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RESUMO

SANTOS, Juliana Magalhaes. Papel da irisina na polarizacdo de macrofagos em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. 2021. 49 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Individuos que possuem obesidade apresentam um processo inflamatorio crénico de
baixo grau, com a presenca de grande quantidade de macrofagos classicamente ativados (M1)
no tecido adiposo. A irisina possui propriedades anti-inflamatdrias e anti diabetogénicas
podendo agir como imunomodulador de baixo grau. Nosso objetivo foi avaliar os efeitos da
irisina na polarizagdo de macro6fagos em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica.
Camundongos C57BI/6 foram divididos randomicamente em grupos controle (C) e com dieta
hiperlipidica (HL) e mantidos nas respectivas dietas por 30 semanas. Celulas derivadas da
medula déssea foram extraidas e diferenciadas em macrofagos naive (MO0), posteriormente
incubados com concentragdes de irisina 20 nM, 50 nM, LPS+IFN-y (indutor de macr6fagos
M1) ou IL-4 (indutor de macrofagos M2). O fendtipo dos macrofagos foi avaliado por
citometria de fluxo através da marcacdo de CD206 e CD301. A producdo de nitrito, espécies
reativas de oxigénio (ROS), capacidade fagocitica, viabilidade celular e expressao de arginase-
1 também foram analisadas. No grupo C e animais com dieta HL, IL-4 e ambas as doses de
irisina foram capazes de aumentar o nimero de células F480*CD206*, porém sem alteracéo do
namero de células F480*CD301* e da expressdo de arginase-1. A irisina ndo foi capaz de
induzir a producdo de nitrito e ROS e de modular a capacidade de fagocitose e a viabilidade
celular. irisina foi capaz de desencadear um perfil semelhante ao macréfago diferenciado em
M2 por estimulo de IL4 em animais submetidos a dieta hiperlipidica, sugerindo uma possivel
acdo anti-inflamatdria desta citocina, e com perspectiva para um potencial terapéutico no
controle da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Macréfago. Irisina. Inflamacéo.



ABSTRACT

SANTOS, Juliana Magalhées. Role of irisin in macrophage polarization in mice on high
fat diet. 2021. 49 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

In obese individuals, the chronic low-grade inflammatory process shows constant
polarization of classically activated macrophages (M1) in the adipose tissue. Irisin has anti-
inflammatory and antidiabetogenic properties and it may be a modulator of inflammation
observed in obesity. Our aim was to evaluate the effects of irisin on macrophage polarization
in mouse subjected to high fat diet. C57BI/6 male mice were randomly divided in control (C)
and high fat diet (HF) groups and mantained in the respective diet for 30 weeks. Bone marrow
derived cells were then extracted and differentiated into naive macrophages (MO), that were
then incubated with 20 nM, 50 nM of irisin, LPS+IFN-y (to induce M1 macrophages) or I1L-4
(to induced M2 macrophages). Macrophage phenotype was evaluated by flow cytometry
through CD206 and CD301 expression. Nitrite and reactive oxygen species (ROS) production,
phagocytic capacity, cell viability and arginase-1 expression were also analyzed. On both C
and HL animals, IL-4 and both irisin doses were able to increase F480*CD206* cells number,
however without alteration in F480*CD301* cells number and arginase-1 expression. Irisin was
not able to induce nitrite and ROS production or to modulate phagocytosis and cell viability.
Irisin was able to elicit an IL-4- induced M2-like profile in macrophages in animals subjected
to high fat diet, suggesting an anti-inflammatory action of this cytokine with potential
therapeutic use in obesity control.

Keywords: Obesity. Macrophage. Irisin. Inflammation.
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INTRODUCAO

Obesidade

A expansdo do tecido adiposo branco caracteriza a obesidade, uma doenca grave de
cunho publico e que envolve principalmente fatores genéticos, ambientais e fisiologicos
relacionados ao desequilibrio entre consumo de calorias e gasto de energia (Spiegelman; Flier,
2001).

O IMC (indice de Massa Corporea) é utilizado para obter valores com objetivo de
mensurar 0 nivel de sobrepeso e obesidade para ambos 0s sexos e idades de adultos de
determinada populacéo (World Health Organization, 2018). Este é calculado por meio do peso
em quilogramas dividido pela altura elevada ao quadrado do individuo, sendo que valores entre
25 kg/m2 e 30 kg/m2 caracterizam um individuo com sobrepeso e valores maiores ou igual a 30

kg/m2 caracterizam um individuo com obesidade (Ministério da Saude, 2017).

Segundo pesquisas da organiza¢do mundial da satde (OMS), a obesidade é tida como
um problema de satde publica ndo s6 no Brasil, mas em todo o mundo. Registros de 2016
mostram que 1,9 bilhdes de adultos a partir dos 18 anos de idade estavam acima do peso e,
destes, 650 milhdes eram obesos, resultando no triplo de casos de obesidade entre os anos de
1975 e 2016. (World Health Organization, 2020) (Figura 1).
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Figura 1 - Prevaléncia da Obesidade entre Adultos Ambos os Sexos entre 1975 e 2016

(1 ] +]

! 61.00 X
C 0.10
Bl Nodata

Data not available
B Not applicable

Fonte: World Health Organization - Global Health Observatory - Prevalence of Obesity Among Adults.

O desenvolvimento da obesidade pode gerar no inidividuo resisténcia a insulina local e
sistémica, desenvolvimento de diabetes tipo 2, alteragdes cardiovasculares e determinados tipos
de céncer, assim como, o aumento dos niveis de marcadores do estresse oxidativo e da liberagdo

sistémica de citocinas pro inflamatorias (Natoli et al., 2018; Shimobayashi et al., 2018).

Exercicio fisico e dieta alimentar em experimentos com modelos animais sdo capazes
de promover a reducgéo de fatores de risco para desordens metabolicas por meio da diminuicéo
dos niveis de moléculas pré inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF-a: do inglés
tumour necrosis factor alpha), Lipopolissacarideo (LPS), proteina 1 quimioatrativa de
monaocito (MCP-1 do inglés monocyte chemoattractant protein-1) e do estresse oxidativo pelo
aumento de proteinas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GSHPx: do inglés glutathione peroxidase) e catalase-9 (CAT-9), (Korta; Poche, 2019; Natoli
et al., 2018). Junto a isto, ha um aumento de citocinas anti-inflamatérias no tecido adiposo,
através também da presenca de macrdfagos anti-inflamatoérios (Kawanishi et al., 2010). Tal
processo em conjunto com a atividade da irisina possivelmente induz a potencializagéo destas

atividades anti inflamatérias (Kim et al., 2019).
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J4 se sabe que o exercicio fisico tem efeito anti-inflamatorio e, portanto, pode previnir
0 desenvolvimento de doengas crbnicas, se praticado de forma regular. Os possiveis
mecanismos para explicar esses achados sdo: 1) reducdo da massa gorda visceral; 2) aumento
da producdo e liberacdo de citocinas anti-inflamatdrias do musculo esquelético em contracéo;
e 3) expressdo reduzida de receptores Toll-like (TLRs) em macrofagos (Gleeson et al., 2011).

