantes, resistentes a apoptose, tiveram uma
ativacdo intermediaria de TP53, que permite dois destinos distintos: o reparo de
dano ao DNA e perpetuacéo do ciclo celular ou parada do ciclo celular e inducéo de
senescéncia. Esta hipotese € suportada ainda mais pelo fato de que, no ensaio de
MTT (capitulo 1), ndo observamos diminuicdo da viabilidade celular entre 24 e 120
horas de cultura das PBMC saudaveis incubadas com plasma de individuos
portadores de obesidade, mostrando que a morte celular (por apoptose) pode ter
sido uma resposta prematura ao insulto agudo inicial, e as células restantes na
cultura, resistentes a morte celular, reparam seu DNA ou entraram em senescéncia
(linfécitos TCD8*CD28).

Um importante alvo da proteina TP53 em resposta a insultos genotoxicos € o
gene CDKN1A (p21). A expressdo da proteina CDKNA1l (p21) € um regulador
negativo da apoptose dependente de TP53, possivelmente por inibir a caspase 3.
Sendo assim, a diminuicdo da expressédo ou degradacdo de CDKNAL1 (p21) resulta
em defeitos de replicacdo de DNA e pode induzir a morte celular (Gartel e
Radhakrishnan, 2005, Chen et al., 2015a). Neste estudo, corroborando com o
aumento de apoptose, demonstramos menor sinalizacdo da via TP53/CDKNAL
(P53/P21) em individuos portadores de obesidade. Neste contexto, um estudo prévio
demonstrou que células nocautes para H2AFX ndo sdo capazes de aumentar a
expressdo de CDKNAL (P21) mesmo na presenca de dano ao DNA. Assim, foi

elucidado que a H2AFX é fundamental para aumentar os niveis de CDKNA1 (P21), e
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gue, na sua auséncia, as células respondem ao dano ao DNA com morte celular
(Fragkos et al., 2009).

A apoptose é considerada um importante mecanismo associado ao
envelhecimento do sistema imune (Phelouzat et al., 1996). No decorrer do processo
do envelhecimento, as diferentes subpopulacdes de linfécitos T aumentam sua
sensibilidade a apoptose via receptor de morte e caspases 8 e 3 (Gupta, 2005).
Assim, o aumento da apoptose nas PBMC de individuos portadores de obesidade
sugere que a obesidade, assim como o envelhecimento, pode sensibilizar os
linfécitos T a apoptose precoce. Ainda, durante a obesidade, ocorre aumento de
moléculas indutoras de morte celular no plasma de individuos com obesidade, como
o TNF-a. Estas moléculas podem induzir apoptose nos linfocitos e,
consequentemente, linfopenia e imunodeficiéncia prematura, gerando um fendtipo
imunologico semelhante ao observado durante o envelhecimento. Neste ambito,
uma limitacdo do nosso trabalho é a auséncia de valores de contagem total absoluta
das diversas subpopulacfes de linfécitos T e B para avaliar se ha uma correlacéo
inversa entre 0 aumento de apoptose e a diminuicdo absoluta de subtipos de
linfécitos na obesidade.

Além da inducdo de apoptose, observamos que o plasma de individuos
portadores de obesidade € capaz de modular o fenétipo de PBMC previamente
saudaveis, induzindo aumento da frequéncia de linfocitos senescentes apds cinco
dias (120 horas) de cultura. A modulacdo fenotipica que ocorre nos linfocitos
senescentes é a perda da expresséo da proteina CD28, a qual diminui cerca de 20 a
30% durante o envelhecimento e ocorre de maneira mais acelerada entre os
linfécitos T CD8* do que entre os linfocitos T CD4*, possivelmente devido a maior

proliferacdo dos linfocitos citotoxicos (Pinti et al., 2016). Assim como o esperado,
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neste trabalho a perda da expressdo da molécula CD28 foi mais acentuada nos
linfécitos T CD8*.

