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RESUMO

Introducao: Nas ultimas décadas tem sido descrita a participacdo de mediadores inflamatérios
no remodelamento do tecido adiposo, decorrente tanto da obesidade como do emagrecimento.
Paradoxalmente, tanto a baixa quanto a alta disponibilidade de nutrientes induz uma resposta
inflamatoria no tecido adiposo branco (WAT) que favorece o aumento ou a reducdo da
adiposidade. O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina que esta aumentada no WAT
tanto no contexto da obesidade como sob o estimulo do jejum. Consistentemente, trabalhos in
vitro demonstram que essa citocina participa do estimulo lipolitico. Adicionalmente, a
sinalizacdo do TNF em adipdcitos estimula a secre¢do da interleucina 18 (IL-18), citocina que
também participa da regulacdo lipolitica. Todavia, ainda ¢ desconhecido o papel in vivo de
ambas as citocinas na reducdo da massa adiposa induzida pela restricdo alimentar. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a participagdo do TNF e da IL-18 no remodelamento do tecido
adiposo induzido pela baixa disponibilidade de nutrientes em modelos animais e em humanos.
Métodos: Foram realizadas cinco abordagens experimentais. Incialmente, utilizamos
camundongos machos C57/Bl6, wild-type (WT), knockout para o receptor 1 do TNF (TNFR1*
) € knockout para a IL-18 (IL-187") submetidos ou ndo (controle) ao jejum de 24 ou 48h para
avaliagdo da morfometria, metabolismo e inflamacdo do tecido adiposo epididmal (eWAT) e
subcutaneo (iWAT). Como forma de mimetizar a resposta ao jejum, camundongos WT e
TNFR1 foram tratados com CL316,243, um agonista seletivo do receptor adrenérgico 3, ou
PBS e apos 24h foram eutanasiados e avaliados. Realizamos a andlise ex-vivo de por¢des do
eWAT e iWAT de camundongos que foram condicionados em meio de cultura, tratados com
um anticorpo inibidor do TNF, Infliximab, por 24h e estimulados por 90 minutos com
CL316,243. Camundongos também foram tratados com Infliximab ou PBS e submetidos ou
ndo (controle) ao jejum de 48h. Em uma abordagem mais translacional, analisamos a expressao
dos genes para o TNFR1, ATGL, HSL, adiponectina, leptina e IL-18 no tecido adiposo omental
(oWAT) e tecido adiposo subcutaneo (sWAT) de pacientes com obesidade grave. A expressao
desses genes foi correlacionada com dados antropométricos e metabdlicos antes € um ano apos
a cirurgia bariatrica. Resultados: Camundongos WT submetidos ao jejum de 24h apresentaram
redugdo de adiposidade ao passo que os TNFR1” sdo resistentes a perda do tecido adiposo
mesmo quando em jejum prolongado de 48h. A nao responsividade dos camundongos TNFR 1"
Iparece ser decorrente da menor expressido de lipases e citocinas no WAT. Camundongos
TNFR17- sdo também resistentes a redugdo de adiposidade induzida pelo CL316,243. Além
disso, camundongos tratados com infliximab, e submetidos ao jejum de 48h sdo resistentes a
perda de adiposidade e apresentam menor niumero de macrofagos residentes no iWAT.
Diferente do TNF, a IL-18 parece ndo participar da redu¢do de adiposidade induzida pelo jejum
ou cirurgia baridtrica uma vez que camundongos IL-18" respondem ao jejum de forma similar
aos animais WT. Além disso, a expressao da IL-18 no oWAT ou sWAT ndo se correlacionou
com a perda de peso e gordura corporal um ano apods a cirurgia bariatrica. Conclusio:
Identificamos um efeito citocina-especifico na regulagdo da perda de adiposidade induzida pelo
jejum TNF exerce papel chave no remodelamento do tecido adiposo, ao passo que a IL-18
parece nao exercer papel significativo.

Palavras-chave: Jejum, remodelamento do tecido adiposo, cirurgia bariatrica, TNF, IL-18.



ABSTRACT

Introduction: The role of inflammatory mediators in adipose tissue remodeling resulting from
both obesity and weight loss has been described in the literature. Paradoxically, both low and
high nutrient availability induce an inflammatory response in white adipose tissue (WAT),
which favors an increase or reduction in adiposity. Tumor necrosis factor (TNF) is a cytokine
that increases in WAT both in the context of obesity and under the stimulus of fasting. In vitro
studies have consistently demonstrated that this cytokine participates in lipolytic stimulation.
Additionally, TNF signaling in adipocytes stimulates the secretion of interleukin 18 (IL-18), a
cytokine that participates in lipolytic regulation. However, the role of both cytokines in
adiposity reduction induced by dietary restriction remains unknown. The objective of the
present study was to evaluate the participation of TNF and IL-18 in adipose tissue remodeling
induced by low nutrient availability in animal models and humans. Methods: This work
included 5 five experimentais approaches. Initially, we used C57/Bl6 male mice, wild-type
(WT), knockout of TNF receptor 1 (TNFR17), and knockout of IL-18 (IL-187") subjected or
not (control) to fasting for 24 or 48 h to evaluate the morphometry, metabolism, and
inflammation of epididymal adipose tissue (eWAT) and subcutaneous adipose tissue (iWAT).
To mimic the response to fasting, WT and TNFR1”- mice were treated with CL316,243, a
selective B3 adrenergic receptor agonist, or PBS and after 24h they were euthanized. We
performed an ex vivo evaluation in which portions of eWAT and iWAT from C57/Bl6 mice
were collected, conditioned in culture medium, treated with a TNF inhibitor antibody
(infliximab, for 24h and stimulated for 90 min with CL316,243. C57/B16 mice were also treated
with Infliximab or PBS and fasted for 48 h (control). In a more translational approach, we
analyzed the expression of TNFR1, ATGL, HSL, adiponectin, leptin, and IL-18 in omental
adipose tissue (0OWAT) and subcutaneous adipose tissue (sSWAT) of patients with severe
obesity. The expression of these genes was correlated with anthropometric and metabolic data
before and one year after bariatric surgery. Results: WT mice fasted for 24 h showed reduced
adiposity, whereas TNFR17- mice were resistant to fat pad loss, even after fasting for a
prolonged period of 48 h. The non-responsiveness of TNFR17- mice appears to be due to lower
expression of lipases and cytokines in WAT. TNFR 17~ mice were also resistant to CL316,243
induced adiposity reduction. Furthermore, mice treated with infliximab and fasted for 48 h were
resistant to adiposity loss and had a lower number of resident macrophages in the iWAT.
Interestingly, TNFR1 expression in the oWAT of obese patients was positively correlated with
weight loss (r=0. 5846) and adiposity (r=0.5352) one year after bariatric surgery. Unlike TNF,
IL-18 does not appear to participate in the adiposity loss induced by fasting or bariatric surgery,
since IL-187" mice respond to fasting in a similar way to WT animals. Furthermore, IL-18
expression in oWAT and sWAT was not correlated with weight and body fat loss one year after
bariatric surgery. Conclusion: We identified a cytokine-specific effect on the regulation of
adiposity loss induced by fasting or bariatric surgery, where TNF plays a key role in adipose
tissue remodeling, while IL-18 does not appear to play a significant role.

Keyword: Fasting, adipose tissue remodeling, bariatric surgery, TNF, IL-18.
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1 INTRODUCAO

O tecido adiposo branco (WAT) ¢ um o6rgdo que possui como fung¢do principal o
armazenamento € mobilizagdo de energia na forma triglicérides (SECOR et al.,2016). Nesse sentido,
o WAT remodela de acordo com o estado energético do organismo. Em situagdes de baixa
disponibilidade de energia, como o jejum e a restri¢do no consumo de calorias, 0 WAT reduz o seu
tamanho a fim de fornecer substrato de energético e proteger o organismo contra a hipoglicemia
(LAFONTAN; LANGIN, 2009). As baixas concentracdes da glicose no hipotalamo fazem com que
essa regido do cérebro aumente o tonus simpatico no WAT (SHI et al., 2001; BARTNESS et al.,
2014). Com isso, ocorre a liberagdo de noradrenalina que interage com o receptor beta3-adrenérgico
(B3-AR) e inicia uma cascata de sinaliza¢cdo que culmina na ativacao da lipolise. Assim, as enzimas,
lipase trigliceridea adiposa (ATGL) e lipase hormonio sensivel (HSL) sdo ativadas e os triglicerideos
(TG) nos adipdcitos sdo clivados em acidos graxos livres (FFA) e glicerol, que, por sua vez, serdo
utilizados como substrato energético por outros 6rgdos e tecidos, como musculos e figado
(FRUHBECK et al., 2014).

Nos ultimos anos, varios autores tém demostrado que existe uma resposta inflamatdria no
WAT que acompanha a reducdo do tecido adiposo em situagdes de baixa disponibilidade
energética. Como exemplo, o jejum de 24h aumenta a expressdo proteinas de fase aguda no tecido
adiposo inguinal (iWAT) de camundongos (ASTERHOLM et al., 2012). J& no tecido adiposo
epididimal (eWAT) o desafio do jejum aumenta o infiltrado de macrofagos (KOSTELI et al.,2010),
neutrofilos e os niveis de TNF, IL-6, IL-10 e TGF- (LACERDA et al., 2019). De forma interessante,
humanos submetidos a 10 dias de jejum também apresentam niveis séricos elevados de TNF, IL-6 ¢
IL-10, além de aumento no numero de macréfagos no tecido adiposo subcutaneo (FAZELI et
al.,2020). A mimetiza¢do simpatica da lip6lise por meio do agonista seletivo do B3-AR, CL316,243,
também induz a resposta inflamatdria no tecido adiposo de camundongos (MOTTILLO et al., 2007;
GRANNEMAN et al., 2005; FLACH et al., 2013). Condizente com esses dados, camundongos que
possuem resposta inflamatdria reduzida, quando sdo submetidos ao desafio do jejum, apresentam
comprometimento na reduc¢do da adiposidade (LACERDA et al., 2020). Curiosamente, camundongos
obesos submetidos a 24 horas de jejum também sdo resistentes a redugdo do tecido adiposo. Esses
animais ja apresentam a inflamagao cronica de baixa intensidade decorrente da obesidade, e por esse
motivo parecem nao ativar uma resposta inflamatoria adequada quando estimulados pelo jejum o que

compromete o remodelamento do tecido adiposo, um evento que nosso grupo de pesquisa tem

denominado de “inflexibilidade inflamatoria” da obesidade (LACERDA et al., 2019).
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O TNF ¢ uma citocina que se apresenta aumentada no WAT durante o jejum e est4 relacionada
a mobilizagdo de gordura decorrente da restrigdo alimentar consequente da cirurgia bariatrica
(JURETS et al., 2017). Ensaios in vitro iniciados na década de 90 ja demonstravam que o TNF
estimula a lipdlise. Nos adipdcitos, a sinalizacdo do TNF por meio do receptor transmembrana,
TNFRI1, ativa o fator nuclear-kB (NF-kB), que reduz a expressdao da lipoproteina lipase (LPL) e
aumenta a transcri¢ao dos genes de HSL e perilipina (GREEN et al., 1994; LAURENCIKIENE et al.,
2007; SETHI et al.,2000). Além disso, a sinalizagdo do TNF com seu receptor TNFR1 inibe o receptor
de adenosina acoplado a proteina inibitoria G (Gi), aumentando a producdo de AMP ciclico (cAMP)
e, consequentemente, a ativagdo da proteina quinase A (PKA), que culmina na ativagdo de ATGL e
HSL (BOTION et al., 2001; GASIC et al.,1999). Consistentemente, humanos tratados com doses
subclinicas de TNF apresentam maior mobiliza¢do de gordura (PLOMGAARD et al.,2008). Esses
dados corroboram com uma extensa literatura que indicam o TNF como uma citocina envolvida em
doengas que determinam alteragcdes no remodelamento do tecido adiposo, como a obesidade ¢ a
caquexia. Entretanto, ainda ¢ pouco conhecido o papel dessa citocina no controle do remodelamento
do WAT em situagdes de déficit energético.

Os inflamassomas s3o vias imunes inatas ativadas pelo TNF (BAUERNFEIND et al.,2016).
Ap0s ativagdo, o inflamassoma cliva a pro-IL-1f e a pro-IL-18 em IL-1f e IL-18. O papel da IL-18
¢ amplamente descrito em doengas autoimunes (IHIM et al., 2022). Contudo, sua participagdo na
biologia do tecido adiposo, em especial, na mobilizagdo de gordura ¢ pouco explorada. Animais
knockout para o receptor de IL-1P, com maior ativagdo do inflamassoma NLRP1 e aumento da
expressdo de IL-18, apresentam maior lipolise com consequente desenvolvimento de caquexia
(MURPHY et al.,2016). Além disso, o tratamento de pacientes com lipodistrofia com acipimox e
insulina, droga e hormonio que tém efeito antilipolitico, promove reducdo nas concentragdes
plasmaticas de IL-18 (LINDEGAARD et al., 2013). Nesse contexto, hd evidéncias de que a IL-18
também possa estar envolvida na regulacdo da via lipolitica. Entretanto, ¢ desconhecida sua
participag@o no remodelamento do tecido adiposo decorrente da baixa disponibilidade de nutrientes,
como ocorre no jejum ou cirurgia bariatrica.

Existe uma vasta literatura que demonstra o envolvimento de cé¢lulas imunoldgicas e citocinas
do WAT em doengas como a obesidade e a caquexia (GREGOR et al., 2011; REILLY et al., 2017,
PATEL etal., 2017). Mais recentemente, o sistema imunologico também tem sido identificado como
um importante modulador das fungdes basicas do WAT, principalmente em situagdes de baixa

disponibilidade energética (ASTERHOLM et al., 2012; FLACH et al., 2013; KOSTELI et al., 2010;
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LACERDA et al., 2019, 2020). Entretanto, ainda sdo incipientes os dados que demonstram quais
citocinas e como essas citocinas modulam a fisiologia do tecido adiposo e, principalmente, seu
remodelamento. Nesse sentido, no presente trabalho buscamos investigar o papel do TNF e da IL-18
no remodelamento do tecido adiposo induzido pela baixa disponibilidade de nutrientes, tanto em

modelos animais como em humanos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TECIDO ADIPOSO

Os seres vivos possuem a habilidade de se adaptarem a alteracdes causadas pelo ambiente,
como a disponibilidade de nutrientes. O tecido adiposo branco (WAT) ¢ um dos 6rgdos essenciais
nesse contexto, uma vez que ele atua na manutencdo da homeostase energética por meio do
armazenamento ¢ da mobilizacdo de energia na forma de triglicérides (TG) (CHOUCHANI;
KAJIMURA, 2019). Anatomicamente esse orgdo ¢ dividido em WAT subcutaneo (sWAT),
localizado principalmente abaixo da derme e WAT visceral (VWAT) que esta concentrado na
cavidade abdominal, em torno dos drgdos (CHOE et al.,, 2016). As populagdes celulares que
compdem o WAT sdo basicamente divididas em adipdcitos e a fragdo do estroma vascular. Na
organizac¢do funcional do tecido adiposo, os adipdcitos sdo considerados as células principais desse
orgdo (MEIZLISH et al., 2021) uma vez que sdo especializadas em armazenar gordura por meio de
uma Unica gota lipidica que ocupa cerca de 90% da sua area. Além disso, fornecem substrato
energético por meio da acdo das enzimas lipase trigliceridica adiposa (ATGL) e lipase hormdnio
sensivel (HSL) (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019). A fra¢dao do estroma vascular, por sua vez, ¢
considerada um grupo de células que possui a fungdo de suporte no tecido adiposo. Ou seja, essas
células ndo sdo capazes de fornecer ou armazenar energia e sim facilitar a “performance” dos
adipocitos (MEIZLISH et al., 2021). A fracao do estroma vascular ¢ composta por uma variedade de
células compreendendo a microvasculatura do tecido adiposo e células imunologicas. As células
imunoldgicas incluem principalmente macréfagos, linfocitos T e B, células linfoides inatas,
mastocitos, eosinodfilos, neutréfilos e células dendriticas (MASSIER et al., 2023). Além dessas
células, o estroma € constituido também por células endoteliais, fibroblastos e pré-adipocitos (CHOE
et al., 2016).