Além disso, é capaz de estimular a liberacdo de varias miocinas, algumas das quais séo
capazes de induzir o escurecimento do tecido adiposo branco, processo que se correlaciona com
a melhora das alteracGes metabdlicas durante a obesidade (Niranjan et al., 2019). Dentre essas
miocinas esta a irisina, uma molécula induzida ndo apenas pela atividade fisica, mas também

pela exposicdo ao frio (Vitali et al., 2012), utilizada em nosso estudo.

Tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) € formado por tecido conjuntivo frouxo e, embora suas principais
células sejam os adip6citos, as quais sdo responsaveis pelo armazenmaneto de energia na forma
de triacilglicerol (TAG), ha outros tipos celulares presentes neste tecido. Dentre eles estdo 0s
pré adipdcitos, células do sistema imune e do sistema nervoso, além de vasos sanguineis, que

interagem contribuindo para as diferentes funcbes do TA.

Além do armazenamento de energia, este tecido é capaz de secretar diferentes proteinas
através dos adipocitos e pré adipdcitos (adipocinas) e remodelar o tecido através dos pré
adipdcitos e macréfagos. O TA possui inervacdo neural capaz de regular processos
metabolicos, como, lipolise via sistema nervoso simpatico, com a liberacdo de acidos graxos
livres, podendo desencadear também a termogénese. E a vascularizacdo, que é fundamental
para 0s processos metabdlicos onde ha a captacdo ou liberacdo de nutrientes (Unamuno; Gema;
Victoria, 2018).

A formagdo do TA e chamada de adipogénese e caracterizada pela formacdo de
adipdcitos, processo regulado por diferentes fatores que envolvem a diferenciacdo do pré
adipdcito a partir da medula 6ssea até a formacao de adipdcitos maduros. Dentre estes fatores
estéo o receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARy: do inglés Peroxisome
proliferatoractivated receptor gamma), a proteina 1c ligadora do elemento regulado por

esterdis (SREBP- 1c: do inglés Sterol regulatory element-binding protein 1) e as proteinas de
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ligacdo ao intensificador CCAAT — C/ EBPs: do inglés enhancer binding protein) essenciais

na cascata de sinalizag&o transcricional da sintese adipogénica (Tacani et al., 2006).

Ha diferentes vias de sinalizacdo que levam a inibicdo ou ao estimulo da adipogénese.
Por exemplo, enzimas como lipase horménio sensivel (HSL: do inglés hormone sensitive
lipase) e lipase de triglicerol do adipocito (ATGL.: do inglés adipose triglyceride lipase) podem
reduzir o processo de adipogénese devido a uma depressao nutritiva, diminuicao dos niveis de
glicose no sangue e aumento da sinalizacdo adrenérgica. Por outro lado, Interleucina 6 (IL-6),
TNF-a e Inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1: do inglés Plasminogen Activator
Inhibitor-1) agem de forma a induzir a sintese de adipdcitos com alteracdoes funcionais,
resultado de uma desregulacdo metabdlica por conta de supernutricao e um baixo gasto calorico
(Clément; Ferré, 2003; Ghaben; Scherer, 2019).

O desbalanco entre a ingestdo e o gasto de calorias pode promover uma hiperplasia e
posterior hipertrofia de adipocitos, resultando em modificacdes metabolicas e glicémicas
progressivas. O estresse celular mecanico causado pelo contato entre células com expansdo de
componentes da matriz extra celular e reducdo da difusdo de oxigénio tecidual apodem levar a
um processo inflamatério local e sistémico, seguido de um aumento da resisténcia a insulina e
reducdo da da captacdo de glicose, resultado do acumulo excessivo de TAB, o que pode
contribuir para um processo clinico de obesidade (Clément; Ferré, 2003; Ghaben; Scherer,
2019).

Tipos de tecido adiposo

H4, classicamente, trés tipos de tecido adiposo com funcionalidades diferentes: o tecido

adiposo branco (TAB), tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo bege.

O TAB estéa envolvido com o armazenamento de energia, secre¢cdo de horménios e
citocinas (adipocinas). Sua morfologia deriva de uma Unica goticula de gordura no seu
citoplasma (unilocular) e baixa quantidade de mitocéndrias em comparag¢do ao TAM (Tacani
et al., 2006). Se divide em tecido adiposo branco visceral (TABV) e tecido adiposo branco
subcutaneo (TABS). O primeiro esta localizado na regido intra-abdominal e no mediastino,

enquanto o segundo se localiza na hipoderme (Wronska; Kmiec, 2012).
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O TAM possui diversas gotas de lipidios dispersas no citoplasma (multiocular), além de
uma grande quantidade de mitocondrias. Possui, na membrana interna das mitocondrias, a
proteina desacopladora UCP 1, que € capaz de carrear os protons do espaco intermembranas da
organela, reduzindo a sintese de ATP e favorecendo a liberacdo de energia em forma de calor

por oxidacdo de metabdlitos, como os acidos graxos e carboidratos (Tacani et al., 2006).

J& o tecido adiposo bege é resultante da exposi¢do do tecido adiposo branco a situagdes
de frio e/ou aumento de estimuladores B-adrenérgicos, gerando um escurecimento na cor deste
(Spiegelman, 2013). Possui caracteristicas também encontradas no TAM, tais como, formato
multilocular, altos niveis de UCP-1 e presenca de mitocéndrias, que o distingue do tecido
adiposo branco cléssico. O processo de escurecimento do TAB esté relacionado com o0 aumento
da tolerancia a glicose e reducao dos niveis de insulina em estados de jejum (Khandekar et al.,
2013). Também ¢é capaz de estimular acdes lipoliticas, reducdo da sintese de pré-adipocitos e
aumento da expressao da proteina desacopladora mitocondrial 1 (UCP-1: do inglés uncoupling
protein 1) (Mazur-Bialy, Agnieszka Irena, 2017).

Irisina

Em 2012, foi descrita uma proteina secretada pelos musculos, estimulada por atividade
fisica e situacOes de frio extremo, denominada proteina 5 contendo dominio de fibronectina
tipo Ill (FNDCS5: do inglés Fibronectin type 111 domain-containing protein 5), (Figura 2), com
209 residuos de aminoacidos, sendo 29 da cadeia N-terminal, 94 do dominio da fibronectina
I11, uma regido ndo identificada com 28 aminoacidos, um dominio transmembranar com 19, e
um C-terminal com 39. A irisina, obtida da protedlise de FNDCS5, tem provaveis 112

aminoacidos em sua constituicao.

Figura 2 - Estrutura da irisina formada pela protedlise de FNDC5

a
FNDCs-| SP Fibronectin lll domain H| c

FNDCs CTF-| SP Fibronectin Il domain H| C -
Irisin- Fibronectin lll domain

Fonte: Bostrom et al, 2012; Nature 481(7382): 463-468.
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Visto que possui diferentes efeitos bioldgicos ja descritos, como redugdo da resisténcia
a insulina e desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2, (Moreno-Navarrete et al., 2013),
protecéo e reparo cardiovascular, melhora da fungéo neuronal, aumento da captacéo de glicose,

além de um papel na ativacdo de moléculas do sistema imune (Mazur-Bialy, 2017) (Figura 3).