A perda da expressdo de CD28 na membrana dos linfécitos T pode ser
induzida por dois mecanismos. O principal deles é a intensa proliferacdo celular
devido a ativacéo do receptor de células T (TCR) induzida por estimulos antigénicos
ao longo da vida. Por outro lado, a presenca de citocinas como IL-2, IL-17, interferon
do tipo | e TNF-a podem levar a reducdo na expressao de CD28 através da ativacao
da via de estresse p38 MAPK e através da regulacdo negativa da enzima telomerase
(Pinti et al., 2016). Sendo assim, condi¢des inflamatérias como a obesidade podem
acelerar a inducdo de imunossenescéncia em linfécitos, assim como demonstramos
in vitro.

O aumento da proporcédo de células T CD8*CD28" tem sido relacionado com
uma menor resposta imune apds a imunizacdo, com um maior risco de mortalidade e
expectativa de vida e de saude reduzida (Bauer e Fuente Mde, 2016). Corroborando
com estes dados, a obesidade apresenta sinais clinicos de imunossenescéncia
prematura, possuindo também resposta imunolégica comprometida frente a
infeccdes e vacinacdo (Sheridan et al., 2012, Huttunen e Syrjanen, 2013). Somado a
iSso, um estudo com criangas mexicanas constatou que criangas com sobrepeso
possuem maior frequéncia de linfécitos TCD8* senescentes (CD8*CD28") e criancas
obesas possuem maior frequéncia de linfécitos TCD4* senescentes (CD4+CD28°) do
gue criancas com peso normal (Spielmann et al., 2014).

Trabalhos experimentais com camundongos também d&o suporte a nossa
hipotese de imunossenescéncia presente na obesidade. Animais obesos
apresentaram sinais de estresse oxidativo exacerbado e imunossenescéncia em
células do sistema imune do bago, com diminuigéo da proliferagéo de linfocitos em

resposta ao mitdgeno Concanavalina A e reduzida atividade das células assassinas
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naturais (NK) (Gheorghe et al., 2017). Além disso, camundongos alimentados com
dieta rica em gordura apresentam células T com fenoétipo associado a senescéncia e
responsaveis pela resisténcia a insulina através da secrecao de osteopontina (OPN)
(Shirakawa et al., 2016). Entretanto, outras alteracdes encontradas no sistema
imune de camundongos obesos foram a quimiotaxia diminuida de macréfagos e
linfocitos, fagocitose diminuida de macréfagos, menor proliferacdo de linfocitos e
menor secrecdo de IL-6, IL-2, IL-10, IL-18 e TNF-a (Hunsche et al., 2016), dados
diferentes dos encontrados neste trabalho. Ainda, a restricdo calérica € capaz de
diminuir a senescéncia celular e aumentar a expectativa de vida e longevidade dos
individuos (Fontana et al., 2010, Wang et al., 2010).

De acordo com a literatura, a perda da expressdo de CD28 é acompanhada
de telébmeros encurtados, diminuicdo da atividade da enzima telomerase, aumento
da expressdo de CDKN1A e CDKNZ2A e resisténcia a apoptose. Corroborando com o
aumento de linfécitos TCD8*CD28 in vitro, resultados do nosso grupo de pesquisa
mostraram que PBMC de individuos com obesidade sofrem repressdo epigenética
da subunidade TERT da telomerase (Pierdond et al., manuscrito em preparacéo) e
possuem teldmeros encurtados (Grun et al., manuscrito submetido a publicacéo).