O advento da técnica de single-cell e da bioinformética permitiu a ciéncia avangar no
conhecimento da real composicao celular dos 6rgdos e tecidos (WANG et al.,2010). Nesse sentido,
MASSIER e colaboradores (2023) realizaram uma metanalise com a criacdo de um “meta-map”
celular do tecido adiposo. Os autores analisaram os 10 mais recentes trabalhos de single cell realizado
em amostras de VWAT e sWAT e identificaram a composi¢cdo das células do tecido adiposo de
humanos e camundongos. Os adipdcitos e células imunolodgicas estdo presentes no WAT em uma
razdo de 1:1, constituindo juntos 40% das células totais do tecido. Além disso, o grupo celular com
maior percentual no WAT sdo os fibroblastos e pré-adipocitos, que compdem 40% das células desse

orgdo. E importante destacar que a maioria dos tipos celulares descritos pelos trabalhos de single cell
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estdo presentes tanto no sitio visceral como no sitio subcutdneo (MASSIER et al., 2023). Contudo, a
localizag@o anatomica desses depdsitos de tecido adiposo parece interferir em algumas populagdes
celulares, como por exemplo as células mesoteliais que sdo encontradas apenas no sitio visceral
(GUPTA; GUPTA, 2015) e os macrofagos metabolicos reguladores redox que sdo encontrados
somente no sitio subcutaneo (MASSIER et al., 2023).

A composicao celular diversa do tecido adiposo ¢ a responsavel pelo acimulo e mobilizagdo
de gordura. Esses processos fazem com que o WAT remodele alterando a sua morfologia. Isso
permeia desde alteragdes no tamanho e no nimero dos adipocitos, até o infiltrado de leucdcitos e a
deposi¢do de matriz extracelular. O remodelamento do tecido adiposo também compreende
mecanismo moleculares como a ativagao de lipases, a sinaliza¢do de fatores de transcri¢ao, o aumento
ou reducdo da atividade da proteina desacopladora de proton (UCP-1) e a sinalizagdo de citocinas e
outros mediadores inflamatorios (CHOE et al., 2016; MARCELIN et al., 2019). Dessa forma, o
remodelamento do tecido adiposo pode ser induzido por doengas como a caquexia (DAAS et
al.,2018), mas principalmente por alteracdes ambientais como a temperatura e a disponibilidade de
nutrientes (LIM et al., 2012; KERSTEN et al.,2023). Assim, dentre os tipos de remodelamento do
tecido adiposo mais investigados na literatura podemos destacar: o escurecimento do WAT induzido
pelo frio ou caquexia (LIM et al., 2012; XIE et al.,2022), a redugdo de adiposidade induzida pelo
déficit energético (KERSTEN et al.,2023) e a expansdo do tecido adiposo decorrente da sobrecarga
de nutrientes (SUN et al., 2011).

2.2 REMODELAMENTO DO TECIDO ADIPOSO
2.2.1 Expansio da adiposidade

Situagdes de alta disponibilidade de nutrientes, estimulam a expansdao do WAT por meio de
dois processos caracterizados pelo aumento do tamanho dos adipécitos, a hipertrofia, e pela formacao
de novos adipécitos, a hiperplasia (GHABEN; SCHERER, 2019). C¢lulas semelhantes a fibroblastos
sdo precursores da linhagem mesenquimal que expressdo o receptor do fator de crescimento derivado
de plaquetas-a (PDGFRa), o PDGFR e a a actina de musculo liso (aSMA). Essas células se tornam
pré-adipocitos por meio da etapa de comprometimento onde ocorre a ativacdo da proteina
morfogenética 6ssea (BMP) (WANG et al., 1993). Posteriormente, a ativagdo do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma y (PPARY) (BARAK et al., 1999; ROSEN et al., 1999) faz com que o
pré-adipdcito interrompa seu crescimento e comece a expressar proteinas relacionadas ao adipdcito

maduro como a proteina de ligacdo de acidos graxos e adipocitos (AP2) e do transportador de glicose
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insulino-dependente, GLUT4. Ao término da diferenciacdo os adip6citos maduros expressam
moléculas caracteristicas da sua fun¢do de armazenamento e mobilizacdo de gordura como, as
adipocinas, adiponectina e leptina; as lipases como, ATGL, lipase lipoproteica (LPL) e HSL; e a
proteina perilipina que envolve a goticula lipidica dos adipocitos (TONTONOZ; HU;
SPIEGELMAN, 1994; WANG et al., 2013). A adipogénese ¢ um processo que também acontece
durante desenvolvimento embrionario, no caso do sWAT e apds o nascimento no caso do vVWAT.
Todavia, a sobrecarga de nutrientes estimula também a criagdo de novos adipocitos afim de armazenar
o excesso de energia gerado na vida adulta (WANG et al.,2013).

A hipertrofia dos adipdcitos ocorre por meio do armazenamento da gordura dietética,
empacotada nos quilomicron ou pela lipogénese de novo que acontece no tecido adiposo ou figado
(JEFFERY et al., 2015). Refeicdes de alta densidade energética sdo geralmente caraterizados pelo
alto contetido de carboidratos, principalmente refinados e de gordura saturada. A glicose oriunda
dessas refei¢des estimula a secrecdo de insulina pelas células B do pancreas. Nos adipocitos a
interagcdo da insulina com o seu receptor estimula a translocacdo do GLUT4 para a membrana da
célula estimulando a captacdo de glicose. Além disso, esse hormdnio tanto nos hepatdcitos quanto
nos adipocitos estimula a lipogénese de novo (CZECH, 2017). A sinalizagdo da insulina com o seu
receptor e a presencga da glicose na célula também ativam os fatores de transcri¢ao da proteina ligacao
ao elemento responsivo a carboidratos (chREBP) e da proteina de ligagdo ao elemento responsivo a
esterois 1 ¢ (SREBPIc¢). As ativacdes desses fatores de transcrigdo estimulam a sintese de enzimas
lipogénicas, ativando ainda mais a lipogénese de novo no figado e no WAT (REGNIER et al., 2023;
SHIMANO; SATO, 2017). Assim, os TG formados nos hepatocitos sdo entdo empacotados com as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e os quilomicron remanescentes e transportados da
circulagdo para o tecido adiposo (SONG; XIAOLI; YANG, 2018). No endotélio vascular desse
tecido, os triglicerideos sdo clivados em acidos graxos livres (FFA) e glicerol pela agdo da LPL
estimulada pela insulina. Os adip6citos por meio dos transportadores de acidos graxos (CD36) e de
glicerol (aquaporina) captam e internalizam os FFA e glicerol que sdo reesterificados a TG
(MERKEL; ECKEL; GOLDBERG, 2002). Esses lipidios sao armazenados nos adip6citos juntamente
com os triglicerideos sintetizados pela lipogénese de novo nessas células aumentando assim o
tamanho dos adipdcitos e do WAT (ENDEMANN et al., 1993; WU et al., 2006).

A expansdo do tecido adiposo ocorre no organismo com objetivo de manter as reservas
energéticas para situacdes de privacdo como o jejum noturno. Contudo, a expansao exagerada do

tecido adiposo culmina na obesidade que, por sua vez, esta relacionada com o aumento da secrecao
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de adipocitocinas leptina e resistina ¢ de moléculas inflamatorias como o TNF, a IL-1p, a IL-6, o
CXCLI e proteina quimioatraente de macrofagos 1 (MCP-1) (GUZIK et al., 2017). Nesta condi¢ao
ocorre aumento do recrutamento de linfécitos, neutréfilos e monocitos para o tecido adiposo
(ELGAZAR-CARMON et al., 2008; KINTSCHER et al., 2008; WEISBERG et al., 2003). Esses
linfocitos sdo ativados em T CD4+ do tipo 1 (Th1) e linfocitos T CD8+ (CD8+) e secretam interferon
v (IFNy) (KINTSCHER et al., 2008; NISHIMURA; MANABE; NAGAI, 2009). Essa citocina
aumenta a expressao de iNOS nos macrdofagos polarizando essas células para o fendtipo do tipo M1.
Com isso os macrofagos M1 secretam ainda mais TNF, IL-1p e IL-6 no tecido adiposo, mantendo a
inflamag¢ao no tecido de forma cronica ¢ em baixa intensidade (LUMENG; BODZIN; SALTIEL,
2007).

O TNF, a IL-1P e a IL-6 ativam a via lipolitica por meio da sinalizacdo da proteina quinase
ativada por mitogenos (MAPK) aumentando a liberacio de FFA e glicerol (FRUHBECK et al., 2014;
YANG; VIJAYAKUMAR; KAHN, 2018). Os FFA interagem com os receptores do tipo Toll 4
(TLR4) presentes nos adipdcitos e macrofagos do tecido adiposo (SCHAEFFLER et al., 2009). Essa
sinalizacdo estimula a translocag@o do fator nuclear kappa B (NFkB) do citoplasma para o nicleo das
células estimulando a transcri¢do de mais citocinas proinflamatdrias, mas, também do inflamassoma,
dominio pirina da familia NLR contendo 3(NLRP3). Essa proteina ¢ composta por um sensor que €
o proprio NLRP3, o adaptador ASC e o efetor que ¢ a caspase-1. Com a formagdo do inflamassoma
a caspase-1 ¢ ativada e cliva a pro-IL-1P e a pro-IL-18 nas suas versdes ativas que sdo secretadas
intensificando ainda mais a inflamagdo no WAT (SWANSON; DENG; TING, 2019;
VANDANMAGSAR et al., 2011; WEN et al., 2011).

Esse contexto inflamatério decorrente do infiltrado de células imunoldgicas no tecido
adiposoe do aumento na producdo de mediadores inflamatoérios ¢ denominado inflamagdo cronica
de baixa intensidade. Essa inflamag¢do em conjunto com os FFA liberados pelos adipocitos fosforilam
o residuo de serina do receptor de insulina ao invés do residuo de tirosina. Assim, a insulina fica com
a sua sinalizacdo prejudicada reduzindo a translocacdo do GLUT4 para a membrana do adipocito e,
consequentemente, a captacdo de glicose pelas células ¢ diminuida (HOTAMISLIGIL et al., 1996;
HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Essa sinaliza¢do inadequada da insulina ¢
denominada resisténcia a insulina e esta relacionada ao desenvolvimento de diabetes melitos do tipo
2 (DM2) e doenga do figado gorduroso nao alcodlico (NAFLD) (BERGIN; EZRA LOZINSKI;
FROHLICH, 1942; KHAN et al., 2019).
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Apesar do papel deletério da inflamagdo na obesidade, ela parece ter um efeito fisioldgico
contra regulando a expansado exagerada do tecido adiposo, pelo menos, no inicio do desenvolvimento
da doenga. Nosso grupo de pesquisa e outros demonstraram que animais knockouts para diferentes
genes que determinam auséncia de algumas vias sinalizadoras inflamatdrias desenvolvem maior
adiposidade. Como exemplo, animais knockout para os genes TNF, IL-6, IL1p, IL-18 e do receptor
para o fator de ativagdo plaquetaria (PAFR) apresentam aumento da massa adiposa mesmo quando
consomem dieta equilibrada (GARCiA etal., 2006; MARTINS et al., 2018; MENEZES-GARCIA et
al., 2014; NETEA et al., 2006; WALLENIUS et al., 2002). Além disso, o grupo do professor Philipp
Scherer demonstrou que camundongos com auséncia de vias inflamatdrias no tecido adiposo
prejudica a adipogénese e leva uma piora na resisténcia a insulina (ASTERHOLM et al.,2014; ZHU
et al., 2020). Esse cendrio também acontece em humanos, uma vez que a expressdo do PAFR se
correlaciona negativamente o percentual de gordura de individuos obesos (COSTA et al., 2021).
Assim, a inflamagao ¢ importante para que o WAT armazene o excesso de energia expandindo de

forma saudavel sem o comprometimento metabolico.

2.2.2 Reducio da adiposidade induzida pela baixa disponibilidade de nutrientes

A baixa disponibilidade de nutrientes promovida por situagdes como o jejum ou restri¢do
caldrica reduz as concentragdes plasmaticas de glicose (LAFONTAN; LANGIN, 2009). Isso estimula
o hipotalamo a aumentar o tonus simpatico na medula das glandulas suprarrenais que, por sua vez,
aumentam a secre¢do das catecolaminas adrenalina e noradrenalina. Essas aminas juntamente com a
baixa disponibilidade de glicose estimulam a secre¢do de glucagon pelas células alfa das ilhotas
pancreaticas (BORG et al., 1994; UYAMA; GEERTS; REYNAERT, 2004). O glucagon tem como
fun¢do aumentar a disponibilidade de glicose para o organismo por meio da sua sinalizagdo no figado
ativando a glicogendlise e a gliconeogénese (OZCAN et al., 2012; WANG et al., 2012). Existem
trabalhos que sugerem que as catecolaminas secretadas pela medula das suprarrenais e o glucagon
iniciam a lipolise no tecido adiposo durante o jejum (JENSEN et al.,1987; PEREIRA et al., 2020;
SCHADE et al.,1979). Todavia, também ¢ demonstrado na literatura que mamiferos demedulados
submetidos ao jejum apresentam aumento de FFA e glicerol (NISHIZAWA; BRAY, 1978;
TAKAHASHI; SHIMAZU, 1981). Além disso, VASILEVA ¢ colaboradores (2022) demonstraram
que camundongos com dele¢ao do receptor do glucagon apenas nos adipdcitos e submetidos ao jejum
apresentaram mobilizacdo de gordura similar aos animais que possuiam o receptor de glucagon

(VASILEVA et al., 2022).



23

Em contraste com esses dados o tonus simpatico no tecido adiposo € o principal responsavel
pela mobilizagdo de gordura induzida pelo jejum (MIGLIORINI; GAROFALO; KETTELHUT,
1997; NISHIZAWA; BRAY, 1978; TAKAHASHI; SHIMAZU, 1981). A baixa disponibilidade de
glicose no hipotalamo também ativa os nervos simpaticos no tecido adiposo, aumentando a secrecao
de noradrenalina que interage com o receptor 3 adrenérgico(B-AR) (SHI et al., 2001; BARTNESS et
al., 2014). Em camundongos ¢ demonstrado que o B-AR do tecido adiposo receptor adrenérgico 3 3
(B3-AR). Em amostras de tecido adiposo de humanos esse receptor também apresenta atividade
(HOFSSTEDT et al., 1995). Contudo, os receptores B1-AR e f2-AR também estdo envolvidos na
lipolise do WAT (ARNER et al.,1990). Adicionalmente, ¢ importante destacar que muitas amostras
de tecido adiposo sdo oriundas de paciente com obesidade, doenca essa que leva a redugdo da
expressao do f3-AR (VALENTINE et al.,2022). Posto isso, a interagdo da noradrenalina com o 33-
AR acoplado a proteina G leva a dissociac¢do da proteina Gs trimérica acoplada ao receptor e ativando
a adenilato ciclase (AC), isso resulta na sintese de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O
AMPc atua como segundo mensageiro ativando a proteina quinase A (PKA) (STEINBERG;
HUTTUNEN, 1972). Uma vez ativada, a PKA fosforila a HSL e a perilipina. A fosforilagdo da
proteina que envolve a gota lipidica deixa os TG armazenados nela disponiveis para agdo das lipases.
Além disso, a ativacdo da perilipina libera o cofator da ATGL, comparativo de identificagdo de genes-
58 (CGI-58), que fica ancorado na perilipina (LASS et al., 2006; YU et al., 2020). Com isso as lipases
comeg¢am a hidrolisar os FFA dos TG na seguinte ordem, primeiro ATGL (ZIMMERMANN et al.,
2004) seguido pela HSL e por fim a monoacilglicerol lipase (MGL), hidrolisa o &cido graxo no
grupamento hidroxila terminal ou intermediario da estrutura do glicerol, para gerar glicerol e FFA
(M VAUGHAN, 1964). Essas moléculas sdao transportadas para circulagdo para outros tecidos
respetivamente pela aquaporina e CD36. Assim, o glicerol e os FFA serdo utilizados como substrato
energético alternativo a glicose, o que, por sua vez, determinara a redug¢do do volume do adipocito

em decorréncia do menor acimulo de TG em seu citoplasma (FRUHBECK et al., 2014) (Ilustracio

1).
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Mustracio 1. Mobilizacdo de gordura no WAT. A baixa disponibilidade de nutrientes induzida pelo jejum e restricdo
energética aumenta o tonus simpatico no WAT, o que promove a sinalizagdo da noradrenalina com o $3-AR que culmina
na ativag@o da PKA. Essa proteina fosforila a perilipina, o CGI-58 e a HSL para entdo os triglicerideos armazenados nos
adipocitos serem clivados em FFA e glicerol em sequéncia pela ATGL, HSL e MGL. Assim, os FFA ¢ o glicerol sdo
transportados pelo CD36 e aquaporina do citosol para o intersticio onde eles serdo transportados, para 6rgdos como figado
e musculo.