Figura 3 - Inducdo da liberacdo de irisina via proteolise de FND5 estimulada pelo

exercicio fisico seguido de aumento de UCP-1

Exercicio Fisico

Clivagem

Celula Muscular

T Gasto Energético

1 Massa Corporal

gauInbues U307

Melhora Metabolica

ReceptorNao ldentinicado

Célulado Tecido Adiposo Branco

Fonte: Bonfante et al., 2015; Arg. Ciénc. Saude 22 (2): 9-15.

Os receptores especificos para atuacdo da mesma continuam sendo estudados.
Recentemente foi descrito que o receptor de integrina aV—B5 pode estar envolvolvido na
proliferacdo e diferenciacdo de ostedcitos e adipocitos quando ha a protedlise de FNDC5 via
proteinas quinases que induzem mitogénese (MAPK: do inglés Mitogen-activated protein
kinase), estimulando a fosforilacdo de P38 MAPK e MAPK/ERK.

Além disso, a ativacdo do coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PGCL1 a: do inglés peroxissome proliferator activated receptor gamma
coactivator 1 alpha), estimula um aumento da expressédo de UCP-1 podendo conduzir a
termogénese e ativacao da proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK: do
inglés Adenosine monophosphate activated protein kinase), contribuindo para atenuacdo de
uma resposta pré inflamatéria (Arhire; Mihalache; Covasa, 2019; Rabiee et al., 2020; Zhou et

al., 2019).

Além dos seus efeitos no tecido adiposo, a irisina também esta relacionada com a funcéo

do sistema imune, mais precisamente dos macrofagos, estimulando sua proliferacdo e aumento
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da atividade fagocitaria (sem gerar citotoxicidade), mantendo assim a viabiliadade celular,
reducdo da producdo de moléculas pré inflamatdrias (como TNF-a e LPS) e elevagédo dos niveis
de moléculas antioxidantes J(como SOD 1 e 2, CAT 9 e GSH Px) (Korta; Poche, 2019; Mazur-
Bialy, a. i. et al., 2018).

Macraéfagos

Classificacdo

Os macrofagos sdo células heterogéneas mieloides do sistema imune (Biswas;
Mantovani, 2010) com fungdo fagocitica, envolvidos tanto na imunidade inata quanto
adaptativa. Sdo advindos de mondcitos circulantes que, ao chegarem aos tecidos alvo, adquirem
nomenclaturas caracteristicas. A defesa do hospedeiro contra microrganismos e a fagocitose de
células mortas ap6s um processo inflamatério sdo algumas das principais funcdes dos
macrdéfagos (Abu k. Abbas; Andrew H. Lichtman; Shiv Pillai 2012). Outra importante
caracteristica dessas células é a capacidade de serem moduladas em resposta a sinaliza¢fes de
infeccdo e ativacdo de outras células, promovendo sua polarizacdo. Em especifico ha duas
formas gerais de polarizacdo dos macrofagos, a responsavel por producdo de citocinas pré
inflamatorias, denominada macrofago classicamente ativado (M1) e macréfago
alternativamente ativado (M2), que libera citocinas anti-inflamatérias (Biswas; Mantovani,
2010).

Na obesidade é possivel observar o aumento dos niveis dos macrofagos classicamente
ativados (M1) e uma acdo predominante pro inflamatéria no tecido adiposo branco, onde as
citocinas secretadas contribuem para o desenvolvimento de distdrbios metabdlicos (Liu et al.,
2014). Por outro lado, a elevada expressao dos macrofagos alternativamente ativado (M2)

ocorre em condigdes ndo patoldgicas no TA (Shimobayashi et al., 2018).

As desordens metabdlicas estdo relacionadas a presenca de M1 como tentativa de
resolucéo de um processo pré inflamatério. Quando este processo se torna crénico pode resultar
na permanéncia de macréfagos M1 no tecido, aumentando excessivamente quantidade de

citocinas produzidas por M1 e reduzindo as produzidas por M2 (Jablonski et al., 2015).
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Estudos recorrentes demonstram que a irisina esta envolvida com a agdo de macrofagos
correlacionado a prética de exercicio fisico e seus beneficios em diversos érgdos (Zhou et al.,
2019).

Macréfago M1

Moléculas bacterianas, como o LPS, e o interferon gama (IFN- y: do inglés gamma
interferon), secretado por células Th1l, induzem a ativagdo de fatores de transcri¢do e moléculas
sinalizadoras no macré6fago, como o factor nuclear kappa B (NF-xB: do inglés nuclear fator
Kappa B), ativador de proteina 1 (AP1: do inglés Activator protein 1), fator regulador de
interferon (IRF-3 do inglés Interferon regulatory factor) e STAT-1, resultando na polarizacéo

do macrofago com perfil M1 (Biswas; Mantovani, 2010).

A polarizacdo em macrofago M1 pode ser caracterizada pela producdo de moléculas pré
inflamatdrias como TNF- a, interleucinas 6 (IL-6), 12 (IL-12) e 23 (1L-23), 6xido nitrico (NO:
do inglés nitric oxide) e fator de necrose tumoral (TNF), (Biswas; Mantovani, 2010; Kawanishi
et al., 2010). Ha também fatores de crescimento que podem influenciar na inducdo de M1,
como o fator estimulante de col6nias de granulocitos e macréfagos (GM-CSF: do inglés

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Murray, Peter j et al., 2015), (Figura 5).

Figura 4 - Polarizacdo por diferentes estimulos moleculares do macr6fago M1

M1 Activation by IFN-y M1 Activation by LPS M1 Activation by GM-CSF
IFN%
IFN R:cce';:;‘or 3 IN Receptor ’ GMR Bc
s 3 o
&

SHC
STAT1 STAT1 l S,
Nucleus Altered gene exp i Nucleus \ I Nucleus ‘ I ‘
i.e. IL6R, CD38, ICAM-1 Altered gene expression, Altered gene expression,

—>ie. ccn.i. TNFs —>ie. ccii TNFs

Fonte: Essando et al, 2016. Shock; 46(2): 122-131.
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Durante um processo infeccioso estes macrofagos expressam moléculas caracteristicas,
como, a interleucina 12 (1L-12), ligante de quimiocina 9 (CXCL9; do inglés motif chemokine
ligand 9) e CXCL10 que irdo sinalizar linfécitos T helper (Th1) para que a resposta contra ao
agente causador do processo inflamatorio seja mais eficiente, impedindo a proliferacdo do dano
(Biswas; Mantovani, 2010).

Macrofago M2

O macrofago alternativamente ativado (M2) estd envolvido principalmente com
encapsulacdo de parasitos, remodelacdo do tecido e imunoregulagéo (Biswas; Mantovani,
2010). Sua polarizacdo é estimulada por interleucina 4 (IL-4), decorrente da resposta de
linfécitos T helper 2 (Th2), o que ocasiona ativacdo da via de sinalizagdo de STAT6 por
aumento de fatores de transcricdo como, PPAR- y ¢ fator regulatorio de interferon induzido
por IL-4 (IRF-4, do inglés interleukin-4 induced interferon regulatory fator) (Biswas;
Mantovani, 2010), culminando na producdo de citocinas anti-inflamatorias como interleucina
10 (IL-10) (Shimobayashi et al., 2018) e da enzima Argl (Arginase 1) (Liu et al., 2014) (figura
6).

