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Resumo 
 
A obesidade é uma doença reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 
desde 1997. Devido a vários fatores (genéticos, ambientais, dietéticos), esta doença 
atualmente é uma grande parte da população mundial e está associada a várias outras 
patogenicidades. Vários estudos mostraram que quantidades maiores de gordura corporal 
estão associadas a riscos aumentados de vários tipos de câncer. A inflamação está 
relacionada à obesidade e ao câncer. Os mediadores pró-inflamatórios causam efeitos 
locais e sistêmicos. O inflamassoma NLRP3, um importante complexo proteico para o 
processo inflamatório, é responsável pela maturação das citocinas pró-inflamatórias IL-1β 
e IL-18. A ausência de componentes da inflamação já foi relacionada a um aumento de 
peso aumentado. Outro fator intimamente relacionado com obesidade, inflamação e, 
consequentemente, câncer é a microbiota. A filogenia e os metabólitos da microbiota 
intestinal podem desempenhar um papel benéfico e protetor ou nocivo, sendo 
relacionados ao desenvolvimento de doenças no hospedeiro. Ainda, existem dois tipos de 
adipócitos presentes no corpo – branco (WAT), amplamente distribuído e mais conhecido 
por seu papel no armazenamento de gordura, e marrom (BAT), localizados em depósitos 
específicos e com papel  termogênico – têm papéis distintos na modulação do 
metabolismo e da resposta imune. O presente estudo avaliou o papel do inflamassoma 
NLRP3 no perfil inflamatório, metabolismo lipídico e na modulação da microbiota intestinal 
de animais obesos. Também foi avaliado se a abundância de WAT e BAT é modificada 
com a depleção dos componentes do inflamassoma e a ativação de macrófagos induzida 
por esses tecidos e o papel do inflamassoma nessa ativação. Para a primeira parte,  
camundongos selvagens e deficientes para caspase 1/11 e NLRP3 do inflamassoma 
foram alimentados com dieta convencional e rica em lipídeos (45% de calorias advindas 
de lipídeos) por 90 dias, a resposta inflamatória, o metabolismo de lipídeos e a filogenia 
da microbiota intestinal foram analisados. Nossos dados sugerem que animais nocautes 
para caspase1/11 apresentaram maior suscetibilidade à obesidade, com consequentes 
alterações dos marcadores de metabolismo lipídico e inflamatórios (esteatose hepática, 
biogênese  de corpúsculos lipídicos,  secreção de IL-12 e CD1d em células do lavado 
peritoneal), mudanças metabolômicas no perfil lipídico global do fígado e alteração na 
abundância filogenética da microbiota intestinal, apresentando filos envolvidos com ganho 
de peso e esteatose hepática; indicando uma modulação imunológica e no metabolismo 
lipídico. Na segunda parte, WAT e BAT foram retirados de animais selvagens e 
depletados para componentes de inflamassoma, mantidos em meio de cultura e o 
sobrenadante foi usado para estimular macrófagos de medula óssea (BMDM). Os animais 
nocautes apresentaram uma distribuição distinta desses tecidos e o uso do sobrenadante 
WAT e BAT depletados para proteínas do inflamassoma NLRP3 sugere que este 
complexo desempenha um papel importante na ativação de macrófagos regulada pelo 
tecido adiposo. Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que a ausência de 
caspase 1/11 modulam a abundância de WAT e BAT, que possuem papéis diferenciados 
na ativação de células imunes e, ainda, que a obesidade induzida pela dieta rica em 
gordura e a ausência de caspase 1/11 podem regular o metabolismo lipídico, a resposta 
inflamatória e a composição da microbiota intestinal. 
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Abstract 
 