A lipolise varia conforme a localizagdo anatdmica do WAT. Experimentos ex-vivo
demonstraram que o tecido adiposo visceral ¢ mais lipolitico que o tecido adiposo subcutaneo. A
variagdo na funcionalidade do receptor adrenérgico a 2 (a2-AR) nesses sitios de tecido adiposo ¢ um
dos motivos (OSTMAN et al., 1979). Visto que, esse receptor possui estimulo antilipolitico no WAT
(LAFONTAN; DANG-TRAN; BERLAN, 1979). Assim, o estimulo da adrenalina em adipdcitos do
sWAT tem efeito prioritariamente antilipolitico, face a maior afinidade com os receptores 02-AR. Ja
nos adipocitos do tecido adiposo omental o estimulo da adrenalina tem efeito exclusivamente
lipolitico (MAURIEGE; GALITZKY; BERLAN, 1987). Adicionalmente, o oWAT possui maior

expressao do B3-AR (KRIEF et al., 1993) e ¢ mais sensivel a catecolaminas com maior capacidade
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de ligacio entre seus receptores B-AR e essas moléculas (HELLMER et al., 1992). Assim como
sinalizagdo adrenérgica, a organizagao dos nervos simpaticos varia conforme a localiza¢do anatomica
do WAT. O vWAT apresenta uma estrutura de nervos simpaticos amorfa ao passo que o sWAT
apresenta uma estrutura organizada em lobulos discretos (CHI et al., 2018). Essa variacdo da
intensidade da lipolise entre os sitios de tecido adiposo pode estar relacionada a quais 6rgaos o WAT
estd proximo. O vVWAT esta localizado préximo do espago porta. Logo, os FFA e o glicerol gerado
na lipolise sdo direcionados para o figado que ira utiliza-los como substrato alternativo a glicose. O
sWAT, por sua vez, esta proximo dos musculos fornecendo FFA e glicerol majoritariamente para
esses Orgaos.

Como dito anteriormente, a ativa¢do do tonus simpatico no WAT durante o jejum ¢ a via
canoOnica de mobilizagdo de gordura e reducdo de adiposidade (BARTNESS et al., 2014;
MIGLIORINI; GAROFALO; KETTELHUT, 1997). Adicionalmente, existe um controle
neuroenddcrino que auxilia na mobilizagdo e perda de gordura. Durante o jejum o WAT reduz a
secre¢do de leptina que juntamente com a hipoglicemia aumentam da atividade dos neurdnios
AgRP/NPY (AHLMA et al., 1996; ROUTH, 2010). Uma vez ativados esses neurdnios AgRP excitam
os neurdnios que secretam o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) do nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVH). Isso acontece por meio da inibi¢do dos axons terminais do nucleo do leito da
estria terminal (BNST) (DOUGLASS et al., 2023). Assim, o CRH ¢ liberado e estimula os
corticotropos presentes na hipofise anterior a secretar o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH). Esse
homonimo interage com o seu receptor no cortex das glandulas suprarrenais estimulando a secre¢ao
do cortisol que, por sua vez, possui efeito permissivo na mobilizacdo de gordura durante o jejum,
amplificando a a¢do da noradrenalina (LACASA; AGLI; GIUDICELLI, 1988; STIMSON et al.,
2017). O horménio de crescimento (GH) tem também as suas concentragdes plasmaticas elevadas
durante o jejum. De forma interessante o tratamento in vitro e in vivo com GH reduz a expressao da
LPL, enzima que possui sua atividade reduzida durante o jejum e aumenta a fosforilagdo da HSL
(DIETZ; SCHWARTZ, 1991; RICHELSEN et al., 2000). Todavia, esses dados parecem estar mais
relacionados a lipdlise relacionada a resisténcia a insulina do que ao jejum, necessitando de mais
investigacdo (SHARMA et al., 2018, 2019).
2.2.2.1 Reducio de adiposidade induzida pela cirurgia bariatrica

Existem outros contextos além do jejum que estimulam a reducdo de adiposidade. A cirurgia
bariatrica ¢ uma intervengao cirurgica de alta eficiéncia para o emagrecimento de individuos com

indice de massa corporal (IMC) acima de 35kg/m?. De forma geral essa cirurgia tem como objetivo
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promover reducdo na ingesta energética do individuo por meio da obstrucdo da alimentacdo ou
diminuir a absor¢do de nutrientes. Assim, o balango energético torna-se negativo, aumentando a
lipdlise no tecido adiposo fazendo com que o individuo comeca a perder peso e gordura corporal (LI;
RICHARD, 2017; SKOGAR et al., 2017). Os tipos de procedimento mais realizados atualmente sdo
a gastrectomia vertical (VSG) e o bypass géstrico em Y-de-Roux (RYGB). A VSG consiste na
remocdo de aproximadamente 80% do estdmago. J& o RYGB envolve a reducdo do tamanho do
estomago por meio da criacdo de uma pequena bolsa géstrica abaixo do eséfago com a reorganizagao
da anatomia intestinal de forma que os nutrientes sejam desviados da parte superior para a parte média
do intestino delgado (SANDOVAL; PATTI, 2023)

A cirurgia bariatrica estd associada a declinios sustentados da gordura corporal de 1 até 12
meses (HAGHIGHAT et al., 2021) Além disso, ratos obesos submetidos ao RYGB apresentaram
menor acumulo de gordura induzido por dieta rica em gordura saturada sem perda de massa livre de
gordura (FURNES et al., 2009). Da mesma forma, em humano, a perda de peso induzida pelo RYGB
ocorre principalmente como consequéncia de gordura corporal com baixo impacto na perda de massa
livre de gordura (PALAZUELOS-GENIS et al., 2008). Dessa forma, sugere-se que o déficit calorico
induzido pela cirurgia bariatrica promove o remodelamento do tecido adiposo que compreende a
reducdo de adiposidade.

2.2.3 Vias Inflamatorias e a reducio da adiposidade

Como exposto acima o tonus simpatico ¢ a via principal para a mobilizacdo de gordura e
reducdo de adiposidade do WAT. Contudo, outros sistemas ou ainda a integragdo entre eles parece
ter papel importante para que a reducdo de adiposidade induzida pela baixa disponibilidade de
nutrientes aconteca de forma adequada. Dentre esses sistemas destaca-se o imunologico. Trabalho
anterior demonstrou que camundongos apos o jejum apresentam aumento na expressao das proteinas
de fase aguda soro amiloide A1, A2 e A3 no tecido adiposo inguinaliWAT) (ASTERHOLM et al.,
2012). No tecido adiposo epididmal (eWAT) de camundongos magros o jejum de 24h aumenta o
contetido de TNF, IL-6, IL-10, TGFB e CXCL-1 (LACERDA et al., 2019). Esse aumento de citocinas
induzido pelo jejum ¢ acompanhado por aumento no recrutamento de neutrofilos (LACERDA et al.,
2019) e macrofagos (KOSTELI et al., 2010). De forma consistente, camundongos com delecao para
o PAFR, mediador lipidico que induz a sintese de citocinas como TNF, IL-6 e ILI1B, quando
submetidos ao jejum de 24h apresentam menor reducio de adiposidade assim como menor resposta
inflamatoria no eWAT (LACERDA et al., 2020). Animais knockout para ATGL quando submetidos

ao jejum, consistentemente, apresentam menor infiltrado de macroéfagos no eWAT (KOSTELI et al.,
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2010). Em humanos o desafio do jejum também induz uma resposta inflamatéria no WAT. Fazeli et
al. (2020) demonstraram que individuos submetidos a 10 dias de jejum apresentaram elevagdo nas
concentragdes plasmaticas de TNF, IL-6 e IL-10 e aumento no nimero de macréfagos no
sWAT(FAZELI et al., 2020).

De forma interessante a mimetiza¢do da sinalizacdo simpdtica por meio do tratamento de
camundongos com o agonista seletivo do B3-AR, CL316,243 também induz uma resposta
inflamatoéria no WAT. O CL316,243 induz aumento na expressdo de TNF, IL-6, L-1B ¢ CCL2 no
eWAT até 24h apds o tratamento (FLACH et al., 2013). Esse aumento na expressao dessas citocinas
esta relacionado com o recrutamento de células imunolodgicas que sdo recrutadas no WAT durante o
jejum incluindo neutréfilos (FLACH et al., 2013) e macrofagos (GRANNEMAN et al., 2005). De
forma interessante, trés dias apds o tratamento com o CL316,243 o infiltrado de células no WAT, em
especial os macrofagos, reduz. De forma interessante, na auséncia da lipdlise adequada, como em
modelos de camundongos knockout para a HSL estimulados com CL313,243, paralelo a redugdo da
lipdlise, ocorre também menor infiltrado inflamatério (MOTTILLO; XIANG; GRANNEMAN,
2007). Ou seja, € possivel que a resposta inflamatoria que acontece no WAT mediante o jejum tenha
funcdo de suporte para que os adipdceitos sejam capazes de fornecer de forma eficiente substratos
energéticos alternativo para outros 6rgaos e tecidos.

De forma interessante, camundongos com obesidade moderada quando submetidos ao desafio
do jejum apresentam menor resposta inflamatoria induzida pela baixa disponibilidade de nutrientes e
comprometimento no remodelamento do tecido adiposo (LACERDA et al.,2019). Isso acontece,
devido a inflamagdo cronica de baixa intensidade decorrente da obesidade. Pois, apesar dessa resposta
ser um estado inflamatdrio subclinico, ela leva a um desequilibrio inflamatorio no WAT fazendo com
que esse tecido ndo seja capaz de ativar a resposta inflamatoria induzida pelo jejum e assim remodelar
mediante a baixa disponibilidade de nutrientes. Nosso grupo de pesquisa denomina essa incapacidade
que animais obesos possem em ativar a resposta inflamatéria induzida pelo déficit energético como
“inflexibilidade inflamatéria”. Diversas citocinas que estdo aumentadas no WAT na resposta
inflamatoria induzida pelo jejum, também se apresentam aumentadas no WAT na
obesidade. Contudo, sdo incipientes os dados que demonstram se esses mediadores inflamatérios de
fato resposta inflamatoria induzida pelo jejum no WAT.

2.2. 4 TNF: um sinalizador da lipdlise
O TNF ¢ uma citocina produzida por uma variedade de células imunes e células ndo

hematopoiéticas, como os adipdcitos. A producdo dessa molécula pode ser regulada desde a
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transcrigdo do RNA mensageiro (mRNA) até a traducdo da proteina. O TNF possui duas isoformas,
ambas sendo trimeros transmembrana de 26-kDA (mbTNF)ou 17-kDA (sTNF), sendo esse ultimo
soluvel. Para essa molécula se tornar soluvel ela ¢ clivada na membrana da célula produtora pela acdo
da enzima conversora de TNF (TACE). A sinalizacdo de ambas isoformas do TNF acontece via os
receptores, receptor 1 do TNF (TNFR1) e o receptor 2 do TNF (TNFR2). O TNFR1 ¢ expresso
constitutivamente durante a homeostase em varias células como macrofagos e adipocitos. O TNFR2,
por sua vez, € expresso somente em linfocitos e células endoteliais. Tanto o TNFR1 como o TNFR2
quando interagem com o sTNF podem ser clivados pela TACE. Isso gera as versdes soliveis dos
receptores que podem ser detectados nos tecidos e na circulagdo (SETHI; HOTAMISLIGIL, 2021).
A participacdo do TNF na biologia do tecido adiposo foi inicialmente relatada com a
descoberta da caquexina. Essa molécula foi identificada como um fator humoral secretado por
macrofagos mediante o estimulo de infec¢des (BEUTLER et al., 1985a) capaz de levar a
hipertrigliceridemia por meio da reducdo da atividade da LPL no WAT (KAWAKAMI et al., 1987;
KAWAKAMI; CERAMI, 1981). Apds esses achados foi demonstrado que a caquexina e o TNF eram
a mesma proteina, que exercia uma série de fungdes em contextos inflamatdrios como a infeccao
(BEUTLER et al, 1985b). Nos anos subsequentes foi demonstrado o efeito lipolitico do TNF em
cultura de adipocito imortalizados (KAWAKAMI et al.,1987) ou em adipocitos primdrios de ratos
(GREEN et al., 1994). Esse estimulo lipolitico do TNF acontece por meio da interagdo dessa citocina
com seu receptor TNFR1 (SETHI et al.,2000). Em adipdcitos isolados do sWAT de humanos essa
sinalizagdo reduz a expressao da perilipina e aumenta e a expressao e fosforilagdo da HSL por meio
de dois mecanismos. O primeiro € pela translocacdo do fator de transcri¢do NF-«B do citoplasma
para o nucleo da célula. J4 o segundo acontece via a ativacdo das quinases pertencentes a familia da
MAPK, quinase relacionada ao sinal extracelular 1 e 2 (ERK1 e ERK2) e c-Jun N-terminal quinase
(JNK). A ativacdo de ERK nos adipocitos aumenta a disponibilidade de AMPc por meio da redugao
na expressao da enzima responsavel pela degradagdo de AMPc, fosfodiesterase 3B (PDE3B). Assim,
ocorre a ativacdo da PKA e consequente fosforilagdo da HSL e perilipina o que ativa a lipolise. Ja
em adipdcitos de roedores a interagdo do TNF com o TNFR1 inibe o receptor de adenosina acoplado
a proteina G inibitéria (Gi) aumentando a producdo AMPc e, consequentemente, a ativacao da PKA,
que culmina na fosforilagdo da HSL e da perilipina (BOTION et al., 2001; GASIC; TIAN; GREEN,
1999). In vivo o estimulo lipolitico do TNF também ¢ descrito. Uma vez que, humanos que receberam
doses subclinicas de TNF apresentaram um aumento nas concentracdes plasmaticas de FFA. Os

autores desses trabalhos sugerem que esse estimulo lipolitico do TNF estd relacionado com a
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fisiopatologia da obesidade. Uma vez que, a sobrecarga de nutrientes promove o aumento do TNF e
da lipolise no WAT o que estimula a resisténcia a insulina nesse 6rgao.

Situacdes de baixa disponibilidade energética, como o jejum também aumentam a lip6lise no
WAT. De forma interessante, humanos e camundongos submetidos a longos periodos de jejum
apresentam um aumento de TNF no soro e no WAT. Além disso, o TNF também controla a atividade
da LPL durante o jejum por meio da ativagdo do semelhante a agiopepitina 4 (ANGPTL4). Além
disso, essa citocina esta aumentada no sSWAT dos individuos um ano apds a cirurgia bariatrica, outra
situagdo de déficit energético (JURETS et al., 2017). Assim, apesar do TNF est4 relacionado a
situacdes de sobrecarga de energia no WAT parece que ele também esté relacionado a situagdes de
baixa disponibilidade de nutrientes. Contudo, ainda ¢ desconhecido se o TNF atua na biologia do
WAT durante a privacao energética.

2.2.5 IL-18 e a biologia do tecido adiposo

A IL-18 ¢ uma citocina da superfamilia da IL-1p que possui a sua produgdo relacionada a
ativagdo da caspase-1. Estimulos inflamatérios determinam a translocacdo do NF«B para o nucleo da
célula que, por sua vez, aumenta a expressdo do inflamassoma, como NLRP1 e NLRP3
(KAPLANSKI et al.,2018). O inflamassoma ¢ formado junto com o adaptador ACS e a caspase-1,
que cliva a pro-IL-1P e a pro-1L-18 nas suas versdes ativas que sdo secretadas (SWANSON; DENG;
TING, 2019; VANDANMAGSAR et al., 2011; WEN et al., 2011). Logo, as células que secretam IL-
18 sdo células que expressam caspase-1 e os inflamassomas, por exemplo macrofagos e adipdcitos
(AHMAD et al., 2017; GERDES et al., 2002). A sinalizagdo da IL-18 acontece classicamente via o
seu receptor IL-18R que consiste em uma cadeia a responsavel pela ligagdo com a IL-18 e uma cadeia
B responsavel para sinalizacdo. Além disso, a IL-18 pode ser também neutralizada devido a sua
interagdo com a proteina de ligagdo da IL-18 (IL-18BP) (KAPLANSKI et al.,2018).