E possivel notar que diferentes mecanismos da via de L-arginina conduzem a
polarizacdo de macrofagos M1 e M2, visto que, a L-arginina age como substrato do 6xido
nitrico sintase induzivel (NOS: do inglés nitric oxide synthase), produzindo NO, ou via arginase
para produzir ornitina e uma resposta TH2. Porém, alguns estudos mostram que Arg-1 também
é capaz de induzir o perfil M1 em infeccBes causadas por bactérias, o que é possivel notar
quando se utiliza 0 marcador LPS, parecendo haver uma competicdo pelo substrato L-arginina
entre Arg-1 e NOS. Contudo, a literatura mostra que esse processo pode sugerir diminui¢éo da
producdo de NO quando Arg-1 esta em maior expressdo (Kasmi et al., 2009; Murray, Peter J et
al., 2015; Sonoki et al., 1997).

Os macrofagos M2 também secretam fatores de crescimento necessarios quando em um
processo de remodelamento tecidual pés leséo celular, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor), fator de crescimento endotelial

vascular C (VEGFC, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor C) e fator de crescimento
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epidermal (EGF; do inglés Epidermal growth factor), envolvidos na angiogénese (Biswas;

Mantovani, 2010).

E importante ressaltar que ha subclassificacdes dos macréfagos M2, em M2a, M2b, M2c

e M2d. Dentre estes, distintas moléculas sdo responsaveis pela polarizacdo de cada. Porém, a

funcdo anti inflamatdria se mantém para todas as subclassificacdes, principalmente com a

expressdo de moléculas como IL10, IL4 e receptor de lectina do tipo C (CD206: do inglés C-

type lectin receptor ) (Wang et al., 2019).

Figura 5 - Polarizacdo do macrofago M1 e M2 e suas subclassificacoes
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Na perda de peso corpdreo a longo prazo € observado o aumento de macréfagos M2 no

tecido adiposo, demostrando a importancia destas células nas funcgdes relacionadas a lipolise e

homeostase tecidual, por meio da diminuicdo do processo inflamatorio (Liu et al., 2014).

Além disso, em ambientes hipotérmicos, estes macrofagos sdo capazes de promover a

secrecdo de catecolaminas, que tem como finalidade a inducdo de moléculas termogénicas,

como PGC1l-a e UCP-1 no tecido adiposo marrom e a lipolise no tecido adiposo branco,

resultando na manutencgéo do estado fisioldgico (Liu et al., 2014).
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Papel da irisina na polarizacio de macr6fagos

A inducdo da proliferacdo e atividade fagocitica de macrofagos é modulada pela
presenca de diferentes concentragdes de irisina o que leva a reducéo dos niveis de ROS sem
alteracdo na viabilidade celular em linhagem de mondcito e macréfagos de camundongos RAW
264.7 (Mazur-Bialy, Agnieszka Irena, 2017).

Recentes estudos observaram que a irisina foi capaz de reduzir expressdo de moléculas
como Nf-kB, TNF-a e IL-6 nos adipdcitos, e ainda, a mudanga do perfil M1 para M2. Isto
ocorre juntamente ao aumento da expressao de enzimas antioxidantes, SOD e CAT (Askari et
al., 2018; Dong et al., 2016).

A irisina promove aumento de UCP-1 e biogénese mitocondrial, junto a superexpressao
de PGCla e PPAR-y no TAB (BARGUT et al., 2017; YAO et al., 2018), fundamentais na
formacdo do TA bege. A irisina é capaz de estimular PPAR-y, sugerindo um possivel efeito na
polarizacdo de macrofagos em M2, uma vez que esta é altamente regulada a niveis

transcricionais, com a ativacdo de PPAR-y e STATG6 no tecido adiposo.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da irisina na polarizacdo de macréfagos em camundongos submetidos

a dieta hiperlipidica.

1.2. Objetivos especificos

- Avaliar, in vitro, o papel da irisina na polarizacdo de macrdfagos através da

fenotipagem celular

- Expressdo e secrecdo de diferentes moléculas, tais como, espécies reativas de oxigénio

e nitrogénio, arginase-1, viabilidade celular e atividade fagocitica.

- Avaliar a influéncia da obesidade na polarizacdo de macréfagos, considerando o papel

da irisina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Estabelecimento e implantacdo de um modelo de obesidade com dieta hiper-lipidica
em camundongos c57bl/6

Para este trabalho foram utilizados camundongos machos C57BL/6, recém desmamados
(29 dias apds nascimento). Os camundongos foram divididos em dois grupos: dieta com ragdo

controle e dieta hiperlipidica (Quadros 1 e 2).

Os animais passaram por um monitoramento durante 30 semanas, tendo 0 peso

corpéreo, assim como a quantidade de racdo ingerida medidos semanalmente.

Tabela 3 - Componentes das dietas controle e hiperlipiica utilizadas para modelo murino  em

gramas (g).
Farelo Mix Mix Leite Gordura
Padrdo Mineral Vitaminico Condensado Vegetal
Hiperipidica 600g/kg 79/kg 20/kg 150g/kg 2509/kg
Controle - - - -

Fonte: A Autora, 2021.

Tabela 4 Composicdo caldrica das dietas controle e hiperlipidica para modelo murino.

Lipidio  Proteina Carboidrato Total Kcal/Kg

Hiperlipidica 62% 10% 28% 4.412

Controle 23% 22% 55% 3.000
Fonte: A Autora, 2021.
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2.2. Obtencéo do meio de diferencia¢éo Icm (meio condicionado de 1-929)

As células de origem fibroblastica L929 foram mantidas em cultura (5% CO2 a 37°C)
em frasco médio (75 cm?;, Corning®) até atingir a confluéncia. Quando confluente, todo o
conteudo da garrafa foi passado para uma garrafa grande (150 cm?2) com 25 ml de meio essencial
modificado de Dulbeco (DMEM) (Gibco Invitrogen Corporation®, New Jersey, EUA)
contendo 10% de soro fetal bovino (FBS). Ao atingir a confluéncia, o meio foi trocado por 50
ml de DMEM + 10% FBS. Apos 7 dias de cultivo, o sobrenadante celular foi coletado, filtrado
em membrana de polietersulfona 0,2 uM (GVS® Filter Technology, Morecambe, UK) e

armazenado em freezer a -80°C até o uso.

2.3. Obtengdo de macrdfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Apo6s 30 semanas com dieta C ou HL, os animais foram eutanasiados em camara de
dioxido de carbono (CO2) e tiveram suas patas removidas para isolamento do fémur e tibia. Em
um ambiente estéril, a pele e os musculos ao redor dos 0ssos foram removidos com a ajuda de
uma pinga. Os 0ssos foram lavados em PBS estéril, inseridos em tubos c6nicos de poliestireno
e centrifugados a 400 x g por 5 minutos para remover as células da medula 6ssea. As células
foram ent&o ressuspensas e cultivadas em meio DMEM contendo 15% de LCM (meio de

diferenciacdo). Todos os materiais cirurgicos foram esterilizados.

As células foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 7 dias para
diferenciacdo dos macréfagos, quando foram retiradas dos frascos, plaqueadas em placas de 96

ou 24 pocos e deixadas em incubadora de CO2 por 90 min para adesao.