A proteina CDKN2A (p16) é um importante marcador de senescéncia, sendo
que sua expressao é muito baixa ou indetectavel em células normais, mas torna-se
prontamente detectavel ap6s a inducdo de senescéncia por uma variedade de
estimulos. Neste contexto, alguns autores sugerem que a sinalizacdo via
TP53/CDKN1A (P53/P21) inicia a senescéncia, enquanto a sinalizacdo de CDKN2A
(p16) € necesséria para a manutencdo do fendtipo senescente (Beausejour et al.,
2003). No entanto, apesar de termos observado aumento de células T CD8*CD28"
nas PBMC incubadas com plasma de individuos com obesidade, ndo foi possivel

detectar a expressdao de CDKN2A (pl16) através de PCR em tempo real nestas
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células (dado ndo mostrado). Ainda, quando avaliamos a expressdo de CDKN2A nas
PBMC dos proprios individuos portadores de obesidade, demonstramos que nao foi
possivel detectar sua expressao nas PBMC ex vivo, mas foi possivel detecta-la apds
120 horas de cultura, quando ativadas com PMA+IONO, sem diferenca significativa
na sua expressao entre individuos com obesidade e controles eutroficos.

Além de caracteristicas de imunossenescéncia em linfécitos, o plasma de
individuos portadores de obesidade induziu aumento de expressdo da enzima [3-
galactosidase em macrofagos diferenciados a partir da linhagem celular U-937. A B-
galactosidase € um importante marcador de senescéncia, fortemente correlacionado
a expressao de outros marcadores, como a expressao de CDKN1A e CDKN2A. No
entanto, nos macréfagos, a B-galactosidase pode ter sua expressdo aumentada nao
apenas durante a senescéncia, mas também em resposta a estimulos
imunomoduladores e na presenca de células apoptoticas (Hall et al., 2017). Neste
sentido, nossos resultados mostraram aumento de [(-galactosidase sem aumento
concomitante da area nuclear e da expressdo de CDKN1A e CDKNZ2A, sugerindo
que o aumento de [-galactosidase ocorreu como consequéncia de estimulos
imunomoduladores presentes no plasma de individuos com obesidade. Assim, a
inducdo de macréfagos associados a senescéncia (SAM), que expressem
marcadores como a [-galactosidase, pode representar um tipo especifico de
ativacao ou diferenciacdo de macrofagos em resposta a certos estimulos fisiolégicos
ou patologicos e ndo necessariamente senescéncia (Hall et al., 2017).

O acumulo de SAM pode ser uma manifestacdo da resposta imune inata que
leva a inflamacédo sistémica estéril crbnica tipica de organismos idosos. Neste
contexto, os macrofagos, independentemente de sua condicdo de senescentes ou
patologicamente ativados, sdo células chaves na inducdo e manutencdo da

inflamacéo, sendo que o termo macroph-aging € utilizado para descrever o efeito da
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ativacdo crénica dos macréfagos durante o envelhecimento, o qual contribui para o
inflamm-aging através da secrecdo desregulada de mediadores inflamatorios
(Prattichizzo et al., 2016). Assim, a ativacdo de macréfagos que ocorre durante a
obesidade é referida como ativacdo metabdlica. Os principais ativadores de
macrofagos durante a obesidade sdo os acidos graxos saturados, que servem como
ligantes do receptor semelhante a Toll (TLR)-4, induzindo mudancas inflamatorios
nos mondcitos/macréfagos através da ativacdo de NFxB (Castro, 2012). Embora nao
tenhamos quantificado a expressdo de membros da familia TLR a nivel proteico ou
de expressao génica, nossas analises de bioinforméatica demonstram que a via de
sinalizagéo por TLR4 aparece enriquecida em multiplas bases de dados, salientando
a importancia da via Toll no estabelecimento do perfil de expressao inflamatéria dos
monaocitos durante a obesidade (Pierdona et al., manuscrito em preparacao).