No controle do metabolismo energético a IL-18 ¢ uma molécula considerada como um
regulador homeostatico que ¢ elevado de forma compensatoria na obesidade para se opor ao excesso
de energia, algo analogo a leptina (ZORRILLA et al.,2007). Tanto humanos quanto camundongos
com obesidade apresentam maiores concentragdes de IL-18 no WAT, apesar de animais knockout
para IL-18 desenvolverem obesidade (NETEA et al.,2006). Nosso grupo de pesquisa recentemente
demonstrou que as células ndo hematopoiéticas do WAT possivelmente sdo a fonte de IL-18 que
modula a expansdo do WAT nesses camundongos knockout (LANA et al., 2024). De fato, a IL-18
controla a sinaliza¢do de insulina e a expansao do sSWAT via a interagdo com o IL-18R. Por outro

lado, essa citocina possui um outro receptor, o co-transportador de NaCl (NNC) que esta presente no
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tecido adiposo marrom (BAT) controlando a termogénese (ZHANG et al.,2022). Assim, a interacao
da IL-18 com o NNC pode estar relacionada ao fato do tratamento com IL-18 reduzir o reganho de
peso, o consumo alimentar de camundongos e aumentar o escurecimento no sSWAT (PAZOS et
al.,2015; ZORRILLA et al.,2007; ZORRILLA et al.,2014).

Além da IL-18 participar do metabolismo da glicose e da termogénese no BAT, parece que
ela participa da mobilizacdo de gordura. A auséncia de sinalizacdo da IL-18 com o NCC reduz a
expressao de ATGL e HSL no BAT durante o tratamento cronico com CL316,243 em camundongos
(ZHANG et al.,2022). Adicionalmente, animais knockout para NLRP1 apresentam menor produgao
de IL-18 e lipolise no vVWAT ao passo que a hiperativagio de NLRP1 aumenta concentragdes
plasmaticas de IL-18, reduz a adiposidade de camundongos devido ao catabolismo intenso de gordura
(MURPHY et al.,2016). Em humanos a IL-18 também parece participar da mobilizacdo de gordura.
Individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e lipodistrofia tratados com droga ou
hormonio antilipolitico apresentam menores concentragdes plasmaticas de IL-18 (LINDEGAARD et
al.,2013). Ou seja, essa citocina aparenta participar em processos lipoliticos ligados a termogénese
ou a doengas. Dessa forma, existe uma lacuna sobre qual o papel da IL-18 no WAT em situagdes de

baixa disponibilidade energética onde a lipolise ¢ uma via importante.
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3 JUSTIFICATIVA, HIPOTESE E OBJETIVOS

A reducdo da adiposidade induzida por situagdes de déficit caldrico, como o jejum ou a
cirurgia bariatrica, notavelmente se baseia no maior estimulo lipolitico (FRUHBECK et al., 2014; LI
et al.,2017). De forma complementar, dados mais recentes também indicam que a baixa
disponibilidade de nutrientes induz uma resposta inflamatoria no WAT que favorece a reducdo de
adiposidade (ASTERHOLM et al., 2012; KOSTELI et al.,2010; MOTTILLO et al., 2007;
GRANNEMAN et al., 2005; FLACH et al., 2013; FAZELI et al.,2020; LAERDA et al.,2019;). Uma
citocina de destaque que estd aumentada no WAT durante o jejum tanto em animais (LACERDA et
al., 2019) como em humanos (FAZELI et al.,2020), assim como um ano apds a cirurgia bariatrica
(JURETS et al., 2017) é o TNF. Apesar de nenhum outro trabalho ter avaliado o papel direto do TNF
no remodelamento do tecido adiposo durante sua redugdo, trabalhos in vitro ja demonstraram que a
sinalizacdo do TNF com seu receptor TNFR1 induz a lipdlise por meio da inibi¢cao da proteina Gi,
ativacdo do NFkB e da MAPK (BOTION et al., 2001; GASIC et al.,1999; RYDEN et al.,2004;
RYDEN et al.,2002; ZHANG et al.,2002), indicando que essa citocina possa ser um sinalizador chave
para a reducdo da adiposidade.

A sinalizagdo do TNF com o seu receptor nos adipdcitos também estimula a secre¢do da IL-
18. De maneira interessante, a diminui¢do da lipdlise em individuos promove a redugdo das
concentragdes séricas da IL-18 (LINDEGAARD et al.,213). Adicionalmente, a hiperexpressao dessa
citocina em camundongos faz com que eles morram devido a um catabolismo intenso de gordura
(MURPHY et al.,216). Assim, num contexto geral, especula-se que tanto o TNF como a IL-18, para
além de participarem em contextos patologicos do remodelamento do tecido adiposo, parecem
também estar envolvidos num contexto fisiolégico desse remodelamento. Dessa forma hipotetizamos
que exista um efeito citocina especifico envolvido na redu¢do do tecido adiposo induzido pela baixa
disponibilidade de nutrientes onde o TNF e a IL-18 parecem ser candidatos chaves enquanto

mediadores do remodelamento da massa adiposa.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo do TNF e da IL-18 no remodelamento do tecido adiposo induzido pela baixa

disponibilidade de nutrientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participagdo do TNFR1 no remodelamento do tecido adiposo induzido pelo jejum.
Para isso, em camundongos WT e TNFR 17~ submetidos ao jejum de 24h ou 48h, avaliamos a
biometria corporal, a morfometria dos tecidos adiposos visceral e subcutaneo, analisamos
enzimas da via lipolitica, tirosina hidroxilase ¢ B3-AR e FFA no sorro. Também foram
avaliadas a expressdo de citocinas nos sitios adiposos.

Avaliar ex-vivo, o efeito do TNF na mobilizacdo de gordura induzida pelo agonista do receptor
B3-AR, CL316,243. Para isso, coletamos fragmentos dos tecidos adiposos visceral e
subcutaneo de camundongos C57BL/6, condicionados em meio de cultura, tratados com o
anti-TNF infliximab ou PBS e estimulados com CL316,243 ou ndo. No meio de cultura dessas
amostras foram avaliados o glicerol e nos fragmentos dos tecidos adiposos a expressao de
citocinas.

Avaliar in vivo, a participacdo do TNFR1 no remodelamento do tecido adiposo induzido pelo
tratamento com o CL316,243. Para isso, em camundongos WT ¢ TNFR 1" tratados com PBS
ou CL316,243 avaliamos a biometria corporal, a morfometria dos tecidos adiposos visceral e
subcutaneo, analisamos a expressao de citocinas nos sitios adiposos.

Avaliar se o jejum e o TNF alteram as populagdes de células imunoldgicas no WAT. Para
isso, em camundongos tratados com o anti-TNF, infliximab ou PBS submetidos ao jejum de
48h, avaliamos a biometria corporal e realizamos citometria de fluxo nos tecidos adiposos
visceral e subcutaneo onde avaliamos a populacdo de eosinéfilos, macrofagos residentes e
macrofagos recrutados.

Avaliar a participacdo do TNFR1 no remodelamento do tecido adiposo induzido pela restricao
alimentar decorrente da cirurgia bariatrica. Para isso, analisamos a expressdao de TNFR1 no
oWAT e sWAT de pacientes com obesidade grave e correlacionamos com marcadores
antropométricos € metabdlicos um ano apos a cirurgia bariatrica.

Avaliar a participacdo da IL-18 no remodelamento do tecido adiposo induzido pelo jejum.
Para isso, em camundongos WT e IL-18 7~ submetidos ao jejum de 24h avaliamos a biometria

corporal, a morfometria dos tecidos adiposos visceral e subcutidneo, analisamos as
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concentragdes plasmaticas de leptina e FFA. Também foram avaliadas a expressao de TNF
nos sitios adiposos.

Avaliar a participagdo da IL-18 no remodelamento do tecido adiposo induzido pela restricao
alimentar decorrente da cirurgia baritrica. Para isso, analisamos a expressao da IL-18 no
oWAT e SAT de pacientes com obesidade grave e correlacionamos com marcadores

antropométricos € metabdlicos um ano apo6s a cirurgia bariatrica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamentos experimentais

4.1.1 Modelos animais

Esse trabalho ¢ composto por 5 delineamentos experimentais realizados em modelos
experimentais e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Minas Gerais com os niimeros de protocolo 16/2020 (Anexo A) e 22/2023 (Anexo B). Animais entre
24 e 30 semanas de idade foram alocados em caixas com até 6 animais em um ambiente com a
temperatura a 28°C, com ciclo de luz/escuro de 12 horas (7:00-19:00) no biotério do Departamento
de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os camundongos WT (The
Jackson Laboratory) foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais. Ja
os camundongos TNFR1”" ¢ IL-18" foram obtidos do Laboratorio de Gnotobiologia € Imunologia do
Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

O primeiro delineamento experimental utilizou animais WT ¢ TNFR 17~ que foram pareados
conforme o peso corporal e posteriormente divididos nos grupos: (I) camundongos WT submetidos
a retirada da dieta por 3h, grupo controle (Wild Type ctl); (II) camundongos WT submetidos ao jejum
por 24h (Wild Type 24h); (1II) camundongos TNFR 17~ submetidos a retirada da dieta por 3h, grupo
controle (TNFR1” ctl); (IV) camundongos TNFR1”* submetidos ao jejum por 24h (TNFR1”
24h). Trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa demonstrou que no estado pés-prandial ocorre
aumento da inflamagao no tecido adiposo e no figado, mesmo de animais controles(RODRIGUES et
al., 2014). Assim, para evitar essa resposta em animais controles a dieta foi retirada por 3h entre o
comeco ¢ a primeira hora do ciclo claro (ZT0 e ZT1). Além disso, o protocolo de jejum de 24h foi
iniciado entre a segunda e terceira hora do ciclo claro (ZT1 e o ZT3). Todos os animais tiveram livre
acesso a agua durante o periodo experimental.

Em um segundo set de experimentos foi incluido a andlise do efeito de um jejum mais
prolongado, ou seja, de 48h. Os animais foram pareados pelo peso corporal e divididos em grupos na
seguinte forma: (I) camundongos WT submetidos a retirada da dieta por 3h, grupo controle (Wild
Type ctl); (I1) camundongos WT submetidos ao jejum por 24h (Wild Type 24h); (III) camundongos
WT submetidos ao jejum por 48h (Wild Type 48h); (IV) camundongos TNFR 17 submetidos a retirada
da dieta por 3h, grupo controle (TNFR1”" ctl); (V) camundongos TNFR 1"~ submetidos ao jejum por
24h (TNFR1”- 24h); camundongos TNFR 17~ submetidos ao jejum por 48h (TNFR17- 48h). Assim
como no primeiro delineamento experimental a retirada da dieta ocorreu entre o comego e a primeira

hora do ciclo claro (ZTO e ZT1). Os protocolos de jejum de 24h e 48h comegaram entre a segunda e
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terceira hora do ciclo claro o0 ZT1 e o ZT3. Além disso, todos os animais tiveram livre acesso a dgua
durante o periodo experimental.

Para confirmar os achados dos delineamentos 1 realizamos um segundo delineamento
experimental que consistiu em tratar camundongos WT e TNFR1”- com uma injegdo intraperitoneal
do agonista do receptor B3-AR, CL316,243 (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA, C5976-5MG)
na dose de 1 mg/kg ou no volume correspondente de PBS 1x estéril. O tratamento aconteceu entre a
segunda e a terceira hora do ciclo claro (ZT2-ZT3) e os animais foram divididos nos seguintes grupos:
(I) animais selvagens tratados com PBS (Wild Type PBS); (I) animais selvagens tratados com
CL316,243 (Wild Type CL316); (III) animais knockout para o receptor 1 do TNF tratados com PBS
(TNFR1”- PBS); (IV) animais knockout para o receptor 1 do TNF tratados com CL316,243 (TNFR1-
/= CL316). Os animais foram eutanasiados apos 24h do tratamento para analisarmos ndo somente a
mobilizagdo de gordura induzida pelo agonista, mas também a resposta inflamatéria no WAT
induzida pelo CL316,243. Durante o tratamento os camundongos tiveram livre acesso a agua e
comida.

A fim de comprovar os dados obtidos com os animais TNFR1” tratamos camundongos
machos C57BL/6J com uma inje¢do intraperitoneal de infliximab (Merk, Darmstadt, Alemanha,
Y0002047) na dose de 10 mg/kg (DI PAOLA et al., 2013) ou PBS 1x estéril em volume equivalente
entre a primeira e a terceira hora do ciclo claro (ZT1-ZT3). Uma segunda dose de infliximab ou PBS
Ix estéril foi injetada nos animais ap6s 24h de jejum entre o ZT1 e ZT3. Os animais completaram
48h de jejum e foram entdo eutanasiados. Os animais do grupo controle receberam uma inje¢ao
intraperitoneal de PBS 1x estéril e a dieta foi retirada por 3h no ZT0. Os grupos foram divididos da
seguinte maneira: (I) camundongos tratados com PBS e submetidos a 3h de retirada da dieta (PBS
ctl); (II) camundongos tratados com PBS e submetidos a 48h de jejum (PBS 48h); (III) camundongos
tratados com infliximab e submetidos a 48h de jejum (Infliximab 48h). Durante todo o protocolo
experimental os camundongos tiveram livre acesso a agua.

Como ultimo delineamento experimental utilizamos animais WT e IL-18" pareados conforme
o peso corporal e posteriormente divididos nos grupos: (I) camundongos WT submetidos a retirada
da dieta por 3h, grupo controle (Wild Type ctl); (I) camundongos WT submetidos ao jejum por 24h
(Wild Type 24h); (III) camundongos IL-18"- submetidos a retirada da dieta por 3h, grupo controle
(IL-187- ctl); (IV) camundongos IL-18"- submetidos ao jejum por 24h (IL-187- 24h). O protocolo de

jejum de 24h foi iniciado entre a segunda e terceira hora do ciclo claro (ZT1 e o ZT3) e a retirada da
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dieta aconteceu entre o comego e a primeira hora do ciclo claro (ZT0 e ZT1). Todos os animais
tiveram livre acesso a 4gua durante todo o periodo experimental.

os camundongos foram pesados no comeco e ao final dos tratamentos. Ao término eles foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal na dose de 12,5ml/kg de solucdo de cloridrato de xilasina e
cloridrato de ketamina diluidos em NaCl 0,9% e posteriormente mortos por exsanguina¢do. Foram
coletados o sangue para coleta do soro, os tecidos adiposos eWAT, mesentérico (mMWAT),
retroperitoneal (rWAT) e iWAT. Todos os tecidos foram pesados, sendo que, foram utilizados o peso
dos tecidos eWAT, mWAT e rWAT, juntamente com o peso corporal, para o calculo do indice de
adiposidade visceral. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -80°C, exceto por¢des do
eWAT e iWAT que foram também armazenadas em solu¢do de formol a 10% para andlises
histoldgicas.

4.1.2 Analises em humanos

Pacientes participantes da coorte BARICAN foram recrutados e acompanhados no
Departamento de Nutricdo do Hospital Pitié-Salpétriere (Paris, Franca). Essa coorte ¢ aprovada pela
CNIL (Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés; No. 1222666), bem como pelo
Ministério da Pesquisa da Franga. Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido para fazer parte de varios estudos registrados na plataforma https://clinicaltrials.gov
(P050318 Les Comités de Protéction des Personnes (CPP) aprovacgdo: 24 de novembro de 2006,
NCT01655017, NCT01454232). Todos os pacientes atendem as indicagdes padrdo para cirurgia
bariatrica e sdo monitorados de acordo com as diretrizes nacionais e internacionais.

As amostras dos tecidos adiposos omental (0OWAT) e subcutineo (sSWAT) foram coletadas
durante a cirurgia baridtrica e posteriormente armazenadas em freezer —80°C. Os dados
antropométricos foram mensurados pela técnica de absorciometria de raios-x de dupla energia
(DEXA) do corpo inteiro com feixe de leque (software Hologic Discovery W, versdo 12.6; Hologic
Inc). O sangue foi coletado apds jejum noturno de 12h e foi analisado no soro, por meio de ensaios
colorimétrico, a glicemia, a insulinemia e a hemoglobina glicada (HbAlc).

4.2 Dosagens Sorologicas

Glicemia de jejum, colesterol total, triglicérides, foram dosados por meio de kits enzimaticos
(Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). A quantificacdo da leptina foi determinada pelo ensaio de
ELISA, conforme as instrugdes do fabricante (R & D Systems Europe Ltd., Abington, Reino Unido).