Para os ensaios de producdo de MTT, fagocitose e ROS, os BMDM foram semeados
em placas de 96 pocos a uma densidade de 2x10° células por pocgo. Para citometria de fluxo e
producdo de nitrito, os BMDM foram semeados em placas de 24 pocos a uma densidade de

1x10° células por poco.
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2.4. Polarizacao dos macrdéfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Para a polarizagdo BMDM, metade do meio de diferenciacéo foi removido e substituido
por meio de polarizagdo especifico. Para a diferenciacdo M1, os BMDM foram estimulados
com LPS (1 pug / ml) e IFN-y (1000 ng / ml) por 72 horas (grupo LPS+IFN-y). Para
diferenciacéo de M2, os BMDM foram estimulados com IL-4 (20 ng / ml) por 72 horas (grupo
IL-4).

Para o tratamento com irisina, o0s BMDM foram mantidos por 48 h com meio DMEM
contendo 15% de LCM. Em seguida, metade do meio de diferenciacdo foi removida e
substituida por DMEM suplementado com 10% de SFB e 20 nM (grupo IRI20) ou 50 nM
(grupo IRI50) de irisina pelas proximas 24 horas. Trocado 10% de irisina € meio sem a mesma.
Macro6fagos sem qualquer estimulagdo foram usados como controle (MO). Ap6s o periodo de

polarizacéo ou tratamento com irisina, diferentes ensaios foram realizados.

2.5. Citometria de fluxo

Para analise de marcadores de superficie, os BMDMs (1x10° células por pogo) obtidos
de camundongos do grupo controle e hiperlipidico foram polarizados com estimulo IFNy + LPS
e IL-4, seguido do cultivo na auséncia ou presenca da irisina (20 nM e 50 nM) por 48 h. Ap0s
esse periodo o sobrenadante foi coletado, as células retiradas da placa com ajuda mecénica e
ressuspendidos em tampao para citometria de fluxo contendo 2% de soro bovino de albumina,
5% SFB e 0,1% sddio azidico, para bloqueio de marcacédo inespecifica. Apos 30 minutos, as
células foram incubadas com anticorpos anti-F4/80-APC (1:50) e anti-CD206-PE (1:50) e anti
CD301-PE (1:50) por 30 minutos ao abrigo de luz, para posterior analise pelo citometro (BD
ACCURI™ (6). Para controle de marcacdes inespecificas as células foram incubadas com os
respectivos isotopos controle. Foram consideradas celulas positivas para F4/80, CD206 e
CD301 apenas as células ndo marcadas com respectivo isétopo controle. Os isotipos foram

utilizados para controle do experimento.
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2.6. Quantificacéo de proteinas BMDM

As células foram retiradas de placas de 24 pocos com um raspador de células em 300 pl
de tampéo RIPA, respectivamente [1M Tris-HCI (pH 7,4); NaCl 1M; 0,5M Na4P207; NavVO3
0,5M; PMSF 200 mM; 1% SDS; inibidor de protease (Pl 11836170001; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA); Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)]. A suspenséo de
células foi entdo centrifugada a 3000 x g durante 10 minutos a 4 ° C. O contetdo de proteina
total foi determinado pelo Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific, Rockford, IL,
EUA).

2.7. Ensaio de imunoblotting e expressao de arginase-1

50 pg de proteina foram submetidos a eletroforese (10% SDS-PAGE) e transferidos
para membranas de PVDF que foram bloqueadas com 5% de leite em pd desnatado e sondadas
com anticorpo monoclonal de anti-arginase-1 de camundongo (1:1000, R&D Systems,
Minneapolis , MN, EUA) ou anticorpo monoclonal anti-beta-actina de camundongo (1: 10000;
R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) durante a noite a 4 ° C. Ap0s extensas lavagens em
TBS-Tween, membranas de PVDF foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase de horseradish na concentra¢do 1:10.000 e
desenvolvidas com sistema ECL. Proteinas imunorreativas foram visualizadas usando o sistema
ECL (BIO-RAD, California, EUA) no sistema de aquisicdo de imagem ChemiDoc XRS +
(BIO-RAD, Califérnia, EUA).

2.8. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Um ensaio de MTT modificado [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio] foi
usado para quantificar o efeito da Irisina na sobrevivéncia dos macréfagos. Este método mede
a fungdo mitocondrial conforme descrito anteriormente (Varin et al., 2010). Macrofagos (2 x
10° células / pogo) obtidos de camundongos controle e hiperlipidico e polarizados com estimulo
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de IFNy + LPS e IL-4 foram incubados na auséncia ou presenca de irisina (20 nM e 50 nM) por
48 h. Apos esse periodo o sobrenadante da cultura celular foi removido e as células lavadas
com PBS (200 pl). Cada poco teve a adi¢do de 50 mg de MTT diluido em PBS. Apds 4 h de
incubacdo a 37 ° C ao abrigo de luz, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan
formados por reducdo de MTT foram solubilizados em &lcool isopropilico por 30 minutos a 37
° C. A leitura da absorbancia foi feita no leitor ENVISION® (540nm) e representada como

valor arbitrario.

2.9. Fagocitose

A capacidade fagocitica de BMDM foi analisada conforme descrita anteriormente (Van
Pham et al., 2014). Macro6fagos (2 x 105 células / po¢o) obtidos de camundongos do grupo
controle e hiperlipidico foram polarizados com estimulo IFNy + LPS e IL-4, sequido do cultivo
na auséncia ou presenca da irisina (20 nM e 50 nM) por 48 h a 37°C. O sobrenadante da cultura
foi removido e as células incubadas com Dextran conjugado a Isotiocianato de fluoresceina
(FITC, Img/mL, Sigma Aldrich). Apds 2 h, o sobrenadante foi removido e as células lavadas
com PBS. Apds 2 lavagens, PBS foi adicionado a placa e a fagocitose foi analisada no leitor
ENVISION®. Células incubadas na auséncia de Dextran-FITC foram usadas como controle
negativo do experimento. As células positivas para Dextran-FITC foram consideradas como
células que engolfaram Dextran-FITC com sucesso. Os resultados sdo expressos como valores
de absorbancia (525nm).

2.10. Espécie reativa de oxigénio (ROS)

A geracdo de espécies reativas de oxigénio em macrdfagos foi avaliada por estudos de
imunofluorescéncia monitorando a oxidacdo de Dihidrorodamina (DHR) em rodamina por
H202 (perdxido de hidrogénio), conforme descrito anteriormente (Mazur-bialy, a. i. et al.,
2018). BMDM (2x10° células/poco) obtidos de camundongos controle e HL polarizados para
fenotipos M1 e M2, conforme descrito anteriormente, foram semeados em placas de 96 po¢os
e tratados ou ndo com lIrisina (20 e 50nM) por 24 hs na presenca de DHR (concentracdo final

50 uM). BMDM néo estimulados foram usados como controle. Ap6s incubacéo, a producao de
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ERO por essas células foi avaliada através de microscopio de fluorescéncia (Olympus) e a
quantificacdo da fluorescéncia foi realizada usando o software IMAGE J.