Obesity is a disease recognized by the World Health Organization (WHO) since 1997. Due 
to several factors (genetic, environmental, dietary), this disease is currently a large part of 
the world population and is associated with several other pathogenicities. Several studies 
have shown that higher amounts of body fat are associated with increased risks of various 
types of cancer. Inflammation is related to obesity and cancer. Pro-inflammatory mediators 
cause local and systemic effects. The inflammasome NLRP3, an important protein 
complex for the inflammatory process, is responsible for the maturation of the 
proinflammatory cytokines IL-1β and IL-18. The absence of components of the 
inflammasome has already been related to an increased weight gain. Another factor 
closely related to obesity, inflammation and, consequently, cancer is the microbiota. The 
phylogeny and metabolites of the gut microbiota may play a beneficial and protective or 
deleterious role, being related to the development of diseases in the host. Furthermore, 
there are two types of adipocytes present in the body - white (WAT), widely distributed and 
better known for their role in fat storage, and brown (BAT), located in specific deposits and 
with thermogenic paper - have distinct roles in modulating metabolism and immune 
response. The present study evaluated the role of NLRP3 inflammation in the 
inflammatory profile, lipid metabolism and modulation of the intestinal microbiota of obese 
animals. It was also evaluated whether the abundance of WAT and BAT is modified by the 
depletion of the components of the inflammasome and the activation of macrophages 
induced by these tissues and the role of the inflammasome in this activation. For the first 
part, wild-type and caspase-deficient mice 1/11 and NLRP3 of the inflammasome were fed 
with a conventional diet and rich in lipids (45% of calories from lipids) for 90 days, the 
inflammatory response, lipid metabolism and phylogeny of the intestinal microbiota were 
analyzed. Our data suggest that animal knockouts for caspase 1/11 were more 
susceptible to obesity, with consequent changes in the markers of lipid and inflammatory 
metabolism (hepatic steatosis, biogenesis of lipid bodies, IL-12 and CD1d secretion in 
peritoneal lavage cells), changes metabolomics in the global lipid profile of the liver and 
alteration in the phylogenetic abundance of the intestinal microbiota, presenting phyla 
involved with weight gain and hepatic steatosis; indicating immunological modulation and 
lipid metabolism. In the second part, WAT and BAT were taken from wild animals and 
depleted for inflammasome components, kept in culture medium and the supernatant was 
used to stimulate bone marrow derived macrophages (BMDM). The knockout animals 
showed a distinct distribution of these tissues and the use of the supernatant WAT and 
BAT depleted for proteins of the NLRP3 inflammasome suggests that this complex plays 
an important role in the activation of macrophages regulated by adipose tissue. Taken 
together, our results suggest that the absence of caspase 1/11 modulate the abundance of 
WAT and BAT, which have differentiated roles in the activation of immune cells and also 
that obesity induced by the high fat diet and the absence of caspase 1/11 can regulate 
lipid metabolism, inflammatory response and intestinal microbiota composition. 
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1. Introdução 
1.1 A Obesidade 
A obesidade é uma doença reconhecida pela OMS (Organização Mundial da 

Saúde)  desde 1997 e em 2002 foi definida pela mesma organização como um excesso 

de gordura corporal acumulada no tecido adiposo com implicações para a saúde. 

Decorrente de diversos fatores (genéticos, ambientais, dietéticos, sedentarismo ou ainda 

susceptibilidades biológicas individuais), essa doença atinge atualmente uma grande 

parcela da população mundial. Trata-se de uma condição complexa de dimensões 

sociais, biológicas e psicossociais consideráveis, afetando pessoas de todas as idades e 

de todos os grupos socioeconômicos.   

 Considerada a epidemia do séc. XXI, a obesidade teve um aumento de mais de 

100% desde 1980 em todo o mundo. Os dados da OMS revelam que em 2014 quase 2 

bilhões de adultos, 39%, tinham sobrepeso (IMC > 25) e mais de 600 milhões, 13%,  eram 

obesos (IMC > 30); em 2013 mais de 42 milhões de crianças menores que cinco anos 

tinham sobrepeso. A projeção para 2025 é que o número de adultos com sobrepeso seja 

de 2,3 bilhões e de obesos seja mais de 700 milhões, o número de crianças acima do 

peso (sobrepeso e obesidade) poderá chegar a 75 milhões (1). Segundo o documento da 

Organização Mundial de Saúde , o sobrepeso em adultos no Brasil em 2014 era de 54,1% 

e a obesidade de 20%, sendo a maior prevalência entre as mulheres, 22,7% (2). 

 Uma grande preocupação médica é o risco elevado de doenças associadas ao 

sobrepeso e à obesidade, tais como diabetes, doenças cardiovasculares (DCV) e alguns 

cânceres. Vários estudos têm demonstrado que a obesidade está fortemente associada a 

um risco maior de desfechos, sejam cardiovasculares, câncer ou mortalidade. No estudo 

National Health and Nutrition Examination Study III (NHANES III), que envolveu mais de 

16 mil participantes, a obesidade foi associada a um aumento da prevalência de diabetes 

tipo 2 (DM2), doença da vesícula biliar, doença arterial coronariana (DAC), hipertensão 

arterial sistêmica (HAS), osteoartrose (OA) e de dislipidemia (3). Há também evidências 

consistentes de que quantidades maiores de gordura corporal estão associadas a riscos 

aumentados de vários tipos de câncer (4). 