4.3 Laminas histologicas
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Por¢des do eWAT e do iWAT foram fixadas por 72h com formol a 4% tamponado, e
adicionadas a alcool 70% por 24h. Ao término deste periodo, as amostras foram submetidas a
desidratacao realizada em concentragoes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e absoluto I, II e III)
permanecendo por 30 minutos em cada solu¢do. Posteriormente, foi realizada a diafanizagdo. Os
tecidos foram banhados em xilol durante 1 hora. Os tecidos foram impregnados com parafina durante
1 hora e incluidos na mesma. Os blocos de parafina, contendo os tecidos adiposos incluidos, foram
cortados a 5 pm por meio da microtomia. As coloragcdes com H&E (Hematoxilina-Eosina) foram
utilizadas para avaliagdo morfoldgica.

4.4 Morfometria do tecido adiposo

Imagens de seis campos dos eWAT e iWAT de cada animal foram capturadas usando uma
camera digital acoplada ao microscopio (200x). A éarea de 50 células foi medida em cada animal
usando o software ImagelJ (Instituto Nacional de Satde, Bethesda, Maryland, EUA) para calcular a
area de cada adipocito (um?). Posteriormente, foi calculado a média da area de adipdcitos de cada
animal. Os valores das areas dos adip6citos também foram utilizados para avaliar a distribui¢do no
tamanho dos adipocitos. Os valores de tamanho escolhidos para a andlise da distribui¢do foram a
partir de 100um? até valores maiores que 5000um?,

4.5 Lipolise ex vivo

Por¢des dos eWAT e iWAT de camundongos C57BL/6] foram pesados, cortados
grosseiramente ¢ incubados com meio de cultura DMEM, sem fenol vermelho, em placas de cultura.
Primeiramente, as amostras foram tratadas com 2 pg/mL (DE LA CAMARA et al., 2014) de
infliximab (Merk, Darmstadt, Alemanha, Y0002047) ou PBS estéril no volume equivalente, por 24h.
Ap0s esse periodo, as amostras foram estimulas ou ndo CL316,243 na dose de 10~ por 90 minutos.
Ao término do tempo do estimulo com o CL316,243, o meio de cultura e os fragmentos de WAT
foram coletados e armazenados para posterior quantificagdo de glicerol e avaliagcdo de expressao de
genes por PCR em tempo real (QPCR), respectivamente. A avaliagdo do glicerol secretado pelos
fragmentos de WAT foi feita com o kit Gylcerol assay kit (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA,
MAKI117), conforme as instru¢des do fabricante.

4.6 Imunofluorescéncia

Cortes de eWAT e iWAT embebidos em parafina e em laminas polarizadas foram
desparafinizados com duas solucdes de xilol por 5 minutos cada e hidratadas com solugdes de dlcool
nas concentragdes de 100%, 95%, 75% e 30% por 6 minutos cada. Posteriormente, as amostras

passaram por recuperagdo de antigeno em solucdo de citrato com pH 6 por 20 minutos em banho
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maria. Ao término desse periodo os cortes foram circulados com caneta hidrofobica e incubados com
solu¢do de peroxido de hidrogénio na concentragdo de 3% por 1 hora e posteriormente lavados 3
vezes com PBS 1x estéril por 10 minutos. Assim, as amostras foram entao incubadas com solugdo de
bloqueio na concentragdo de 10% de soro de cabra por 1 hora. As amostras foram incubadas overnight
em camara umida a 4°C com o anticorpo primdrio para tirosina hidroxilase ou para f3-AR (
Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA). Ambos os anticorpos foram diluidos na solucdo de
bloqueio na concentragdo de 1:200. No dia seguinte os cortes foram lavados 3 vezes com PBS 1x
estéril por 10 minutos e entdo incubados com solu¢do de avidina por 10 minutos e posteriormente
solucdo de biotina por 10 minutos para o bloqueio de biotina enddgena. Ao término desse periodo as
amostras foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario anti-rabbit diluido na solugdo de
bloqueio na concentragdo de 1:200.

Os cortes histologicos foram lavados 3 vezes com PBS 1x estéril por 10 minutos e incubados
por 1 hora com solugdo de estreptavidina fornecida pelo kit Tyramide super bust (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, EUA). Com o término da incuba¢do das amostras com a estreptavidina elas
foram lavadas 3 vezes com PBS 1x estéril por 10 minutos e incubadas por 10 minutos com o reagente
tyramide working solution fornecida pelo kit Tyramide super bust (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, EUA) esse reagente contém o fluordfilo ALEXA 647 e a incubagdo dele com as
amostras gera uma reagdo que foi terminada com a solugdo de parada também fornecida pelo kit
Tyramide super bust (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA. Mais uma vez, os cortes foram
lavados 3 vezes com PBS 1x estéril por 10 minutos e entdo as ldminas foram montadas com o meio
de montagem Fluoromount-G com DAPI (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA) e seladas com
esmalte.

4.7 Quantificacdo da intensidade de florescéncia

Cinco campos aleatorios de cada amostra foram fotografados no aumento de 200x no
microscopio Apotome 2 (Zeiss, Alemanha) do Centro de Aquisi¢do e Processamento de Imagens
(CAPI) da UFMG. Os canais utilizados foram Alexa 647, DAPI e FITC. O canal FITC foi escolhido
para identificar a estrutura do tecido adiposo que possui autofluorescéncia no espectro de onda verde.
As imagens foram analisadas com o auxilio do software ImageJ (Instituto Nacional de Satde,
Bethesda, Maryland, EUA) por avaliador mascarado para os grupos experimentais. Primeiramente,
os canais das imagens foram separados e apenas as imagens com o canal do ALEXA 647 foi
mensurado a intensidade de florescéncia. Os pardmetros utilizados foram densidade integrada e

média de valor cinza. Assim, com o auxilio da ferramenta um quadrado foi selecionado apenas areas
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marcadas pelo ALEXA 647. O valor do background de cada imagem também foi mensurado. Ao
término da quantificagdo os valores mensurados do ALEXA 647 eram subtraidos do valor do
background e entdo foi calculado a média dos valores para cada campo.
4.8 Citometria de fluxo

Porgdes do eWAT e do iWAT foram coletadas e incubados a 37°c sob agitagdo por 1h com
solugdo de digestao contendo DMEM, albumina sérica bovina (1%), HEPES (10mM) e colagenase
A (Img/ml, Roche). Ao término do tempo de incubacdo as amostras foram totalmente dissociadas
com o auxilio de uma seringa de 10ml e agulha de 40 x 12mm e posteriormente filtradas com filtro
100 pm com solucao de PBS contendo albumina sérica bovina (1%) e EDTA (0,5%). O sobrenadante
foi removido com bomba a vacuo para eliminar os adipdcitos. Ja a fragdo do estroma vascular foi
marcada com os seguintes anticorpos acoplados com fluor6foro: CD45, Singlec F, CD64 e TIM4 (BD
Biosciences). As amostras foram analisadas no citometro BD LSRFortessa™ (BD Biosciences) ¢
analisadas no software FlowJo (Tree Star).
4.9 Expressao de genes por PCR em tempo real

O RNA total das amostras de tecido adiposo de camundongos e humanos foi extraido
conforme o kit Aurum Total RNA Fatty and Fibrous Tissue KIT (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Esse
RNA foi utilizado para confecgdo da fita de DNA complementar (¢cDNA) com o auxilio do kit iScript
cDNA Synthesis (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A medida do PCR em tempo real foi realizada por
meio de um sistema de detecgdo de sequéncia ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Warrington,
UK) com SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK). Os niveis relativos
de expressdo genética foram determinados pelo método 2-AACt usando os respectivos grupos
controle, para amostras de camundongos. Ja para as amostras de humanos foi realizado uma média
dos valores. Para a normalizacdo avaliou-se a expressdo dos genes 18s e RPLPO e foi escolhido o
gene que ndo variava entre os grupos experimentais. Os primers utilizados assim como suas
sequéncias sdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1. Sequéncia dos primes utilizados para avaliagcdo de expressdo génica por RT-PCR.

GENE FOWARD REVERSE

18§ CGATGCTCTTAGCTGAGTGT GGTCCAAGAATTTCACCTCT
RPLPO ACAGGGCGACCTGGAAGT GGATCTGCTGCATCTGCTT

LIPE AGCGCTGGAGGAGTGTTTIT CCGCTCTCCAGTTGAACC

PNPLA2 GAGCTTCGCGTCACCAAC CACATCTCTCGGAGGACCA

INF GTAGCCCACGTCGTAGCAAAC AGTTGGTTGTCTTTGAGATCCATG

1L-6

GCTACCAAACTGGATATAATCAGG

CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
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IL-10 CCCTGCTTGCACATCTCTC CCCTGCTTGCACATCTCTC
1L-18 AACCTCCAGCATCAGGACAAAG TTTCCTTGAAGTTGACGCAAGA
18s humano CGATGCTCTTAGCTGAGTGT GGTCCAAGAATTTCACCTCT
RPLPO humano ACAGGGCGACCTGGAAGT GGATCTGCTGCATCTGCTT
TNFR1 humano TCCTTCACCGCTTCAGAAA GGGATAAAAGGCAAAGACCAA
LIPE humano CGCTGGAGGAGTGCTTCTT TTCGTTCCCCTGTTGAGC
PNPLA2 humano ~ CTCCACCAACATCCACGAG CCCTGCTTGCACATCTCTC
Leptina humano TTGTCACCAGGATCAATGACA GTCCAAACCGGTGACTTTCT
Adiponectina AGAGATGGCACCCCTGGT CACCGATGTCTCCCTTAGGA
humano

4.10 Analise estatistica

As comparagdes estatisticas para amostras paramétricas entre os varios grupos foram feitas por
ANOVA “two way” com p0s teste de Tukey, ja para as comparagdes entre dois grupos foi realizado
o teste T de Student. Para amostras ndo paramétricas foi-se realizado o teste de Krukal Will para
comparagdes entre varios grupos. Ja para comparagdes entre dois grupos foi-se realizado o teste de
Mann Whitney. Os dados de humanos passaram pelo teste correlagdo de Spearman. Os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo médio. Para a realizagdo de todas as andlises e
montagem dos graficos dos dados de camundongos foi utilizado o software GraphPad PRISM,
GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA). J4 para a andlise dados e confeccdo de matrizes de
correlacdo com dados de humanos foi utilizado os pacotes Hmisc(JR, 2024) e corrplot(“GitHub -
taiyun/corrplot: A visual exploratory tool on correlation matrix”, [s.d.]) do software R. Studio. As

ilustracdes foram feitas com o auxilio do site smartsevier.com, licenciado pelo CC BY 4.0.
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S RESULTADOS

5.1 A sinalizacio via TNFR1 é importante para reducio do tecido adiposo induzida pelo jejum

em camundongos.

Camundongos WT submetidos ao jejum de 24h apresentam redugdo de aproximadamente
22% no peso dos tecidos adiposos epididimal e inguinal (Figuras 1A e 1B), acompanhado do aumento

da expressao de TNF em ambos os depdsitos de gordura (Figuras 1C e 1D).
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Figura 1. O desafio do jejum de 24h reduz a adiposidade ao mesmo tempo que aumenta a expressdo de TNF no WAT.
Camundongos WT formam submetidos (fasting) ou nao (ctl) ao jejum de 24h. Peso dos tecidos eWAT (A) e iWAT (B).
Expressdo de TNF no eWAT(C) iWAT (D). Os graficos representam os valores médios =+ erro padrdo da média (SEM),
n=4-8. p <0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum e controle.
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Dado a evidéncia de que o jejum aumenta a expressao de TNF tanto no eWAT como no iWAT,
decidimos investigar o papel dessa citocina na perda de gordura corporal utilizando um modelo de
camundongo deficiente na sinalizagdo de TNF, o knockout para o receptor 1 do TNF, i.e., TNFR1-.
Como esperado, camundongos WT submetidos ao jejum de 24 horas apresentaram redugao no peso
corporal (Figura 2A) e no indice de adiposidade (Figura 2B). Curiosamente, camundongos TNFR1-
ndo apresentaram redugdo no peso corporal e indice de adiposidade apos 24 horas de jejum. Ambas

as linhagens submetidas a jejum apresentaram baixas concentragdes circulantes de leptina (Figura
2C).
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Figura 2. Camundongos TNFRI1 sdo resistentes a perda de peso e adiposidade visceral induzida pelo jejum.
Camundongos WT e TNFR1” foram submetidos (24h) ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. Peso corporal (A), indice de
adiposidade visceral (B) e concentragdes plasmaticas de leptina (C). Os graficos representam os valores médios + erro
padrao da média (SEM), n=4-8. p < 0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum vs
controle e p< 0,05 representado por # se refere a diferenca entre linhagens.
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Camundongos WT submetidos ao desafio do jejum de 24h apresentaram redugdo do peso dos
tecidos e da média das areas dos adipécitos dos tecidos eWAT e iWAT (Figuras 3A, 3B, 3E e 3F). O
eWAT apresentou tendéncia (p=0,06) de aumento no percentual de adipdcitos com 2000um?,
adipdcitos de tamanho intermediario (Figura 3C). J4 0 iWAT dos camundongos WT submetidos ao
jejum apresentou maior percentual de adipdcitos menores (Figura 3G). Em contraste, camundongos
TNFR1-" submetidos as mesmas 24 horas de jejum foram resistentes a redugdo do peso, da média da
area dos adipocitos e da frequéncia de adipdcitos menores no eWAT e IWAT (Figuras 3A, 3B, 3C,
3E, 3F e 3G). As imagens representativas das laminas histologicas sdo apresentadas nas Figuras 3D

e 3H.
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Figura 3. Participagdo do TNFRI1 na reducdo de adiposidade ¢ na biometria de adipdcitos induzida pelo jejum.
Camundongos WT e TNFR 17" foram submetidos (24h) ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. As figuras A-D referem-se as anélises
do eWAT, incluindo: peso do tecido (A), area de adipocitos (B), distribuigdo da area de adipocitos (C), imagens de cortes
histologicos representativos (D). As figuras E-H referem-se as analises do iWAT, incluindo peso do tecido (E), area de
adipocitos(F), distribuicdo da area de adipdcitos (G) e imagens de cortes histologicos representativas (H). Os graficos
representam os valores médios = erro padrao a média (SEM), n= 4-8. p <0,05 representado por * se refere diferenca
estatistica entre o protocolo de jejum vs controle e p< 0,05 representado por # se refere a diferenca entre linhagens.
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Diante da resisténcia para a perda de adiposidade evidenciada nos camundongos TNFR1-*
quando submetidos ao jejum, avaliamos marcadores chaves do processo lipolitico. Observamos que
ambas as linhagens submetidas ao jejum aumentam os niveis séricos de FFA (Figura 4A). No eWAT,
a expressdo das principais lipases dos adipocitos, ATGL e HSL, ndo alteraram (Figuras 4B e 4C)
tanto nos animais selvagens como nos deficientes para o TNFR1. No entanto, o iWAT dos
camundongos WT submetidos ao jejum apresentou aumentou a expressao das lipases, algo que nao
aconteceu nos camundongos TNFR1 submetidos ao mesmo protocolo de jejum (Figuras 4D e
4E). Esses dados fortalecem a evidéncia de que o TNFRI parece ser importante para o gatilho

lipolitico induzido pelo jejum, principalmente do sitio subcutaneo.
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Figura 4. Participagdo da sinalizagdo do TNF no processo lipolitico. Camundongos WT e TNFR1”~ foram submetidos
(24h) ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. Concentragdes plasmaticas de FFA(A), expressao da ATGL (B) e (D); HSL (C) e (E)
no eWAT e no iWAT, respectivamente. Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n=4-
8. p <0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum vs controle e p< 0,05 representado
por # se refere a diferenca entre linhagens.
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A andlise da expressdo de citocinas demonstrou que camundongos WT submetidos ao jejum

de 24 horas apresentam maior expressao de IL-6 (Figuras 5A e 5D) e IL-18 (Figuras 5B e 5E) nos
tecidos eWAT e iWAT. Além disso, a IL-10 (Figuras 5F) apresentou-se também aumentada no iwAT

de camundongos WT submetidos ao jejum. Curiosamente, a expressdo dessas citocinas no tecido

adiposo de camundongos TNFR 1" ndo alteraram apos o jejum, exceto a expressao de IL-10 que se

apresentou ainda menor nos animais TNFR1* (Figuras 5C e 5F).

eWAT

IWAT

IL-6 IL-18

Reletave mRNA expression
IS
1
A
Reletave mRNA expression
N
Il
—
—a =
"