2.11. Oxido nitrico

A producéo de nitrito foi determinada pelo acimulo de um produto de nitrito estavel
em sobrenadantes de cultura sem células usando um método de reacéo de Griess modificado
(1% de sulfanilamida em 5% de acido fosforico, 0,1% de N-(I-naftil)etilenodiamina), na qual
0 nitrito reage com a sulfanilamida em meio &cido. O composto formado reage com o cloridrato
de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloragdo intensa (Green et al.,
1981). BMDMs obtidos de camundongos controle e HF e polarizados para fen6tipo M1 e M2,
conforme descrito anteriormente, foram cultivados na auséncia ou presenca de Irisina (20 e
50nM) por 8h a 37 ° C. BMDM nao estimulados foram usados como controle. Apds esse
periodo o sobrenadante foi recolhido e centrigugado a 1500 RPM por 10 minutos para retirada
das células. Em placa de 96 pogos, 100 pL do Reagente de Griess foi a adicionado a 100 pL
do sobrenadante a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi quantificada em
um leitor de placas ENVISION® (absorbancia a 346 nm). Concentracdes conhecidas de Nitrito

de Sodio foram usadas como curva padréo.

2.12. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o GraphPad Prism 5.0. Todos os dados sdo
apresentados como média + SD. A analise de variancia undirecional (One-way ANOVA)
seguida pela analise post hoc de Tukey foi utilizada para comparagdes dentro do mesmo grupo.
O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Ganho de peso e eficiéncia alimentar

Observamos um aumento do ganho de peso dos animais do grupo HL em relacéo ao
grupo controle em 43%, a partir da 172 semana até a 30? semana (figura 6). Tanto o tempo
quanto a dieta sdo fatores determinantes para a variagdo de peso observada (p<0,0001).

Figura 6 - Peso corporeo dos animais do grupo controle (n=6) e submetidos a dieta hiperlipidica

(n=6) durante 30 semanas de tratamento
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Fonte: A Autora, 2021.

Na figura 7, observamos a eficiéncia alimentar ao longo do periodo, em kcal.
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Figura 7 - Eficiéncia alimentar durante 30 semanas de tratamento, em Kcal, dos animais do
grupo controle (n=6) e submetidos a dieta hiperlipidica (n=6)
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Fonte: A Autora, 2021.

Apesar de ndo haver diferenca significativa no consumo cal6rico entre 0s grupos, o
grupo HL teve sua massa corporal mais elevada que o grupo controle, sugerindo que este fator
se deve a qualidade da dieta ingerida, com maior composicéo lipidica.

3.2. Citometria de fluxo

Na figura 9 podemos observar que nos animais controle ha mais células F4-80"CD206"
nos macréfagos tratados com irisina 50nM em relacdo ao grupo MO e nos macréfagos tratados
com irisina 20 e 50 nM em relagdo ao grupo LPS+IFN-y (Figura 8B).

J& nos animais submetidos a dieta hiperlipidica, ha mais células F4-80*CD206" nos
macrdfagos tratados com IL-4, irisina 20 mM e irisina 50nM em relagdo aos grupos MO e
LPS+IFN-y (Figura 8C).

Este resultado mostra que, nos animais HL, o tratamento com IL-4 foi capaz de
estimular a expressao de CD206, caracteristica de macréfagos M2, e que o tratamento com
LPS+IFN-y ndo influenciou a mesma. Em relagdo ao tratamento com irisina, observamos que
as duas doses utilizadas foram capazes de conduzir a um perfil semelhante ao induzido por IL-

4, sugerindo que esta citocina estimula a polarizacdo de MO em M2. Ainda, a quantidade de
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células F480"CD206" foi maior ap6s o tratamento com 50 nM de irisina em relagdo ao

tratamento com 20 nM de irisina, sugerindo um efeito dose dependente.

Figura 8 - Gating realizado na citometria de fluxo
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Nota: Exemplo mostrando o gating realizado na citometria de fluxo para dupla marcacéo para F480* e CD206*
para caracterizacdo do fendtipo dos macréfagos(A). Dupla marcagdo F4/80* CD206" em macrofagos derivados
de medula éssea dos grupos C (B) e HL (C), mostrando a inducdo da expressao de CD206 por IL-4 e irisina 20
nM e 50 nM. Dupla marcacdo de F4/80* CD301* em macréfagos dos grupos C (D) e HL (E). * Difere do MO
(*p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,001), # Difere do LPS+IFN-y (# p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, #Ht#
p<0,0001) e @ Difere do IR120 (@ p<0,05).

Fonte: A Autora, 2021.
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Na figura 9 podemos observar que a producéo de nitrito pelos macrofagos do grupo C
LPS+IFN-y e HL LPS+IFN-y estd aumentada em relacdo a todos os demais grupos. As

estimulagdes com IL-4 ou com irisina 20 ou 50 mM né&o foram capazes de modular a producao

de nitrito.

Figura 9 - Ensaio de espécie Reativa de Nitrogénio (Nitrito) em macrofagos derivados de
medula 6ssea dos grupos C (A) e HL (B), ap6s estimulo com LPS+IFN-y, IL 4,
irisina 20 nM ou irisina 50 M. &&&& Difere de todos os demais grupos (p<0,0001)
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3.4. Ensaio de espécie reativa de oxigénio (ROS)

Na figura 10 esta representada a producdo de ROS pelos macrofagos sob os diferentes

estimulos. N&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais tanto nos

animais controle quanto nos animais com dieta hiperlipidica.
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Figura 10 - Ensaio de Espécie Reativa de Oxigénio (ROS) em macrofagos derivados de medula
6ssea dos grupos C (A) e HL (B), apos estimulo com LPS+IFN-y, IL 4, irisina 20
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Fonte: A Autora, 2021.

3.5. Ensaio de fagocitose

Producéo de ROS
(unidade de fluorescéncia)

Na figura 11 observamos a capacidade de fagocitose dos macrofagos sob os diferentes

estimulos. N&o foi observada diferenga significativa entre os grupos experimentais tanto nos

animais controle quanto nos animais com dieta hiperlipidica.

Figura 11 - Ensaio para fagocitose em células em macrofagos derivados de medula 6ssea dos
grupos C (A) e HL (B), apés estimulo com LPS+IFN-y, IL 4, irisina 20 nM ou irisina
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3.6. Viabilidade celular (MTT)

Na figura 12, podemos observar a viabilidade dos macrofagos dos grupos C e HL
submetidos a diferentes estimulos. Nao foi observada diferenca significativa entre 0s grupos

experimentais tanto nos animais controle quanto nos animais com dieta hiperlipidica.

Figura 12 - Ensaio de viabilidade celular (MTT) em macréfagos derivados de medula éssea dos
grupos C (A) e HL (B), apés estimulo com LPS+IFN-y, IL 4, irisina 20 nM ou irisina

50 nM.
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Fonte: A Autora, 2021.

3.7. Resultado preliminar da expressao de arginase -1

Podemos observar que ndo houve aumento na expressdo de arginase - 1 no grupo de
macrofagos tanto do grupo controle quanto do grupo com dieta hiperlipidica, independente do
estimulo recebido (Figura 13).

E importante ressaltar que pode ser observada uma modulagio da expressdo do controle
interno (beta-actina) no grupo HL. Por este motivo, outro controle interno deve ser utilizado

para concluséo final a respeito da expressao de Arg-1.
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Figura 13 - Expressao de arginase-1 em macrofagos derivados de medula éssea dos grupos C e
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Nota: Apo6s estimulo com LPS+IFN-y, IL 4, irisina 20 nM ou irisina 50 nM. Em (A), representac¢do gréfica da
relagdo entre os valores da analise densitométrica de arginase-1 e beta-actina do grupo HL. Em (C), fotografia
representativa da exposicdo da membrana contendo os grupos derivados de animais controle, mostrando a
densitometria para arginase-1 e beta-actina. Em (D), fotografia representativa da exposicdo da membrana
contendo os grupos derivados de animais com dieta hiperlipidica, mostrando a densitometria para arginase-1 e

beta-actina.

