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INTRODUCAO:

A obesidade tornou-se uma epidemia mundial que representa uma grave ameaga a saide humana (“Obesity
and overweight”, OMS, [s.d.]). A resisténcia a insulina e inflamagao cronica de baixo grau causada pela obesidade,
contribuem para o desenvolvimento de comorbidades, tais como diabetes mellitus do tipo 2 e doencas
cardiovascularest. Durante o desenvolvimento da obesidade, o tecido adiposo branco, principal responsavel pelo
armazenamento de gordura, passa por diversas mudancas, incluindo a expansdo de células imunes, especialmente
macréfagos?.

Os macréfagos podem ser produzidos no periodo embrionario ou a partir de mondcitos circulantes e séo
caracterizados por marcadores em sua superficie ou expressdo génica. Essas células funcionam como sentinelas nos
tecidos que residem e encontram-se preparados para defender o organismo por meio da fagocitose de
microrganismos, células necrdticas ou apoptoticas, por desempenhar funcdo de apresentadores de antigenos e pela
producdo de fatores inflamatorios. Dois subtipos de macréfagos estdo bem caracterizados: macréfagos
classicamente ativados (M1) ou pré-inflamatérios, e, alternativamente ativados (M2) ou anti-inflamatérios.
Macréfagos M1 sdo identificados pela expressdo dos receptores F4/80, CD11b e CD11c e pela secrecédo de fatores
inflamatérios como TNF-a, IL-1pB e IL-6* Por outro lado, macréfagos M2 expressam os receptores F4/80, CD11b,
CD301 e CD206, ¢ citocinas anti-inflamatérias, como por exemplo, IL-4 e IL-10° Em individuos magros, os MTAs
desempenham ainda fungdes de eferocitose e controle da proliferacdo de adipécitos progenitores. Entretanto, com
0 avanco da obesidade, os macréfagos adquirem um fen6tipo mais voltado para o perfil inflamatério e associados
com o metabolismo lipidico?.

Resultados de sequenciamento de RNA revelam uma diversidade maior de macrofagos do tecido adiposo
(MTAs), em humanos e roedores, que contribuem diferentemente para a inflamagao sistémica. No minimo, trés
populagdes adicionais j& foram caracterizadas: (1) CD11b+ Ly6c+; (2) CD11b+ Ly6c- CD9+; (3) CD11b+ Ly6c-
CD9-. Eles diferem em localizacéo e nas fungdes que desempenham®. Adicionalmente, os MTAs ativam diferentes
rotas metabolicas de acordo com a resposta imunoldgica que desempenham no TA. A esse respeito, Weculek et al.
(2023)" demonstrou que macréfagos altamente inflamatérios sdo dependentes de fosforilagéo oxidativa (OXPHOS)
para lidar com o alto contetdo de lipidios que encontram. Quando a OXPHQOS ¢é prejudicada, a resisténcia a insulina
e a hepatoesteatose sdo melhoradas na obesidade. Estes resultados demonstram que o metabolismo energético de
MTA pode modular os efeitos da obesidade.

Similar aos MTAs, os adipécitos apresentam diferentes fenétipos no tecido adiposo. Em 2021, Backdahl® e
colaboradores demonstraram que, em humanos, através de sequenciamento de RNA, existem trés classes de
adipédcitos com localizacdo e expressao génica especificas. A saber, a adipocina leptina (LEP), as proteinas presentes
em goticulas de lipidios perilipina-1 e -4 (PLIN-1/PLIN-4) e, proteinas de fase aguda amildide sérica Al e A2
(SAA1/SAA2). De acordo com essa expressdo génica, os adipdcitos foram caracterizados em AdipoLEP, AdipoPLIN
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e AdipoSAA e estdo principalmente envolvidos na sinalizagéo/secrecéo de leptina, ao metabolismo de glicose e
lipidios, e, ao metabolismo de retinol, respectivamente. Neste mesmo estudo, os autores identificaram que 0s
macrofagos se associavam as diferentes classes de adipocitos. Porém, estd para ser investigado se os perfis
imunolégicos e metabdlicos de MTAs podem ser modulados pelos adipécitos adjacentes.Sendo assim, este trabalho
tem como objetivo caracterizar as populagdes de macréfagos quando em co-cultura com adipécitos knockdown para
0 gene lep (AdiposhLEP) e com superexpressdo para os genes plinl e saal (AdiposhPLIN e AdiposhSAA), sendo
aqui apresentados dados preliminares obtidos.

METODOLOGIA:
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Figura 1: Linha temporal do fluxo de diferenciagéo celular e co-cultura.

No dia 0 (D0), adipécitos foram diferenciados a partir da linhagem celular de fibroblastos 3T3 F442A. Apds nove
dias (D9), os macrofagos foram gerados a partir de mondcitos derivados da medula 6ssea (BMDM) de camundongos
C57BI/6J (CEUA: 6301-1). Estas células foram diferenciadas utilizando meio enriquecido da linhagem celular L929
durante 5 dias®. Ap6s a completa diferenciacdo (D14) de adipdcitos e macréfagos, a co-cultura foi realizada na
proporcao de 1:2 por 24h. Em seguida, o fen6tipo de macréfagos (CD11b*) foi analisado por citometria de fluxo,
qPCR e imunofluorescéncia. Para visualizar as mitocéndrias, os macr6fagos foram diferenciados a partir do BMDM
de animais Pham™XLyzM°®®, onde a proteina fluorescente Dendra2 é expressa nas mitocondrias de células da
linhagem mieldide.