. . T axa =
] ? o

£

g s =

Reletave mRNA expression

IL-10

TIE

Reletave mRNA expression

]
Reletave mRNA expression

&=

oin -

IL-18 IL-10
p=0.057 15

IR

[l
u *

P
Reletave mRNA expression
>
1

i . a

L] = s 0L

T ' O—T—T—T1
ctl 24h ctl 24h ctl 24h ctl 24h

Wild type TNFR1+ Wild type TNFR1+

T | L
ctl_24h ctl 24h

Wild type TNFR1 ™

T T T
ctl_24h ctl 24h

T T T T T
ctl_24h ctl _24h ctl_24h ctl _24h

Wild type TNFR1

Wild type TNFR1 7

Wild type TNFR1 7

Figura 5. Participacdo da sinalizagdo do TNF na expressdo de citocinas induzidas pelo jejum. Camundongos WT e
TNFR1” foram submetidos (24h) ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. As figuras A-C se referem a expressdo de citocinas no
eWAT, incluindo: IL-6(A) IL-18, (B) e IL-10 (C). As figuras D-F se referem a expressao de citocinas no iWAT, incluindo:
IL-6(D) IL-18, (E) e IL-10 (F). Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n= 3-8. p<0,05
representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum vs controle e p<0,05 representado por # se

refere a diferenca entre linhagens.
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Devido a falta de responsividade dos camundongos TNFR1" ao desafio do jejum de 24h
decidimos ampliar o tempo de jejum para 48h a fim de verificar se, mesmo com a extensao do periodo
de jejum, os animais knockout ainda manteriam a resisténcia a perda de adiposidade. O peso corporal
de camundongos WT e TNFR 1" diminuiu ap6s 48 horas de jejum (Figura 6A). Entretanto, apenas os
animais WT, ap6s 48h de jejum, apresentaram menor indice de adiposidade (Figura 6B). Apesar

disso, ambas as linhagens apresentaram niveis elevados de FFA apo6s o jejum de 48h (Figura 6C).
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Figura 6. Camundongos com auséncia de sinalizagdo do TNF sao resistentes a perda de peso corporal e adiposidade
induzida pelo jejum de 48h. Camundongos WT € TNFR1” foram submetidos ou ndo (ctl) ao jejum de 24h ou 48h. Peso
corporal (A), indice de adiposidade (B) e concentragdes séricas de FFA (C). Os graficos representam os valores médios
+ erro padrao a média (SEM), n=4-8. p <0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum
vs controle e p< 0,05 representado por # se refere a diferenga entre linhagens.
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O aumento do tempo de jejum nos animais WT intensificou a redugdo do peso e da area média
de adipocitos dos tecidos eWAT e iWAT (Figuras 7A, 7B, 7D, 7E). Claramente, o jejum de 48h nos
camundongos WT aumentou a porcentagem de adip6citos menores (Figuras 7C e 7F). Por outro lado,
o jejum de 48h nos camundongos TNFR1” ndo induziu a perda de adiposidade no sitio visceral e
subcutaneo (Figuras 7A, 7B, 7D, 7E), apesar de aumentar o percentual de adipdcitos menores no

eWAT (Figura 7C).
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Figura 7. Camundongos com auséncia de sinalizagdo do TNF sdo resistentes a redugdo do peso dos tecidos eWAT e
iWAT induzida pelo jejum de 48h. Camundongos WT e TNFR 1" foram submetidos ou ndo (ctl) ao jejum de 24h ou 48h.
As figuras A-C referem-se as analises do eWAT, incluindo: Peso do tecido (A), area de adipécitos(B), distribuicao da
area de adipdcitos (C) e imagens de cortes histologicos representativos (D). As figuras D-F referem-se as analises do
iWAT, incluindo: peso do tecido(E), area de adipécitos(F), distribuicao da area de adipécitos (G) e imagens de cortes
histologicos representativas(H). Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n=4-8. p <
0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre o protocolo de jejum vs controle e p< 0,05 representado por #
se refere a diferenga entre linhagens.
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Nao observamos diferenca na intensidade de florescéncia da tirosina hidroxilase no eWAT
dos camundongos WT quando submetidos ao jejum. Curiosamente, camundongos TNFRI1*
apresentaram maior intensidade de florescéncia de tirosina hidroxilase no eWAT em comparacdo aos
animais selvagens (Figura 8A e 8B), sem efeito aparente determinado pelo jejum. No sitio subcutaneo
de ambas as linhagens submetidas ao jejum foi identificado o aumento da intensidade de florescéncia
da tirosina hidroxilase (Figura 8C). As imagens representativas sdo apresentadas nas figuras 8§ B e

&D.
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Figura 8. Jejum e auséncia de sinalizagdo do TNF modulam o conteudo de tirosina hidroxilase no tecido adiposo. Os
camundongos WT e TNFR™ foram submetidos ao ndo (ctl) ao jejum de 24h. As figuras A e B referem-se as analises do
eWAT, incluindo: Intensidade de florescéncia de tirosina hidroxilase (A) e imagem representativa de laminas de
imunofluorescéncia (B). As figuras C e D referem-se as analises do iWAT, incluindo: Intensidade de florescéncia de
tirosina hidroxilase (C) e imagem representativa de ldminas de imunofluorescéncia (D). Os graficos representam os
valores médios + erro padrao a média (SEM), n= 2-4. p < 0,05 representado por * se refere a diferenca estatistica entre
CL316,243 vs PBS e p< 0,05 representado por # se refere a diferenca entre linhagens.
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Camundongos selvagens submetidos ao jejum de 24h apresentaram maior intensidade de
florescéncia do B3-AR no tecido adiposo epididimal (Figura 9A e 9B) e subcutaneo (Figura 9C e 9D)
em relacdo aos animais WT controle. Houve aumento da intensidade de florescéncia do $3-AR no
sitio visceral de camundongos TNFR1"-em comparagao aos animais WT do grupo controle. Sob o
estimulo do jejum, o grupo TNFR1--24h apresentou menor intensidade de florescéncia de f3-AR em
relacdo aos camundongos TNFR 1" controle (Figura 9A). No tecido adiposo subcutaneo a intensidade
de florescéncia de B3-AR manteve-se inalterada em camundongos TNFR1* submetidos ao jejum

(Figura 9C). As imagens representativas das laminas de imunofluorescéncia sdo apresentadas nas

figuras 9B e 9D.
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Figura 9. Auséncia de sinalizagdo do TNF o altera o contetido de f3-AR no tecido adiposo. Os camundongos WT e
TNFR™ foram submetidos ao ndo (ctl) ao jejum de 24h. As figuras A e B referem-se as anélises do eWAT, incluindo:
Intensidade de florescéncia de B3-AR (A) e imagem representativa de laminas de imunofluorescéncia (B). As figuras C
e D referem-se as analises do iWAT, incluindo: Intensidade de florescéncia de f3-AR (C) e imagem representativa de
laminas de imunofluorescéncia (D). Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n=2-4. p
< 0,05 representado por * se refere a diferencga estatistica entre CL316,243 vs PBS e p< 0,05 representado por # se refere

a diferenca entre linhagens.
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5.2 A via do TNF participa da reducio do tecido adiposo induzida por CL316,243.

Os resultados obtidos a partir dos experimentos que utilizaram da estratégia do jejum como
indutor do remodelamento do tecido adiposo, evidenciam a participagdo da via do TNF no
remodelamento do tecido adiposo in vivo. Para melhor compreender, utilizamos também uma
estratégia farmacoldgica que mimetiza a sinalizagdo simpatica por meio do tratamento com
CL316,243, um agonista do f3-AR. Realizamos um experimento ex vivo onde fragmentos dos tecidos
eWAT e iWAT foram incubados com CL316,243 ¢ com o inibidor do TNF, o infliximab. Tanto os
fragmentos do eWAT quanto de iWAT estimulados com o CL316,243 apresentaram maiores
concentragdes de glicerol no meio de cultura em comparacao aos fragmentos de tecidos adiposos nao
estimulados (Figuras 10A e 10F). O tratamento com infliximab inibiu a lip6lise estimulada pelo
CL316,243 apenas no sitio subcutaneo (Figura 10A e 10F). Os fragmentos de eWAT e iWAT
estimulados com o CL316,243 apresentaram aumento na expressdo de TNF e IL-6. Por outro lado,
os fragmentos de eWAT tratados com infliximab e estimulados com o CL316,243 ndo apresentaram
esse aumento (Figuras 10B e 10C). O iWAT tratado com infliximab e estimulados com CL316,243
apresentou aumento na expressdao de IL-6, mas ndo na expressao de TNF (Figuras 10G e¢ 10H). O
estimulo com o0 CL316,243 em ambos os sitios de tecidos adiposos ndo alterou a expressao de IL-18
(Figuras 10D e 101) e de IL-10 (Figuras 10E e 10H). Da mesma forma, o tratamento com infliximab

ndo repercutiu em alteracdo na expressao dessas citocinas.
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Figura 10. Experimento ex vivo para avaliar o efeito do CL316,243 e o inibidor do TNF na mobilizagdo de gordura e
expressao de citocinas. Os fragmentos de eWAT e iWAT foram tratados com infliximab ou veiculo e estimulados (+) ou
ndo (-) com CL316,243. As figuras A-E referem-se as andlises do eWAT, incluindo: concentra¢des de glicerol em meio
de cultura(A), expressao de TNF (B), IL-6 (C), IL-18 (D) e IL-10 (E). As figuras F-J referem-se as analises do iWAT,
incluindo: concentra¢des de glicerol em meio de cultura(F), expressdo de TNF (G), IL-6 (H), IL-18 (I) e IL-10(J). Os
graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n= 4-8. p < 0,05 representado por * se refere a
diferenca estatistica entre basal (-) vs estimulado pelo CL316,243 (+) e p< 0,05 representado por # se refere a diferenga
entre veiculo e infliximab.
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Baseado nas evidéncias do experimento ex vivo decidimos avaliar in vivo o papel do TNF na
reducdo de adiposidade induzida pelo CL316,243. Para isso tratamos camundongos WT e TNFR1-
com CL316,243 ou PBS. Os animais WT tratados com o agonista 33-AR apresentaram redu¢ao peso
(Figura 11A) e na area dos adipocitos (Figura 10B) do eWAT. Houve aumento na frequéncia de
adipocitos menores no eWAT de camundongos (Figura 11C). J4 no sitio subcutineo dos
camundongos WT tratados com o agonista de f3-AR, o peso do tecido apresentou tendéncia de
reducdo (p= 0,0510) e a area dos adipocitos diminuiu (Figuras 11D e 11E) sem alterar a frequéncia
no tamanho das células adiposas (Figura 11F). Em contraste, os camundongos TNFR1-tratados com
CL316,243 foram resistentes a redugdo, tanto relativo ao peso como da area de adipdcitos dos tecidos

eWAT e iWAT (Figuras 11A, 11B, 11C, 11E, 11F e 11G).
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Figura 11. Auséncia de sinalizacdo do TNF inibe a redugdo do eWAT e iWAT induzida pelo tratamento com o
CL316,243. Os camundongos WT e TNFR* foram tratados com PBS ou CL316,243. As figuras A-C referem-se as
analises do eWAT, incluindo: peso do tecido (A), area de adipdcitos (B), distribuigdo da area de adipdcitos (C). As figuras
D-F referem-se as analises do iWAT, incluindo peso do tecido (D), area de adipocitos(E), distribuigdo da area de
adipdcitos (F). Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n=4-8. P < 0,05 representado
por * se refere a diferenca estatistica entre CL316,243 vs PBS e p< 0,05 representado por # se refere a diferenga entre
linhagens.
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Os camundongos WT tratados com CL316,243 ndo apresentaram aumento na expressao de
TNF no eWAT (Figura 12A), mas apresentaram aumento dessa citocina no sitio iWAT (Figura 13E).
A maior expressao de IL-6 foi observada tanto no sitio visceral (Figura 12B) como no subcutaneo
(Figura 12F). Camundongos TNFR1" ndo responderam ao estimulo com CL316,243 na expressao
de IL-6 em ambos os tecidos adiposos (Figuras 12B e 12F). Nao observamos diferenca estatistica
entre os grupos experimentas na expressdo de IL-18 (Figuras 12C e 12G) e IL-10 (Figuras 12D e
12H).
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Figura 12. Auséncia de sinalizagdo do TNF inibe a expressdo de IL-6 induzidas pelo tratamento com o CL316,243. Os
camundongos WT e TNFR™ foram tratados com PBS ou CL316,243. Expressao no eWAT de TNF(A), IL-6(B), IL-18
(C) e IL-10 (D) e expressao no iWAT de TNF(E), IL-6(F), IL-18 (G) e IL-10(H). Os graficos representam os valores
médios =+ erro padrao a média (SEM), n=4-8. p < 0,05 representado por * se refere a diferenca estatistica entre CL316,243
vs PBS e p< 0,05 representado por # se refere a diferenga entre linhagens.
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5.3 O tratamento com anti-TNF, infliximab, inibe a reducio de adiposidade induzida pelo jejum
e diminui o numero de macrofagos residentes no tecido.

Com o objetivo de confirmar os achados evidenciados nos animais com delecao para o TNFR1
e verificar algumas populacdes celulares no WAT de animais submetidos ao jejum, utilizamos de
outra estratégia experimental, dessa vez, farmacoldgica. Assim, tratamos camundongos C57Bl/6 com
o anti-TNF, infliximab e o submetemos ao jejum de 48h. Como esperado, os camundongos tratados
com PBS e submetidos ao jejum de 48h reduziram o peso dos tecidos eWAT e iWAT (Figuras 13A
e 13F). Por outro lado, os animais tratados com infliximab permaneceram resistentes a reducao de
adiposidade induzida pelo jejum (Figuras 13A e 13F). Nao observamos alteragdes nas populacdes de
eosinofilos (Figura 13B), macrofagos totais (Figura 13C), macréfagos residentes (Figura 13D) ou
macrofagos recrutados no eWAT (Figura 13E), tanto no contexto do jejum de 48h como decorrente
do tratamento com anti-TNF. Por outro lado, no sitio inguinal observamos que camundongos
desafiados com jejum apresentam reducdo no nimero de eosinofilos (Figura 13G), o que ndo foi
revertido pelo tratamento com anti-TNF. Além disso, nesse sitio observamos aumento no numero de
macrofagos residentes (Figura 131) e tendéncia de aumento no nimero de macrofagos recrutados
(Figura 13J) induzido pelo jejum. Os camundongos tratados com infliximab ndo alteraram o nlimero

de macrofagos totais ou residentes (Figura 131 e 137J).
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Figura 13. Tratamento com anti-TNF inibe a redugo de adiposidade e o nimero de macrofagos residentes induzido pelo
jejum. Os camundongos C57BL/6 foram tratados com PBS ou infliximab e submetidos (48h) ou ndo (ctl) ao jejum de
48h. As figuras A-E referem-se as analises do eWAT, incluindo: Peso do tecido(A), eosinofilos(B), macrofagos totais (C)
e macrofagos residentes (D) e macrofagos recrutados(E). As figuras F-J referem-se as andlises do iWAT, incluindo: peso
do tecido (F), eosinodfilos (G), macréfagos totais (H), macrofagos residentes(I) e macrofagos recrutados (J). Os graficos
representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n= 4-8. P < 0,05 representado por * se refere a diferenga
estatistica entre jejum vs controle e p< 0,05 representado por # se refere a diferenca entre PBS e infliximab.
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5.4 Maior expressao do TNFR1 correlaciona com maior expressao de lipases no tecido adiposo
de humanos.

Avaliamos em 53 pacientes com obesidade grave, que foram submetidos a cirurgia bariatrica
para perda de peso, as correlagdes entre a expressao do TNFR1 no oWAT e sWAT (prévio a cirurgia)
com marcadores antropométricos antes e um ano apos a cirurgia. A média de idade dos pacientes
avaliados foi de 49,6+1,5 anos e a maioria do sexo feminino (81%). A tabela 2 apresenta os dados
clinicos e metabolicos dos pacientes pré e um ano apds a cirurgia bariatrica. A intervengao cirurgica
reduziu o peso corporal, o IMC, a gordura corporal, a massa muscular, a glicemia e insulinemia de

jejum e a HbAlc.

Tabela 2. Dados clinicos e metabdlicos de pacientes com obesidade grave submetidos a cirurgia
bariatrica.