Fonte: A Autora, 2021.
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4. DISCUSSAO

A obesidade e o sobrepeso séo fatores relacionados ao desenvolvimento de doengas
como diabetes, alteracfes cardiovasculares, e até mesmo cancer. Apesar de ser uma alteracdo
caracteristica de paises desenvolvidos, ja se observa um aumento significativo na taxa de

individuos com tal condicdo em paises de baixa e média renda (Who, 2018).

Observamos, em individuos com obesidade, uma inflamacéo cronica sistémica, com
aumento da populacdo de macrofagos inflamatorios no tecido adiposo (Arhire; Mihalache;
Covasa, 2019). Como a irisina parece desenvolver um papel na reducdo da expressédo de NF-
kB, um fator de transcricdo altamente associado com a expressdo de diversas moléculas
inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e STAT1 (Funes; Rios; Escobar-Vera, 2018; Kasmi et al.,
2009; Starr, 2011), podemos sugerir que ela pode auxiliar na reducéo da inflamacéo sistémica

observada na obesidade.

O estimulo de irisina via AMPK regula a sinalizacdo lipolitica e aumenta a oxidacao de
acidos graxos, captacdo de glicose e diminui a glicogénese (Xin et al., 2015; Zhang; Zhou; Li,
2009). Seu papel no metabolismo também pode ser observado através de sua agao no tecido
adiposo branco, estimulando o processo de escurecimento do mesmo e contribuindo para a
diminuicdo da resisténcia a insulina por meio do auxilio no transporte de glicose para tecidos
como musculos, resultando em niveis diminuidos de glicose no sangue. Além disso, influencia
0 processo de regeneracéo tecidual e proliferagéo celular (Ling et al., 2017). Todos estes fatores
ressaltam a importancia do estudo desta miocina no controle da progresséo e no tratamento da

obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e resisténcia a insulina.

Em nosso modelo animal, o consumo em gramas dos animais controle foi maior em
relacdo ao grupo hiperlipidico, porém a quantidade em Kcal foi similar em ambos como

consequéncia da densidade energética da racao hiperlipidica que é maior.

No entanto, foi observado um ganho de peso dos animais que receberam dieta
hiperlipidica em relagéo ao grupo controle ao longo de 30 semanas, mais precisamente, a partir
da 172 semana da dieta, provavelmente devido ao alto teor de lipidios e depressdo nutricional
da dieta (White et al., 2013). Ao final do periodo experimental, os animais do grupo HL
obtiveram um aumento de peso corpéreo de aproximadamente 43% em relagdo ao grupo C. E
importante ressaltar que, apesar de hipoproteica, a dieta hiperlipidica utilizada pelo nosso grupo

é bem aceita na literatura quando o objetivo final é promover aumento da adiposidade em
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animais experimentais, com perfis metabdlicos e patologicos semelhantes aos observados no
sobrepeso e obesidade em humanos (Castiglione et al., 2018; Marques Neto et al., 2016;
Marques Neto et al., 2020).

Para caracterizar as populacGes de macrofagos induzidas pelos diferentes estimulos
utilizados, avaliamos primeiramente as popula¢cdes de macréfagos CD206 e CD301 (lectina
ligadora de galactose do macrofago) positivas (Dong et al., 2016; Starr, 2011; Zhang, Yingying
et al., 2013). Observamos, neste trabalho, um aumento da quantidade de células F480/CD206*
tanto nos animais C quanto HL apos estimulo com IL-4 e 20 e 50 nM de irisina, 0 que ndo
ocorreu com LPS+IFN-y. Ainda, o grupo HL com irisina 50 nM apresentou mais células
F480/CD206" do que o grupo HL com irisina 20 nM, sugerindo um efeito dose dependente da
irisina. Como 0 mesmo ndo ocorreu no grupo C, também sugerimos que este efeito dose

dependente pode ser influenciado por outros fatores, como a dieta hiperlipidica.

Por esse motivo, podemos sugestionar que o tratamento com irisina estimula um
fendtipo nos macréfagos semelhante ao estimulado por IL-4, descrito como M2.

Uma limitacdo deste trabalho foi a auséncia de marcacdo destas células para uma
molécula presente em macrofagos M1, como CD86 (Rutschman et al., 2015; Starr, 2011), que
pudesse confirmar nossos achados. No entanto, podemos observar que € aceito na literatura a
caracterizagdo de M2 sem excluséo de M1 por marcador especifico (Simdes et al., 2017). No
estudo citado, foi avaliada a influéncia de M2 em tumores associados a macréfagos junto a
atividade de ATL (aspirin-triggered lipoxin), utilizando dois marcadores de supercie para M2
por ensaio de citometria de fluxo, MRC1 (Mannose Receptor C- Type 1) e CD163, em murinos
C57/BLS.

O excesso de ganho de peso resulta em atividades pré inflamatorias devido ao baixo
teor nutritivo e elevada quantidade de lipidios da dieta, 0 que pode ocasionar uma alteracédo
funcional celular e expressdo de citocinas inflamatérias promovendo uma resposta Thl e
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio como tentantiva de reparo da injdria
tecidual (Funes; Rios; Escobar-Vera, 2018). Associado a isto, hd uma alta expressao de iNOS,
uma enzima que catalisa a conversdo de L-arginina em NO e citrulina, sendo seu principal

indutor agonistas de receptor TLR, como LPS e IFN-y (Kasmi et al., 2009).

No nosso trabalho, ndo observamos nenhuma modulagdo em relacéo a producdo de ROS
no grupo C ou HL. Contudo, ja foi demonstrado na literatura que a produgdo de ROS esta
reduzida em macrofagos RAW 264.7 na presenca de 50 e 100 nM de irisina (Mazur-Bialy, A.
. et al., 2017; Mazur-Bialy, Agnieszka Irena, 2018). Foi observado também que a polarizacao
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alternativa de macréfagos por IL-4 reduz a geracdo ROS e a fagocitose de patdgenos, embora
n&o tenhamos observado tais efeitos em nosso estudo (Varin et al., 2010; Mazur-bialy, A. I. et
al., 2018) .

A diferenca dos nossos resultados para os resultados encontrados na literatura pode ter
diferentes explicacdes:

1) Tivemos uma limitac&o técnica no método de imunofluorescéncia utilizado pos nos
para quantificar a expressdo de ROS, atraves da oxidacao de Diidrorodamina em Rodamina por
H,0O, (peroxido de hidrogénio), pois a placa onde foi executada a reacdo foi de fundo branco e
ndo fundo escuro como sugerido no uso de analises por fluorescéncia. Este fator pode ter
interferido no resultado, apesar de ainda ser considerado um método utilizado para

quantificacdo da expressdo de ROS ( Ren et al., 2019; Griess et al., 2020;).

2) Utilizamos, em nosso trabalho, macréfagos derivados de medula Ossea de
camundongos, enquanto os trabalhos na literatura que avaliam a a¢do da irisina na producao de

ROS por macrofagos utiliza a linhagem celular RAW 264.7.