Além disso, estudo recente conduzido por Hall e colaboradores (2016)
demonstrou que fibroblastos senescentes podem propagar o fenétipo senescente
para as células do sistema imune. Este fato foi evidenciado através da inoculacéo de
células senescentes ligadas a microesferas de alginato em camundongos que
expressam a proteina luciferase sob promotor do gene CDKN2A (p16). As células
senescentes inoculadas promoveram quimioatracdo de células imunes,
principalmente macrofagos, através da secrecdo de mediadores solaveis. Mais
importante, estes fatores secretados induziram a expressdao de marcadores
associados a senescéncia nos macrofagos: CDKN2A (pl16) e B-galactosidase. Estes
dados evidenciam que células senescentes podem induzir senescéncia em células
imunologicas de maneira paracrina (Hall et al., 2016) e apoiam nossa hipotese de
gue os mediadores inflamatérios secretados pelas células senescentes no tecido
adiposo presentes na obesidade, principalmente adipécitos, podem refletir no

plasma e amplificar a indugdo de senescéncia em células do sistema imune,
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principalmente nos linfécitos e macréfagos. Além disso, é provavel que mudancas
exdgenas no microambiente em combinacdo com a inflamacdo crénica de baixo
grau observada no plasma de individuos portadores de obesidade modulem
programas de ativacdo de macrofagos e suas respostas aos estimulos (Oishi e
Manabe, 2016).

Neste contexto, os macrofagos incubados com plasma de individuos
portadores de obesidade apresentaram maior taxa de fagocitose, evidenciando a
capacidade do plasma de individuos com obesidade de modular a resposta de
macrofagos aos estimulos. No entanto, dados da literatura apontam que tanto
durante a imunossenescéncia quanto durante a obesidade (Oishi e Manabe, 2016)
ocorre diminuicdo da atividade fagocitica dos fagocitos mononucleares. Neste
contexto, macrofagos de camundongos obesos possuem capacidade diminuida de
fagocitar células apoptéticas, sugerindo o impacto da disfuncdo metabdlica durante a
obesidade sobre a funcionalidade do sistema imune (Li et al., 2009).

Assim, um importante ponto a ser discutido, considerando as alteracdes
observadas nos linfécitos e macréfagos em relacdo ao seu envelhecimento
prematuro durante a obesidade, € que a imunossenescéncia nao é um termo com o
mesmo significado que o conceito de biologia celular de "senescéncia replicativa”,
pelo qual as células somaticas humanas, como os fibroblastos, atingem a parada do
ciclo celular ap6és um numero finito de divisbes celulares (Hayflick e Moorhead,
1961). De acordo com Pawelec (2017), o termo imunosenescéncia representa um
conjunto de parametros que sdo diferencialmente expressos entre células do
sistema imune de individuos jovens e idosos e que tenham sido associados a uma
situacao clinica compativel, como mortalidade, fragilidade, ma resposta a vacinacao

ou as infecgoes.
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A via de sinalizagdo da extracellular signal-regulated kinase (Erk)/mitogen-
activated protein kinase (MAPK) medeia o efeito dos fatores de crescimento na
regulacdo da progressédo do ciclo celular, da proliferacdo e diferenciacdo celular
(Chang et al., 2003). Neste contexto, demonstramos que PBMC de individuos com
obesidade apresentam maior sinalizacdo de ERK1/2 ex vivo. No entanto, apds o
estimulo mitogénico, ocorre menor sinalizacdo desta proteina em PBMC de
individuos portadores de obesidade. Estes dados sugerem que as PBMC desses
individuos possuem uma capacidade proliferativa desregulada. Ainda, um estudo
prévio mostrou que células incapazes de sinalizar via MAPK/ERK1/2 possuem
reducdo na capacidade proliferativa, parada de ciclo celular em G1, aumento de
apoptose, encurtamento de telémeros e instabilidade gendmica (Chen et al., 2015b).