Variaveis Pré-cirurgia Pos 1 ano da cirurgia Valor de p
bariatrica bariatrica
Peso Corporal 126,6 £ 3,2 90,5 + 3,1 <0,0001
(Kg)
IMC (kg/m?) 46,4+ 1,2 33,1+ 1,0 <0,0001
Gordura 60,3+2,0 372+23 <0,0001
Corporal (Kg)
Massa Muscular 62,4 +2,1 54,1 +2,0 <0,0001
(Kg)
Glicose de jejum 6,3+0,2 49+0,1 <0,0001
(mmol/l)
Insulina de jejum 21,2+22 8,3+0,7 <0,0001
meuy;
HbAlc (%) 6,05+ 0,1 5,4+0,1 <0,0001

P<0,0001 difere estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney
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Identificamos em tecidos adiposos de individuos com obesidade (amostras provenientes de
um banco biolégico do grupo de pesquisa da Dra. Karine Clement, da Universidade Pierre et Marie
Curie, Franga, colaboradora desse trabalho) a correlacdo entre 0 TNFR1 e a expressdo de lipases e
citocinas. De forma consistente, verificamos que a expressdo do TNFR1 no sWAT se correlaciona
fortemente com a expressao da ATGL (r=0,9143), da HSL (r=0,9991), da adiponectina (r=1) e da

leptina (r=0,9999), correlacdes essas nao observadas no tecido adiposo visceral, o omental (Figura
14).
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Figura 14. TNF se correlaciona com a expressao de lipases e adipocinas no WAT de individuos com obesidade. Matriz
de correlagdo entre a expressdo do TNF e a expressdo das lipases ATGL e HSL, além das adiponectina e leptina nos
tecidos adiposos omental (0OWAT) e subcutdneo (sWAT) de humanos com obesidade grave, n=53. * refere-se a P <0,05.
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Nao houve diferenca estatistica nas correlacdes da expressdao do TNFR1 no oWAT e sWAT
com IMC, peso corpora, gordura corporal, massa muscular e compartimentos de gordura visceral ou
subcutanea antes e ap0s a intervencao cirurgica (Figura 15A). Como a via do TNF esta relacionada
com resisténcia a insulina na obesidade, também analisamos a correlagdo entre a expressdo do TNFR1
no WAT com marcadores relacionados a resisténcia insulina. Nao observamos nenhuma correlagao
estatistica entre 0 TNFR1 e os marcadores de resisténcia a insulina avaliados um ano apoés cirurgia,

que incluiram a glicemia, insulinemia e HbA1C (Figura 15B).
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Figura 15. Expressdo do TNFR1 em tecido adiposo de individuos com obesidade se correlaciona com perda de peso e
gordura corporal ap6s cirurgia baridtrica. Matriz de correlagdo de Spearman entre a expressdo do TNFR1 no oWAT e no
SWAT com IMC, peso corporal, perda de peso, gordura corporal, perda de peso, perda de massa muscular, e perda de
massa muscular, percentual de gordura androide, percentual de perda de gordura androide, percentual de gordura ginoide
e percentual de perda de gordura ginoide de pacientes com obesidade um ano apds a cirurgia bariatrica (A). Matriz de
correlagdo de Spearman entre a expressdo do TNFRI1 no oWAT no sWAT com glicemia, insulidemia e hemoglobina
glicada de pacientes com obesidade um ano apos a cirurgia bariatrica (B), n=53. * refere-se a P < 0,05.
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5.5 A IL-18 nao participa na reducio do tecido adiposo induzida pelo déficit calorico

Nossos achados demonstraram que a IL-18 ¢ uma citocina com expressdo aumentada nos
tecidos eWAT e iWAT de camundongos WT apo6s o jejum (Figuras 5B e SE). Assim, para determinar
se a [L-18 ¢ relevante para a perda do tecido adiposo induzida pelo jejum, submetemos camundongos
knockout para a IL18, IL-18", a 24 horas de jejum. Esses animais apresentaram redug¢@o no peso
corporal (Figura 16A), no indice de adiposidade (Figura 16B), no peso do eWAT (Figura 16C) e no
peso do iWAT (Figura 16D) similar aos camundongos WT.
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Figura 16. A IL-18 ndo participa na redug@o de adiposidade induzida pelo jejum. Os camundongos WT e IL-18"foram
submetidos ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. Peso corporal(B), indice de adiposidade(C), peso do eWAT (E) e peso do iWAT.
Os graficos representam os valores médios + erro padrdo a média (SEM), n=8. P < 0,05 representado por * se refere
diferenga estatistica entre jejum vs controle e p< 0,05 representado por # se refere a diferenga entre linhagens.
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Assim como os camundongos WT, os animais knockouts para IL-18"- submetidos ao jejum
também apresentaram reducdo na area de adipoécitos do eWAT e iWAT (Figuras 17A e
17D). Camundongos knockouts para IL-18" submetidos ao jejum apresentaram aumento na
frequéncia de adipdcitos menores no eWAT (Figura 17B), o que ndo foi observado no iWAT (Figura

17E). As imagens representativas das laminas histologicas sdo apresentadas nas Figuras 17C e 17F.
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Figura 17. A IL-18 ndo participa da redugdo da area de adipocitos induzida pelo jejum. Os camundongos WT e IL-18"
foram submetidos (24h) ou néo (ctl) ao jejum de 24h. As figuras A-C referem-se as analises do eWAT, incluindo: area
de adipocitos (A), distribuicdo da area de adipdcitos (B) e imagens de cortes histologicos representativos (C). As figuras
D-F referem-se as analises do iWAT, incluindo: area de adipdcitos (D), distribui¢do da area de adipdcitos (E) e imagens
de cortes histologicos representativas (F). Os graficos representam os valores médios =+ erro padrao a média (SEM), n=
4-8. p < 0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre jejum vs controle e p< 0,05 representado por # se
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Camundongo IL-18"submetidos ao jejum ndo aumentaram as concentragdes séricas de FFA
(Figura 18A), mas apresentaram reducdo nas concentracdes s€ricas de leptina (Figura 18B), similar
ao observado nos animais WT. Além disso, identificamos que os camundongos IL-18" controle
apresentam maior expressdo de TNF no tecido visceral (Figura 18C) e subcutaneo (Figura 18D)

entretanto, sem alteracdo desencadeada pelo jejum de 24h.
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Figura 18. Concentracdes séricas de FFA e leptina e expressdo de TNF de camundongos IL-18"submetidos ou ndo ao
jejum. Os camundongos WT e IL-18"foram submetidos ou ndo (ctl) ao jejum de 24h. Concentragdes séricas de FFA(A)
e leptina(B), expressdo de TNF no eWAT(C) e iWAT (D). Os graficos representam os valores médios + erro padrao a
média (SEM), n= 4-8. p < 0,05 representado por * se refere diferenga estatistica entre jejum vs controle e p< 0,05
representado por # se refere a diferenca entre linhagens.
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Adicionalmente, na mesma coorte de pacientes em que avaliamos a expressao de TNFR1 no
oWAT e sWAT, analisamos as correlagdes entre a expressdo da IL-18 com a expressdo da ATGL, da
HSL, da leptina e da adiponectina. A expressdo da IL-18 no oWAT se correlaciona fortemente com
a expressdo da ATGL (r=0,8884), da HSL (r=0,8887, da adiponectina (r=0,8857) e da leptina
(r=0,8897). No sitio subcutaneo a expressao da IL-18 se correlaciona com a expressdao de ATGL,

(r=0,5523), adiponectina (r=0,9999) e leptina (r=0,9999) (Figura 19).
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Figura 19. IL-18 se correlaciona com a expressao de lipases e adipocinas no WAT de individuos com obesidade. Matriz
de correlagdo entre a expressdo da IL-18 e a expressdo das lipases ATGL e HSL, além das adiponectina e leptina nos
tecidos adiposos omental (0OWAT) e subcutdneo (sWAT) de humanos com obesidade grave, n=53. * refere-se a P <0,05.
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Dado a forte correlacdo entre a expressdo IL-18 e a expressdo das lipases no WAT de
individuos com obesidade decidimos correlacionar a expressdo da IL-18 no WAT pré cirurgia
baridtrica com dados antropométricos apdés um ano da intervencdo cirurgica. Nao identificamos
diferengas estatistica quanto as correlacdes da expressdo da IL-18 tanto no sitio visceral € como no
subcutaneo com os marcadores antropométricos IMC, peso corporal, perda de peso corporal, gordura
corporal, perda de gordura corporal, gordura androide, perda de gordura androide, gordura ginoide e
perda de gordura ginoide (Figura 20A) ou marcadores metabolicos como a glicose, insulina e HB1c

(Figura 20B).
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Figura 20. Expressdo da IL-18 em tecido adiposo de individuos obesos ndo se correlaciona com perda de peso, gordura
corporal ou marcadores metabolicos apods cirurgia bariatrica. Matriz de correlagdo de Spearman entre a expressao da IL-
18 no oWAT e no SWAT com IMC, peso corporal, perda de peso, gordura corporal, perda de peso, perda de massa
muscular, e perda de massa muscular, percentual de gordura androide, percentual de perda de gordura androide, percentual
de gordura ginecoide e percentual de perda de gordura ginecoide de pacientes com obesidade um ano apds a cirurgia
bariatrica (A). Matriz de correlagdo de Spearman entre a expressdo da IL-18 no oWAT no sWAT com glicemia,
insulidemia e hemoglobina glicada de pacientes com obesidade um ano apds a cirurgia bariatrica (B), n=53. * refere-se a
P <0,05.



64

6 DISCUSSAO

O tecido adiposo ¢ um 6rgdo dindmico capaz se remodelar em tamanho de acordo com a
demanda energética ou necessidade de armazenamento de energia. Situagdes como o jejum e a
restri¢do alimentar, seja oriunda da inibi¢do da ingestdo alimentar voluntéria ou ainda decorrente da
cirurgia bariatrica, estimulam o fornecimento de energia por meio da clivagem dos TG armazenados
nos adipdcitos levando a redugio do WAT (SECOR; CAREY, 2016). E muito bem estabelecido que
a mobilizacdo de TG dos adipocitos ocorre por meio do estimulo simpatico (MIGLIORINI et
al.,1997) mas evidéncias recentes também apontam que mediadores inflamatdrios atuam de maneira
acessoria para que a redugdo de adiposidade aconteca (ASTERHOLM et al., 2012; FLACH et al.,
2013; KOSTELI et al., 2010; LACERDA et al., 2019;2020). No presente trabalho, investigamos o
papel do TNF e da IL-18 na perda de adiposidade induzida por restricdo alimentar. Nosso estudo
demonstrou que a sinalizacdo de TNF desempenha papel relevante na redugdo dos tecidos viscerais
e subcutaneos, com proeminéncia no ultimo, induzida pelo jejum em camundongos. A via do TNF
parece influenciar “in vivo” a via lipolitica e outras citocinas no WAT, modulando assim o
remodelamento do tecido adiposo. De forma interessante, demonstramos que a maior expressdao do
TNFRI1 no tecido adiposo de individuos com obesidade grave relaciona com a maior perda de peso e
gordura corporal um ano apds a cirurgia bariatrica. Por outro lado, apesar da IL-18 estar aumentada
no WAT apds o desafio do jejum, essa citocina ndo participa da reducao de adiposidade induzida pelo
jejum (em modelo animal) ou cirurgia bariatrica. Além disso, os camundongos knockout para IL-18
respondem ao jejum de forma similar a animais selvagens. Esses dados reforgam a nossa hipotese do
efeito citocina-especifico desempenhado pelo TNF na reducao de adiposidade induzida pela restri¢ao
alimentar em modelos animais e em humanos.

No presente trabalho demonstramos por diferentes vias, incluindo a analise de camundongos
knockout para TNFR1 ou ainda em animais tratados com um anti-TNF que eles apresentam
resisténcia para a reducdo de adiposidade induzida pelo jejum. A resposta observada, mesmo em
animais em jejum por periodo prolongado, 48h, em animais knockout para TNFRI instiga o
questionamento se essa resisténcia a redu¢do de adiposidade seria decorrente da auséncia do TNFR1
per si ou pelo fato dos animais knockout possuirem alteracdes adjacentes a dele¢do do TNFR1. Por
nascerem com o gene silenciado, os camundongos knockout podem possuir algumas alteragdes que
ndo sejam relacionadas a dele¢do do gene estudado (EISENER-DORMAN; LAWRENCE;
BOLIVAR, 2009). Nesse sentido, os resultados utilizando o anticorpo inibidor da citocina, o

infliximab confirma o efeito direto do TNF no controle do remodelamento do tecido adiposo induzido
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pelo jejum. A liga¢do entre o TNF e o infliximab impede que essa citocina interaja com seus
receptores TNFR1 e TNFR2 (HORIUCHI et al., 2010). Os dados apresentados enfatizam a via
mediada pelo TNFR1 uma vez que esse receptor € o que possui maior expressao no tecido adiposo e
a sua interacdo com o TNF ¢ a responsavel pelas principais fungdes dessa citocina nesse tecido
(SETHI; HOTAMISLIGIL, 2021). Dessa forma, confirmamos por meio de analises em camundongos
knockout para o TNFR1 assim como por tratamento farmacoldgico, que a auséncia da sinalizagdo de
TNF leva a resisténcia a perda de adiposidade induzida pelo jejum.

A mobilizagio de gordura do tecido adiposo é mediada pela via lipolitica (FRUHBECK et al.,
2014). A interagdo entre a noradrenalina secretada pelas terminagdes simpaticas no tecido adiposo e
o B3-AR ¢ a via candnica da lipolise e consequente redug¢do de adiposidade induzida pelo jejum
(BARTNESS et al., 2010, 2014). Nesse sentido, o agonista seletivo do B3-AR, CL316,243 ¢
amplamente utilizado nos estudos como uma forma de mimetizar a sinalizagdo simpatica e a lipolise
no WAT (GRANNEMAN et al., 2005; MOTTILLO; XIANG; GRANNEMAN, 2007). No presente
trabalho demonstramos que, assim como no jejum, os camundongos knockout para TNFR1 sao
resistentes ao remodelamento do WAT induzido pelo CL316,243. Esse dado, mais uma vez,
corrobora com a ideia de que a auséncia da sinalizagcdo da via do TNF, compromete a redugdo de
adiposidade.

O aumento de citocinas no WAT ¢ descrito em situagcdes como o exercicio € a exposi¢do ao
frio (ARGILES et al., 1997, ASTERHOLM et al., 2012; LACERDA et al.,2019, 2020; TSOLI,
SWARBRICK; ROBERTSON, 2016). Além disso, existe uma resposta inflamatdria no tecido
adiposo decorrente do jejum ou estimulo com CL316,243 (LACERDA et al., 2019, 2020; KOSTELI
etal.,2010; ASTERHOLM et al.,2012) evidenciada pelo aumento na expressdo de proteinas de fase
aguda, das concentragdes de citocinas, em especial o TNF, e do numero de neutrofilos e de
macrofagos no WAT (ASTERHOLM et al., 2012; KOSTELI et al., 2010; LACERDA et al., 2020).
A baixa disponibilidade de nutrientes parece induzir uma resposta inflamatdria acessoria no tecido
adiposo para que ocorra a reducdo de adiposidade afim de fornecer substrato energético para o
organismo, sendo aqui destacado que a via do TNF parece ser parte reguladora importante desse
remodelamento do WAT.

A perda de adiposidade induzida pelo jejum envolve a ativagdo das lipases HSL e ATGL
(FRUHBECK et al., 2014). Com isso, ocorre a clivagem dos triglicérides em FFA e glicerol que serdo
transportados para fora do tecido adiposo reduzindo o seu tamanho (BAMSHAD et al., 1998;
BARTNESS et al., 2010). Apesar dos camundongos knockout para o TNFR 1 apresentarem aumento
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nas concentracdes plasmaticas de FFA sob o estimulo do jejum, esses animais mostraram-se com
menor expressdo da ATGL e da HSL no sitio subcutdneo. O aumento do tonus simpético e a
sinalizacdo via o B3-AR sdo a via classica de ativacdo da ATGL e da HSL no jejum (BARTNESS et
al., 2014) adicionalmente, o TNF também gera um estimulo lipolitico, conforme ja demonstrado in
vitro. Consistentemente, o silenciamento da ATGL e HSL nessas células reduz esse estimulo
lipolitico dessa citocina (YANG et al., 2011). Nosso trabalho respalda o efeito mediado pelo TNF na
lipdlise in vivo por meio da modulagdo da expressdo das lipases no tecido adiposo, em especial no
sitio subcutaneo.