3) Além de ser utilizada uma linhagem celular, os trabalhos encontrados na literatura
utilizam também doses maiores de irisina (100nM) do que as utilizadas neste estudo (20 e 50
nM). Apesar de a dose de 50 nM ser utilizada em ambos os casos, a utilizagdo de cultura de
células primaria, e ndo uma linhagem celular, pode gerar respostas diferentes a um mesmo

estimulo.

Para avaliar a producéo de IRN mensuramos a quantidade de nitrito produzida, uma vez
que ions de nitrito e nitrato sdo produtos de quebra estaveis da metabolizacdo da L-arginina e
que podem ser facilmente medidos (Padgett; Pruett, 1992). Nossos resultados mostram que,
tanto no grupo C quanto HL, o estimulo com LPS+IFN-y promove aumento da producdo de
nitrito nos BMDM. O estimulo com IL-4 e com diferentes doses de irisina ndo produziram o
mesmo efeito, mostrando que a irisina tem efeitos semelhantes a IL-4 no que diz respeito a

producdo de IRN.

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, que relata menor expresséo de NO
em BMDM de camundongos deficientes de STAT 6 na presenca de IL-4 (Rutschman et al.,
2015). Em adicéo, estudos comparando o efeito da irisina em outros tecidos, como ovarios de
porcos, foi mostrado que o tratamento de células ovarianas com 100 ng/ml e 150 ng/ml de
irisina resultou em baixa expressdo de ON (Basini et al., 2021).
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Para auxiliar na caracterizacdo do perfil destas populacbes de macréfagos, realizamos
também os ensaios de atividade fagocitica, expressdo de arginase 1 e viabilidade celular.

Nossos resultados ndo demostraram dados significativos para os grupos C e HL quanto
a0 ensaio de fagocitose partindo da adsor¢do de DEXTRAN conjugado ao FITC (isocianato de
fluorescina). Contudo, outros estudos puderam observar a reducéo da atividade fagocitica em
BMDMs pré incubados com FNDC4, uma molécula pertencente a mesma familia de proteinas
contendo dominio de fibronectina do tipo I1l, como FNDC5. A partir do método por deteccao
de fluorescéncia com a utilizagdo de particulas de Zymosan A em adi¢do de 100 nM de FNDC4
houve reducdo da fagocitose por macréfagos (Bosma et al., 2016).

Junto a isto, a porcentagem de células fagociticas e a intensidade da atividade da mesma
em concentragdes de irisina 50 e 100 nM em células RAW 264.7, avaliadas por citometria de

fluxo, foi maior do que sem o tratamento com irisina (Mazur-Bialy, Agnieszka Irena, 2017).

Novamente, a diferenca dos nossos resultados para os resultados encontrados na
literatura pode ser devida a diferentes fatores, como dose da irisina, molécula utilizada para

estudo (FNDC4 vs. irisina) e modelo experimental escolhido.

E importante ressaltar que, apesar dos resultados obtidos, a capacidade fagocitica dos
macrofagos esta presente tanto em atividade de M1 quanto M2, como ja demonstrado na
literatura, e que ha poucos trabalhos publicados abordando a acédo da irisina na fagocitose de
macrofagos (Zhang, Michael et al., 2016; Olivera-Perez et al., 2017). Em conjunto, estes fatos
mostram a necessidade de mais estudos que abordem a interacdo de macréfagos com doses
diferentes de irisina e ainda, com intervecdo da dieta hiperlipidica como fator adicional, para

avaliar a polarizacdo dos macréfagos sob influéncia destes fatores.

Surpreendentemente, ndo observamos um aumento na expressdo de arginase-1 em
macrofagos do grupo C e HL. Porém, estas analises foram preliminares e deverdo ser repetidas
para conclusdo final deste resultado, uma vez que a expressao do controle interno (beta actina)
parece ser modulado pela dieta hiperlipidica e pelos tratamentos utilizados. O préximo passo é
utilizar um controle interno diferente, como o reagente de Ponceau, para realizar uma
quantificacdo mais fidedigna da expresséo de arginase-1. Adicionalmente a expresséo proteica,
a literatura mostra métodos para comprovar a atividade da arginase, que poderiam ser inseridos
futuramente no nosso estudo, como o ensaio de conversao de arginina em ureia ou ornitina pela

arginase (Corraliza et al., 1994).
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Na literatura observamos que a expressdo de IL-10 e atividade da arginase séo
estimuladas por IL-4 (Zhang, Yingying et al., 2013) e arginase 1 por irisina em células RAW
264.7 (Ye et al., 2020), mostrando uma relacédo entre a producdo de arginase e atenuacao da
resposta pro inflamatoria pela inducéo de um fendtipo M2 nos macrofagos (Mantovani, 2012;
Mosser, 2017).

Ao observarmos o ensaio para viabilidade celular, ndo obtivemos resultados
significativos, ao contrario do descrito na literatura, com a irisina possivelmente impondo efeito
de aumento da viabilidade celular partindo do estimulo com ou sem LPS somado a uma
concentracdo de 50 e 100 nM de irisina em adipdcitos diferenciados de células 3T3 L1 (Bilski
E. etal., 2017). Em adicdo, a partir da linhagem de camundongos RAW264.7 na presenca de
lipoproteina de baixa densidade oxidada, LDL, nas concetragdes de irisina (20 ng/ml, 50ng/mi
e 80 ng/ml) também foi observado maior taxa de viabilidade celular (Zheng et al., 2018).
Tomando em consideracgdo a capacidade de polarizacdo de macréfagos diante de mudangas em
um microambiente, ndo observamos também em HL na presenca de 20 e 50 nM de irisina um
aumento de viabilidade celular. Cabe ressaltar que os estudos citados foram realizados em

linhagem celular, e ndo com cultura primaria, e ndo tiveram intervecao com dieta hiperlipidica.

Um dado importante a ser observado acerca da seguranca da utilizacdo da irisina para
polarizacdo de macrofagos é que o tratamento em questdo ndo provocou reducdo da viabilidade
celular indo de acordo com a literatura (Mazur-bialy, A. 1. et al., 2018). Contudo, mais estudos
devem ser realizados para melhor compreeenssédo do que de fato ocorre quanto a presenca da
irisina em grupos previamente estimulados por diferenciacdo ndo apenas em macréfagos naive,

mas apos estimulo para diferenciacdo em M1 e M2 junto a uma dieta hiperlipidica.

Por fim, devemos destacar que o modelo utilizado no presente trabalho, com tratamento
de BMDM com irisina em animais submetidos a dieta hiperlipidica, ndo possui referéncias
prévias na literatura, permitindo comparagdo de resultados apenas com linhagem celular ou

com animais com dieta padrao.
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CONCLUSAO

No modelo experimental utilizado, mostramos que o tratamento com irisina em
macrofagos derivados de medula dssea de camundongos foi capaz de estimular a expresséo de
CD206 em macrofagos, além de ndo ser capaz de estimular a producdo de éxido nitrico. Apesar
das limitacdes do estudo, podemos sugerir que a irisina estimula a polarizagdo de BMDM de
forma semelhante a IL-4, com possivel potencial imunomodulador e antiinflamatorio na

obesidade.
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