Juntamente com a instabilidade genémica e a senescéncia celular, a
disfuncdo mitocondrial € um importante marcador do envelhecimento (Lopez-Otin et
al., 2013). Nas mitocéndrias funcionais, a captacao de oxigénio, a producéo de ATP,
o potencial de membrana e a geracdo de ROS estdo regulados de forma rigorosa
para manter a homeostase redox (Brand, 2016). Por outro lado, estudos recentes
tem relatado que as células senescentes possuem disfuncdo mitocondrial, elevada
producdo de ROS, aumento na ativacdo de p38 MAPK e mudancas no metabolismo
energético (Pinti et al.,, 2016). A importancia da mitocéndria como organela e
associada a senescéncia celular pode ser ilustrada por trabalho recentemente
publicado que mostra que células sem mitocbndrias ndo entram em senescéncia
(Correia-Melo et al., 2016).

Nesse sentido, a sobrecarga metabdlica que ocorre na obesidade esta
associada ao desacoplamento da respiracdo mitocondrial, a funcdo prejudicada da
CTE e ao aumento na producdo de ROS (Schafer et al., 2017). Corroboramos estes

dados mostrando que PBMC expostas por 4 horas ao plasma de individuos com
103



obesidade apresentam diminuicdo no consumo basal de oxigénio e no consumo de
oxigénio relacionado a producdo de ATP, sugerindo defeitos na fosforilacdo
oxidativa e no metabolismo energético. Além disso, quando incubamos os
macrofagos por 4 horas com plasma de individuos com obesidade e SM e avaliamos
a massa e potencial de membrana mitocondrial apés 120 horas de cultura,
observamos uma reducdo na massa mitocondrial destes macrofagos. Nossa
hipotese é de que apés 4 horas de insulto com plasma de individuos com obesidade
ocorre disfuncdo mitocondrial relacionada a producdo de ATP com consequente
morte celular, principalmente apoptose. Apds o insulto, as células que sobreviverem
(resistentes a apoptose) conseguem eliminar as mitocondrias danificadas e se
adaptam a esta nova condi¢cdo, sobrevivendo. Apesar dos efeitos negativos do
plasma sobre a funcdo mitocondrial, ndo houve diferenca na producdo de ROS em
macrofagos, avaliada pelo DCF-DA, e PBMC, estimada pelo consumo de oxigénio
extramitocondrial, expostos ao plasma de individuos com obesidade. Estes dados
sugerem que a disfuncdo mitocondrial, independente da producdo de ROS, pode
estar relacionada, juntamente com a instabilidade genémica, com o aumento de
apoptose e senescéncia durante a obesidade e presente nas células do sistema
imune.

Ainda ndo é totalmente elucidado como a disfuncdo da CTE pode induzir
senescéncia celular. Algumas hip6teses apontam que as ROS elevadas na
mitocondria afetariam a funcdo da CTE, que, por sua vez, produziria mais ROS,
gerando dano oxidativo ao DNA e, consequentemente, 0 aumento de senescéncia.
Por outro lado, a ineficiéncia da fosforilagcdo oxidativa com producédo adequada de
ATP induziria um déficit energético que poderia afetar a homeostase celular e a
funcdo dos orgdos (Brand e Nicholls, 2011). Varios estudos tem mostrado que a

inibicdo dos complexos | (Miwa et al., 2014), 1l (Yoon et al., 2003), Il (Stockl et al.,
104



2006) da CTE é capaz de induzir senescéncia celular. Neste contexto,
recentemente, um importante estudo demonstrou que o aumento da razdo ADP/ATP
pela disfuncdo mitocondrial ativa a AMPK, que por sua vez, pode induzir apoptose
ou senescéncia através da ativacdo de p53 ou de p16 (Wiley et al., 2016).