RESULTADOS:

1. Fendtipo de macréfagos em co-cultura com adipocitos.

O fendtipo de macréfagos foi analisado através de citometria de fluxo, analisando a porcentagem de
macréfagos CD45+/CD11b+ que expressam diferentes marcadores para identificacdo de subtipos de macrdfagos
do tecido adiposo. Os resultados mostram que, quando com co-cultura com 3T3 néo diferenciada ou diferenciadas
em adipdcitos, os macréfagos apresentam uma perfil anti-inflamatério: CD301+, CD11C-, Ly6c+ e CD11b+. Por
fim, com a finalidade de caracterizar os adipocitos diferenciados a partir de 3T3 foi realizada microscopia CARS
para identificar gotas lipidicas nos adipdcitos e os macrofagos foram marcados com anticorpo F480, onde observa-
se uma diferenciacdo de 3T3 em adipGcitos com sucesso.
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Figura 2: Analise do perfil de ativacdo de macrofagos por citometria de fluxo. Valores estdo expressos em média + desvio
padrdo. *p<0.05, test t student. Imagem representativa da co-cultura entre adipocitos e macréfagos. Verde: microscopia CARS
identifica goticulas lipidicas nos adipdcitos, Magenta: macrdfagos identificados através da marcacdo com anticorpo F4/80,
escala 20 pm.

2. Perfil inflamatério de macrofagos em co-cultura com adipdcitos.

Com a finalidade de avaliar a expressdo de genes relacionados ao perfil inflamatorio de macrdfagos, foi
realizada real time quatitative reverse transcription PCR (RT-qPCR). Os resultados mostram uma diminuigéo de
IL-6, NOS2, IL-1p e aumento de II-10, revelando um perfil anti-inflamatério (M1) de macréfagos quando estdo em
co-cultura com adipdcitos.
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Figura 3: Andlise do perfil inflamatério de macréfagos por RT-gPCR. Niveis de RNAmM em relagdo ao controle para genes do
perfil de ativacdo de macrdfagos cultivados com células 3T3 néo diferenciadas ou diferenciadas em adipdcitos. *p<0.05, test t
student.

3. Perfil metabdlico de macré6fagos em co-cultura com adipdécitos.

O perfil metabdlico dos macréfagos quando co-cultivados com adipdcitos, foi avaliado em relagdo aos genes
que estdo associados a glicolise (pfkfb3 e Glutl) e a captacdo de mitocondrial de &cidos graxos (Cptl). Com isso,
foi possivel observar uma queda na expressao dos genes Pfkfb3, Glutl e Cptl; demonstrando que as vias glicoliticas
e de beta oxidagdo dos macrofagos esta sendo modulados quando cultivados em células 3T3 ndo diferenciada e
diferenciada em adipdcitos.
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Figura 4: Analise do perfil de macrofagos através de RT-qgPCR. Expressdo de RNAm para genes metabolicos associados a
glicolise (pfkfb3 e Glutl) e captagdo mitocondrial de &cidos graxos (Cptl), das células em co-cultura: macréfagos com células
3T3 ndo diferenciadas ou diferenciadas em adipécitos. Valores estdo expressos em média + desvio padrdo.*p<0.05, test t
student.

4. Dinamica mitocondrial de macro6fagos em co-cultura com adipocitos.
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Figura 5: Analise da dindmica mitocondrial de macréfagos cultivados com adip6citos. Valores estdo expressos em média +
desvio padrdo.*p<0.05, test t student Em azul, marcagéo de Hoechst mostra niicleos e, em cinza, a proteina Dendra2 localizada
na mitocdndria dos macrdfagos. Barra de escala: 10 pum.

Macro6fagos diferenciados de BMDM de camundongo PhamFloxLyzMecre, onde a proteina fluorescente
Dendra2 esta localizada em mitocéndrias de células da linhagem mieloide. Com isso, imagens da mitocéndria de
macrofagos (MO), cultivados ou ndo com adipdcitos, foram adquiridas no microscépio confocal AiryScan e 0s
pardmetros mitocondriais foram analisados no ImageJ, utilizando o plugin Mitochondria Analyzer 3D (n = 20
macrofagos/grupo). Os resultados mostram uma fissdo mitocondrial de macréfagos quando em co-cultura com
adipacitos, com reducdo do volume, da superficie, aumento de esfericidade e nimero de mitocdndrias por células.

Conclusoes Parciais:

Nossos resultados preliminares confirmam dados da literatura que evidenciam MTAs no tecido adiposo de
animais saudaveis apresentando perfil anti-inflamatério®. Quando co-cultivados com adipdcitos in vitro,
macrofagos derivados de BMDM expressam mais CD301 e IL-10, em detrimento das proteinas inflamatérias
CD11c, CD86, IL-6 e NOS2. Adicionalmente, expressam Ly6c, demonstrando a diferenciacdo a partir de
mondcitos. Interessantemente, estes macrofagos apresentam mitocéndrias mais fragmentadas, o que sugere aumento
na atividade destas organelas possivelmente por reutilizagdo das goticulas lipidicas advindas dos adip6citos. Nossos
resultados apoiam a hipotese de que os adipdcitos podem modular o perfil inflamatério e metabdlico dos macréfagos
in vitro. O projeto continuara avaliando o fenotipo dos macréfagos e a dindmica mitocondrial quando co-cultivados
com diferentes tipos de adipdcitos (Adipo-°, Adipo™-'N e AdipoSA4).
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