Com o objetivo de compreender melhor a modulagao do TNF sob a via lipolitica durante o
jejum, quantificamos o contetido de tirosina hidroxilase no WAT. Curiosamente, evidenciamos que o
eWAT de camundongos TNFR 1 apresentaram maior contetido de tirosina hidroxilase em relagdo aos
animais selvagens. Sob estimulo de jejum, ndo observamos alteracdo da enzima, tanto em animais
selvagens como com deficiéncia no receptor 1 do TNF. Por outro lado, no iWAT de ambas as
linhagens desafiadas com o jejum a tirosina hidroxilase apresentou-se aumentada. Essa enzima ¢
responsavel por sintetizar catecolaminas e estd presente nos nervos simpaticos do WAT (DUNKLEY
et al.,2019). Por isso, ela ¢ utilizada para identificar a inervagdo simpatica nesse tecido (CHI et al.,
2018). A inervagdo simpatica dos camundongos TNFRI1" submetidos ao jejum aparenta estar
funcionante. Assim ¢ sugerido que o tecido adiposo, em especial o iWAT, dos camundongos com
auséncia de sinalizagdo do TNF poderiam ter algum comprometimento a nivel do receptor $3-AR,
que, por sua vez, estaria relacionado a resisténcia a redu¢ao de adiposidade induzida pelo jejum. Tanto
0 eWAT quanto o iWAT dos camundongos selvagens desafiados com o jejum apresentaram aumento
do B3-AR. Em contrapartida, identificamos que o iWAT dos camundongos TNFFR1--submetidos ao
jejum ndo apresentou esse aumento do B3-AR. De forma condizente, demonstramos em nosso
experimento ex-vivo que apenas os fragmentos de iWAT tratados com infliximab ndo apresentaram
aumento de glicerol sob o estimulo do CL316,243. Apesar de ja ser demonstrado que durante a
sobrecarga de nutrientes o0 TNF reduz a expressao do f3-AR no WAT (VALENTINE et al.,2022),
durante a escassez energética ou a sua mimetizagao, a sinalizagdo do TNF parece controlar o conteudo
de B3-AR para favorecer a mobilizagdo de gordura e reducdo de adiposidade, em especial a
subcutanea.

Curiosamente, em contraponto a maior intensidade de florescéncia do f3-AR nos animais
TNFR1”, esses ndo apresentaram reducao do tecido adiposo quando submetidos ao jejum. Um outro

mecanismo de controle da lipolise no WAT ¢ via a inibi¢do da mobiliza¢ao de gordura pelo a2-AR



67

(MAURIEGE et al 1995). O tratamento com agonista seletivo do a2-AR, dexmedetomidina reduz o
TNF seja em camundongos estimulados com LPS ou em pacientes criticos (YANG et al., 2019; YEH
etal., 2018). Assim, especulamos que o TNFR1 poderia modular o a2-AR no eWAT de camundongos
fazendo com que o tecido ndo se remodele mediante a baixa disponibilidade de nutrientes, todavia,
sd0 necessarios mais estudos para comprovar essa hipotese.

A sinalizacdo do TNF via seu receptor TNFR1 promove a translocacdo do fator de transcri¢ao
NFkB para o nucleo estimulando a secre¢do de IL-6 e ativando o inflamassoma que culmina na
liberagdo de IL1p e IL-18. Além disso, essa sinalizacdo reduz a expressao de IL-10 (FURUOKA et
al.,2016). Em concordancia com dados prévios (ASTERHOLM et al., 2012; LACERDA etal., 2019),
verificamos que animais submetidos ao jejum aumentam as citocinas TNF, IL-6 e IL-18 tanto no
eWAT quanto no iWAT, sendo que no iWAT também observamos aumento do IL-10.
Adicionalmente, camundongos selvagens tratados com o CL316,243 também apresentam aumento
de TNF e IL-6 tanto no sitio subcutdneo como no visceral. Por outro lado, na auséncia da sinaliza¢ao
do TNF ndo ocorre aumento da expressao dessas citocinas seja quando estimulados com o jejum ou
com o CL316,243. Assim, ¢ possivel que o TNF tenha um efeito pleiotdpico modulando a expressao
de outras citocinas para que, por sua vez, apresentem efeito acessorio para a redugdo do tecido adiposo
estimulada pelo jejum. O aumento de mediadores inflamatérios no WAT também ocorre na
mimetiza¢do farmacologica do jejum, com estimulo do CL316,243, assim como ocorre o aumento de
macrofagos no WAT (KOSTELI et al., 2010; MOTTILLO; XIANG; GRANNEMAN, 2007).
Consistente com esses dados, o jejum aumenta a populacao de macroéfagos CD45 CD64* TIM4* e na
auséncia do TNF, reduz essa populacdo no iWAT. Cox e colaboradores (2021) demonstraram que os
macrofagos CD45* CD64* TIM4* controlam o acumulo de gordura no WAT mediante o estimulo de
dieta rica em gordura saturada (COX et al., 2021). Em contrapartida, a baixa disponibilidade
energética que o jejum ou a sua mimetiza¢ao farmacoldgica induz aumenta os macréfagos no WAT
que regulam a lipolise (KOSTELI et al., 2010; MOTTILLO; XIANG; GRANNEMAN, 2007). Essas
células imunolodgicas foram identificadas com a marcacao geral de macréfagos F4/80. Nosso trabalho
complementa a ideia de que as células CD45* CD64* TIM4* possam estar envolvidas no controle da
reducdo de gordura no tecido adiposo subcutaneo sob o estimulo do jejum onde o TNF parece ser um
dos moduladores das populagdes de macrofagos CD45° CD64+ TIM4+, com consequente controle da
adiposidade.

Baseado em nossos dados pré-clinicos decidimos investigar em uma abordagem translacional

o papel do TNFR1 no remodelamento do WAT. A expressdo do TNFR1 se correlacionou fortemente
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com a expressao da ATGL, da HSL, da leptina e da adiponectina apenas no sWAT de pacientes com
obesidade grave. Por outro lado, ndo identificamos correlagdes com a expressdao do TNFR1 no oWAT
ou sSWAT dos pacientes com obesidade grave com a perda de peso e gordura corporal um ano apos a
cirurgia bariatrica. Pacientes submetidos a cirurgia bariatrica apresentam maior perda de adiposidade
visceral em relacdo a gordura subcutinea (HUNT et al., 2021; PONTIROLI et al., 2002).
Adicionalmente, ¢ descrito na literatura que o TNF estd aumentado no tecido adiposo de individuos
um ano apos a cirurgia bariatrica (JURETS et al.,2017). Dessa forma, sugerimos que sio necessarios
mais estudos investigando as correlagdes da expressao do TNFR1 com parametros de perda de peso e
gordura corporal apos a cirurgia bariatrica.

Conforme mencionado acima, a [L-18 esta elevada no WAT ap6s o desafio do jejum. Diante
desses achados e da falta de consenso na literatura sobre o envolvimento do IL-18 na biologia do
WAT (LINDEGAARD et al., 2013a, 2013b; MURPHY et al., 2016; NETEA et al., 2006), decidimos
investigar se essa citocina esta envolvida na redug¢do do tecido adiposo induzida pelo déficit
energético. Camundongos IL18" responderam ao desafio do jejum de maneira similar aos
camundongos WT. Tal resposta pode ser atribuida ao aumento da expressdo de TNF no eWAT e
iIWAT mesmo em camundongos IL18". Isso evidencia ainda mais a importancia da sinalizacdo do
TNF em intermediar a reducdo da adiposidade.

A expressdo da IL-18 no oWAT de individuos com obesidade se correlaciona fortemente com
a expressao de ATGL, HSL, adiponectina e leptina nesse mesmo deposito de tecido adiposo. Além
disso, nessa mesma coorte a expressdo da IL-18 no sSWAT se correlacionou fortemente com expressao
de ATGL, leptina e adiponectina do sitio subcutaneo. Apesar desses resultados a expressdo da IL-18
no tecido adiposo ndo se correlacionou com marcadores relacionados a perda de peso e gordura
corporal um ano apés a cirurgia baridtrica. Essa evidéncia clinica conjuntamente com dados pré-
clinicos suportam a ideia de que a IL-18 ndo ¢ uma citocina relevante para o remodelamento do tecido
adiposo induzido pela baixa disponibilidade energética. Por outro lado, essa citocina esta associada a
maior lipélise em contextos patoldgicos no tecido adiposo (LINDEGAARD et al., 2013b; MURPHY
et al., 2016). Contudo, esse mecanismo ndo acontece em contextos de baixa disponibilidade de
nutrientes, como jejum ou cirurgia bariatrica.

A resposta inflamatdria tem um papel importante na modula¢do da reducao de adiposidade
durante a escassez de nutrientes (LACERDA et al., 2020). Por outro lado, quando ¢ investigado a
participagdo de apenas uma citocina ou receptor na reduciao de adiposidade induzida pelo jejum ¢

observado que nem todas as moléculas sdo importantes para a perda de gordura corporal (JOESTING
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et al., 2014; PANG et al., 2010). Nesse sentido, o presente trabalho demonstra que apesar do TNF e
da IL-18 estarem aumentados no WAT sob o estimulo do jejum, apenas o TNF ¢ importante para que
a reducdo de adiposidade ocorra. Ou seja, existem alguns mediadores inflamatdrios que sdo realmente
relevantes para a redug¢do de adiposidade. Dessa forma, sugerimos que existe um efeito citocina
especifico na reducdo de adiposidade induzida pela baixa disponibilidade de nutrientes.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes a serem consideradas. Em primeiro lugar, a maioria
dos participantes nos dados clinicos eram do sexo feminino. Esses valores sdo consistentes com o
percentual de mulheres que realizam cirurgia bariatrica relatados na literatura (YOUNG; PHELAN;
NGUYEN, 2016). Em segundo lugar, ndo analisamos individuos magros e amostras de tecido adiposo
obtidas um ano ap0s a cirurgia bariatrica. Embora seja mais fécil obter biopsias do oWAT e sWAT
durante a cirurgia bariatrica, a aquisi¢do de amostras de WAT de individuos magros ou daqueles que
emagreceram ano apds a cirurgia bariatrica requer um procedimento cirirgico menor, o que pode
resultar em menor adesdo a pesquisas cientificas. Apesar disso, nossos dados clinicos sdo consistentes,
pois possuimos n amostral de 53 individuos e as correlagdes entre a expressao do TNFR1 no sWAT e
a expressdo de enzimas lipoliticas no sWAT sdo consideradas fortes. Isso indica uma possivel
participagdo do TNFRI no remodelamento no WAT induzido pela cirurgia bariatrica. Assim,
sugerimos que seria interessante analisar a expressdo do TNFR1 no WAT de individuos um ano apos

a cirurgia bariatrica para confirmar os nossos achados.
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7 CONCLUSAO

Por meio de ensaios pré-clinicos e estudo clinico identificamos que o TNF ¢ uma citocina
importante que medeia a reducao de adiposidade, induzida pelo jejum ou cirurgia bariatrica, ao passo
que a IL-18 parece ndo possuir participacao significativa (Ilustracdo 2). O papel mediador do TNF
no remodelamento do tecido adiposo durante sua redug@o acontece via a modulagdo da expressao das
lipases ATGL e HSL e do controle do contetdo do B3-AR. Adicionalmente, o TNF possui funcao
importante na resposta inflamatoria induzida pela baixa disponibilidade de nutrientes dado seu efeito
pleitropico na expressao das citocinas IL-6, IL-18 e IL-10 e na modulag@o dos macréfagos TIM4+.
Apesar da IL-18 estar aumentada no WAT sob o estimulo do jejum ela ndo possui um papel relevante
no remodelamento do WAT induzido pela escassez de nutrientes. Dessa forma, sugerimos que existe
um efeito citocina-especifico na regulacido da perda de adiposidade induzida pelo jejum ou cirurgia

bariatrica onde o TNF exerce papel chave no remodelamento do tecido adiposo.
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Hustracio 2. O TNF exerce um papel chave no remodelamento do tecido adiposo induzido pelo jejum em camundongos.
Em animais selvagens observamos que o desafio do jejum aumenta tanto o tonus simpatico como o B3-AR no WAT. Isso
aumenta a expressao das lipases ATGL e HSL que irdo clivar os TG armazenados nos adipdcitos em FFA e glicerol para
fornecer substrato energético para organismo. Além disso, identificamos também que o déficit energético induz uma
resposta inflamatoria no WAT que compreende o aumento da expressdo de TNF, IL-6, IL-18 e IL-10 e de macrofagos
TIM4+. Essa resposta inflamatoéria juntamente com a lipolise faz com que o WAT remodele diminuindo o seu tamanho
(A). J& em camundongos com auséncia de sinalizagdo do TNF seja knockout para o TNFR1 ou tratados com infliximab
observamos que o remodelamento do tecido adiposo ¢ comprometido mediante o desafio do jejum. Essa auséncia de
remodelamento do WAT ¢ devido ao efeito modulador do TNF sob o B3-AR que interfere na expressao das lipases assim
como o efeito pleitrofico dessa citocina na expressdo das citocinas 1L-10, IL-6 e IL-18 que poderiam modular os
macrofagos residentes (B). Animais com delecdo da IL-18 apresentam expressdo aumentada do TNF, por isso quando
esse camundongos sdo submetidos ao desafio do jejum eles conseguem remodelar o tecido adiposo (C).
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ANEXO A

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Participacao do receptor 1 do TNF alfa e da IL-18 na reducao de adiposidade
induzida pelo jejum", protocolo do CEUA: 16/2020 sob a responsabilidade de Adaliene Versiani Matos Ferreira que
envolve a producdo, manuten¢ao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniao de 03/03/2020.

Vigeéncia da Autorizacao

a

Finalidade

Pesquisa

*Espéciel/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central/lUFMG

*Espéciel/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central/lUFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)
Sexo masculino
Origem Laboratdrio de Gnotobiologia e Imunologia

*Espéciel/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)
Sexo masculino
Origem Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia

*Espéciel/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade 30g / 20(semanas)
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Origem Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais

9

Peso/ldade

30g / 20(semanas)

1/4
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masculino

Origem

Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia

*Espéciellinhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 259 / 20(semanas)
Sexo masculino

Origem Biotério Central

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espéciellinhagem Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central/lUFMG

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central/lUFMG

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

2/4
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*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / IL-18-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / IL-18-/-

N° de animais 9

Peso/ldade 25g / 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 18

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espéciellinhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 217

Idade 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério Central/UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6
N° de animais 36

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia
*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / IL-18-/-
N° de animais 18

Idade 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 9

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia
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*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / TNFR1-/-

N° de animais 27

Idade 20(semanas)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

Consideracoes posteriores:

08/05/2023

Pedido de Adendo Aprovado na reuniao ordinaria on-
line do dia 08/05/2023. Pedido de adendo aprovado
para inclusao de oito novos grupos experimentais,
totalizando 72 animais.

23/08/2021

Pedido de Adendo Aprovado na reuniao ordinaria on-
line do dia 23/08/2021. Adendo aprovado para a
inclusao de 2 novos grupos experimentais

23/08/2021

Pedido de Adendo Aprovado na reuniao ordinaria on-
line do dia 23/08/2021. Validade: 23/08/2021 a
22/08/2026. Adendo aprovado para a inclusao de 2
novos grupos experimentais

03/03/2020

Aprovado na reuniao do dia 02/03/2020. Validade:
02/03/2020 a 01/03/2025.

Belo Horizonte, 12/03/2024.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO B

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Participacao do receptor 1 do TNF e da IL-18 no remodelamento do tecido
adiposo induzido pelo tratamento de CL316,243", protocolo do CEUA: 22/2023 sob a responsabilidade de Adaliene
Versiani Matos Ferreira que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em

reuniao de 17/04/2023.

Vigéncia da Autorizacao

17/04/2023 a 16/04/2028

Finalidade

Pesquisa

*Espéciellinhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Centra/lUFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espéciellinhagem Camundongo Knockout / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais 9
Peso/ldade 28g / 20(semanas)
Sexo masculino
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Origem

Biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

*Espéciellinhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 289/ 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / C57BL/6
N° de animais 9

Peso/ldade 28g / 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 18

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central/lUFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6
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N° de animais 54

Idade 20(semanas)

Sexo indiferente

Origem Biotério Central/lUFMG

*Espécie/linhagem Camundongo Knockout / C57BL/6

N° de animais 36

Idade 20(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB/UFMG / COORDENADOR: Fabiola Mara
Ribeiro

Consideracoes posteriores:

17/04/2023

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia
17/04/2023. Validade: 17/04/2023 a 16/04/2028.

Belo Horizonte, 12/03/2024.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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