A disfuncé@o mitocondrial induz e mantém o estado senescente, enquanto que a
senescéncia, por sua vez, contribui para a inducdo de disfuncdo mitocondrial
(Passos et al.,, 2010). Assim, as mitocondrias disfuncionais presentes em células
senescentes produziriam niveis aumentados de ROS que agravariam o dano ao
DNA e a DRR, contribuindo para o desenvolvimento e a estabilizacdo da
senescéncia (Passos et al., 2010). Ainda, as mitocondrias disfuncionais liberam
varias formas de sinais de perigo como os padrdes moleculares associados ao
perigo, coletivamente denominados DAMP, especialmente fragmentos de DNA
mitocondrial (MtDNA), que sdo reconhecidos pelos receptores intracelulares de
dominios de oligomerizacdo de nucleotideos semelhantes a NOD, especialmente o
NLRP3 (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing proteins 3),
ativando mecanismos pro-inflamatorios (Salminen et al., 2012). Assim, a disfuncéo
mitocondrial e a expressdo do SASP sdo consequéncias da senescéncia, indutoras
da senescéncia paracrina e determinantes da estabilizacdo do estado senescente
(Schafer et al., 2017).

Finalmente, as PBMC de individuos portadores de obesidade apresentam um
fendtipo inflamatério em resposta a mitdbgenos inespecificos, bem como o plasma
destes individuos modula células previamente saudaveis a um fenadtipo inflamatario,
evidenciado pela secrecdo de citocinas inflamatorias e ativacdo de
monaocitos/macroéfagos. Corroborando com nossos dados, estudo prévio mostrou que
PBMC de individuos portadores de obesidade produzem maiores quantidades de

TNF-a em resposta ao estimulo de lipopolissacarideo (LPS) e de IFN-y e IL-2 em
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reposta ao estimulo com PMA (Dicker et al., 2013). O aumento da secre¢do de
mediadores inflamatorios durante a obesidade pode ser explicado por varias razdes.

Nos individuos portadores de obesidade, um dos principais indutores do
fendtipo inflamatorio € a leptina. A leptina € uma adipocina aumentada na circulacéo
de individuos portadores de obesidade e esta envolvida na regulacdo da funcédo de
linfécitos e mondcitos (Myers et al., 2010). A sinalizagdo de leptina induz a ativagédo
das MAPK p38, pERK, e STAT3 nas células do sistema imune. Essa sinalizacéo se
traduz na secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-6, da enzima oOxido
nitrico sintase (NOS) e de ROS. Esse conjunto de mediadores pode, por sua vez,
induzir ou perpetuar o fenotipo inflamatorio e senescente (Franceschi e Campisi,
2014). Além disso, o aumento de morte celular com liberacdo de DAMP também
pode favorecer o processo inflamatério no contexto da obesidade. Assim, se as
células apoptéticas ndo forem adequadamente fagocitadas e removidas dos tecidos,
podem ser submetidas a necrose secundaria, levando a liberacdo de moléculas que
atuam como DAMP ou autoantigenos, ativando as células imunes a produzir
mediadores inflamatérios (Oishi e Manabe, 2016).

O aumento de senescéncia em linfécitos também contribui para a secrecéo de
mediadores inflamatorios. Por exemplo, os linfécitos T CD8*CD28-, caracterizadas
pelo seu estado imunossenescente, produzem grandes quantidades de INF-y, TNF-
a, IL-6 e IL-1 (Bauer e Fuente Mde, 2016). Além disso, varios estudos tem relatado
que os macrofagos sofrem mudancas drasticas durante a obesidade, adotando um
fendtipo inflamatoério, principalmente no tecido adiposo, secretando citocinas como
TNF-a e IL-1B.

Surpreendentemente, além do aumento das citocinas inflamatorios,
observamos aumento da secrecdo de TGF-B pelas PBMC de individuos com

obesidade em 24 horas. Quando cultivamos PBMC de individuos portadores de
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obesidade, observamos um maior numero de células em apoptose. Ha evidencias de
que a fagocitose de corpos apoptoticos pelos mondécitos pode resultar em secrecao
de citocinas anti-inflamatérias. Assim, um trabalho prévio mostrou que a co-cultura
de células apoptoticas com macrofagos resultou em producdo de TGF-B e IL-10
(Fadok et al., 1998, Huynh et al., 2002). Na nossa cultura, com o tempo, houve
supressdo do TGF-B, possivelmente refletido pelo aumento da secrecdo das
citocinas inflamatorias.

A inflamacé&o cronica durante a obesidade € uma condicdo prolongada onde
lesBes aos tecidos e tentativas de reparo acontecem simultaneamente, ocasionando
remodelacdo tecidual como aumento de fibrose e, consequentemente, disfuncéo
progressiva. Neste contexto, a gravidade da remodelacdo tecidual determina o
prognéstico de doencas consideradas comorbidades da obesidade, como doencas
cardiovasculares. Assim, a secrecdo de mediadores inflamatdrios por células
imunossenescente ou imunologicamente ativadas impactam na funcdo de tecidos
metabdlicos como o tecido adiposo, o tecido muscular, o tecido hepatico e o tecido
cardiovascular, podendo contribuir para o desenvolvimento de doencas cronicas
associadas ao envelhecimento (Schafer et al., 2017). Além disso, as citocinas
inflamatérias, principalmente a IL-6, sdo fortes preditores de mortalidade (Franceschi
e Campisi, 2014). Um estudo anterior, realizado com individuos idosos na Suica
descreveu que o indice de mortalidade nos participantes do estudo foi fracamente
associado a parametros imunoldgicos como porcentagem de linfocitos T CD8*CD28~
, mas foi fortemente associado aos niveis de IL-6 circulantes no sangue periférico
(Wikby et al., 2005).

A nivel celular, a inflamag&o contribui com o envelhecimento e diminui o
potencial regenerativo dos tecidos. Vias de sinalizagéo inflamatorias sao integradas

com vias de sinalizacdo de nutrientes como p38 MAPK, TGF-B e mTOR, que, por
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sua vez, controlam a fung¢do mitocondrial e producdo de radicais livres. Assim, 0s
mediadores inflamatorios podem ser importantes estressores da mitocondria e
induzir morte celular e senescéncia (Jurk et al., 2014) . Ainda, o acimulo prematuro
de células senescentes aumenta a sinalizacao inflamatéria e oxidativa, induzindo
dano ao DNA e disfuncédo mitocondrial de maneira paracrina em células adjacentes
em diferentes tecidos, criando um ciclo vicioso. Neste contexto, a inflamacgéo crénica
na obesidade pode ser responsavel pela inducdo de um envelhecimento sistémico
prematuro (Nelson et al., 2012, Acosta et al., 2013).

Quando se discutem alteracdes relacionadas a obesidade, um importante
fator a ser considerado é a grande heterogeneidade entre os individuos. Por
exemplo, diferentes niveis na relacdo entre os indices de gordura visceral e
subcutéanea podem ter impactos distintos sobre parametros moleculares e celulares.
Para determinar a presenca de obesidade nos individuos, diferentes métodos foram
desenvolvidos, incluindo a antropometria, a analise de bioimpedéancia, a
densitometria e métodos baseados em imagens (Reilly e Saltiel, 2017). No entanto,
mesmo que o IMC seja uma ferramenta imprecisa, € 0 método mais comumente
usado para diagnosticar a obesidade e foi 0 método utilizado neste estudo. O IMC
identifica o sobrepeso e a obesidade com base no peso do individuo expresso em
quilogramas e dividido pela altura quadrada em metros. Assim, uma grande limitagao
desse método de classificacdo € que ndo se obtém dados relacionados a
porcentagem total de gordura de cada individuo e aos indices de gordura
subcutanea e visceral.

Neste contexto, a presenca de tecido adiposo visceral possui maior impacto
negativo sobre a homeostase do organismo nos individuos portadores de obesidade.
Embora os desfechos clinicos associados a obesidade sejam diversos, o nimero e a

gravidade dessas complicacfes dependem do excesso de gordura em depositos
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internos, como o tecido adiposo visceral abdominal, e dentro e entorno de tecidos
normalmente magros, como o coracéao, figado e rins (Reilly e Saltiel, 2017). Neste
contexto, o tecido adiposo visceral possui grande quantidade de células do sistema
imune infiltradas, como os macrofagos. Estes macréfagos possuem importante papel
na eliminacdo de adipocitos mortos do tecido adiposo e exercem forte impacto no
metabolismo sistémico. Assim, a inflamacédo gerada no tecido adiposo modula a
funcdo dos adipdcitos localmente e induz uma disfuncdo metabdlica sistémica que
pode gerar comorbidades e agravar o fenétipo de envelhecimento dos individuos
com obesidade (Castro, 2012).

Quando avaliamos o impacto do plasma de individuos com obesidade sem
comorbidades e de individuos com obesidade com SM, constatamos que nao houve
diferencas sobre parametros de viabilidade, B-galactosidase, producdo de espécies
reativas e fagocitose nos macréfagos, sugerindo que a obesidade per se possui
alteracbes que agravam a condicdo de saude do individuo. Corroborando com estes
dados, estudo prévio demonstrou que PBMC de individuos com obesidade possuem
regulacdo positiva da expressdo de genes de adipocinas inflamatorias, tanto em

obesos normoglicémicos com em obesos diabéticos (Catalan et al., 2015).
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1.2 CONCLUSOES

Os dados obtidos nesta tese apoiam a hip6tese de que a obesidade € uma
patologia associada com a imunossenescéncia sistémica prematura. Conseguimos,
através de um modelo de cultura celular de PBMC suplementadas in vitro com
plasma de individuos portadores de obesidade induzir alteracbes associadas a
parametros de inflamacéo e senescéncia, semelhantes a aqueles observados em
células de obesos ex vivo. As principais alteracdes que o plasma de individuos
portadores de obesidade causou em PBMC previamente saudaveis foram a
diminuicdo da viabilidade e o aumento da apoptose, a sinalizacdo de DDR através
de H2AFX diminuida, disfuncao mitocondrial basal e em relacéo a producédo de ATP,
aumento de células senescentes T CD8*CD28" e aumento do perfil de secrecédo de
citocinas inflamatérias. Somado a isso, o plasma de individuos portadores de
obesidade também induziu a expressdo de [B-galactosidase em macrofagos sem
comprometer sua funcionalidade e sem aumentar a producdo de ROS. Finalmente,
confirmamos a DDR comprometida e a instabilidade gen6mica em individuos
portadores de obesidade, bem como a secrecdo aumentada de mediadores
inflamatérios.

Nossos resultados sustentam a hipétese da obesidade como uma patologia
sistémica e dindmica do individuo associada a imunossenescéncia. Nesse contexto
a liberacdo de indutores que sédo reconhecidos por sensores celulares induzem
cascatas de sinalizacdo e mediadores que agem em diferentes tecidos e situam a
obesidade em niveis mais proximos ao envelhecimento e ao desenvolvimento de

processos neoplasicos.
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1.3 PERSPECTIVAS

1.

2.

Complementar o capitulo Il com a analise do fenétipo secretor inflamatorio

dos macrofagos ativados (CBA);

Complementar o capitulo Il com analises de imunossenescéncia nas PBMC
de individuos portadores de obesidade, avaliando a porcentagem de linfocitos
T negativos para CD28 e positivos para PD-1, a secrecdo de IL-6 pelos
linfécitos T CD8*CD28PD-1*, a fosforilagdo de H2AFX na cinética de reparo
de dano ao DNA, dados complementares associados a sinalizacdo por
apoptose como caspase 3, PUMA, BAX e BCL-2, fun¢cdo mitocondrial e niveis
de producdo de ATP, quantificacdo de mondcitos classicos (CD14**CD16"),
mondcitos ndo-classicos (CD14*CD16**) e intermediarios (CD14**CD16") e

de migracao, fagocitose e NADPH oxidase em mondcitos;

Realizar experimentos de perda e ganho de funcdo do gene H2AFX para

determinar a real contribuicdo de H2AFX no contexto da obesidade.
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