 
1. 2 Tecido adiposo 
 Bem como os macrófagos, os adipócitos também podem se apresentar de duas 

maneiras bem distintas, modificando completamente a modulação do metabolismo e da 

resposta imune. Primeiro, e mais abundante, localizado principalmente em regiões 

subcutâneas e intra-abdominais, o tecido adiposo branco (WAT) é considerado o 
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armazenamento de energia e é responsável por regular o balanço energético mediante 

processos de lipogênese e lipólise (5), adicionalmente, no tecido adiposo branco também 

é encontrada uma população de macrófagos. A abundância desses macrófagos 

residentes está diretamente relacionada com o grau de inflamação do tecido em 

condições de obesidade. Segundo, encontrado em determinados locais do corpo, o tecido 

adiposo marrom (BAT) apresenta função termogênica, é mais vascularizado, possui maior 

número de mitocôndrias, encontra-se em maior porcentagem no corpo ao nascer e vai 

decaindo com a idade (6,7). Essas mitocôndrias presentes no BAT são altamente 

oxidativas, por conta da proteína-1 de desacoplamento (UCP1) que desacopla a cadeia 

respiratória, e oxidam os substratos metabólicos, dissipando a energia química na forma 

de calor (8). 

 Desde a última década, o tecido adiposo é reconhecido como um importante órgão 

endócrino metabolicamente ativo (9). Tanto o tecido adiposo branco quanto o marrom são 

responsáveis pela secreção de diversas substâncias que podem ter ação local ou 

sistêmica e participam da regulação de vários processos e patologias metabólicas. Essas 

substâncias são conhecidas como adipocinas, sendo elas: adiponectina, leptina, resistina 

e visfatina, onde as duas primeiras são as mais abundantes (Wellen et al. 2005). 

Adipocinas estabelecem um importante link entre o tecido adiposo, condições de 

obesidade e desordens inflamatórias, especula-se que adipocinas possam ser um dos 

pontos de conexão entre obesidade e câncer (Tilg & Moschen 2006). Em modelos 

animais, já foi encontrado que a adiponectina inibe o crescimento primário do tumor de 

forma dependente de caspases, levando a apoptose de células endoteliais (Bråkenhielm, 

Ebba, et al. 2004). Em linhagens tumorais (câncer de mama, próstata, ovário, pulmão e 

cólon) foi verificado ação da leptina como um indutor da proliferação enquanto 

adiponectina atuaria diminuindo essa proliferação (Garofalo et al. 2006). Além das 

adipocinas clássicas o tecido adiposo também secreta outros fatores imunomoduladores 

como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6), IL-1, IL-18, proteína 

quimiotática de macrófagos (MCP1), inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) e 

certos fatores do complemento e crescimento os quais também podem ser classificados 

como adipocinas (Ouchi et al. 2011; Tilg & Moschen 2006).  

 
1.3 Obesidade e inflamação 
Cada vez mais tem-se voltado atenção para as consequências da inflamação no 

tecido adiposo local. Macrófagos de tecido adiposo podem compreender até 40% das 

células no tecido adiposo obesos e representam uma fonte rica de citocinas (10). Focos 
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inflamatórios caracterizados por crown-like structures (CLS), que consistem em adipócitos 

mortos cercados por macrófagos (11), inicialmente foram identificados na gordura visceral 

e subcutânea, e mais recentemente foram observados em tecido adiposo branco da 

mama de mulheres e ratas obesas, onde foram chamados CLS-B, “B" de breast, 

denotando mama (12,13). 

 A formação de CLS fornece aos macrófagos uma estrutura funcional na morte dos 

adipócitos, mas também resulta numa exposição desses macrófagos aos ácidos graxos 

saturados advindos da lipólise associada à obesidade (14). Como consequência, há a 

indução da ativação dos macrófagos, via Toll-like receptor 4 (TLR4), estimulando assim a 

sinalização de NF-kB. Este, por sua vez, ativa a transcrição de genes pró-inflamatórios, 

incluindo ciclo-oxigenase-2 (COX2), IL-6, IL-1β, e factor de necrose tumoral α (TNFα) 

(15,16).  

 Os macrófagos podem ser divididos em duas classes funcionais, M1, também 

referidos como classicamente ativados, e M2 ou alternativamente ativados. Embora 

simplista, esta classificação binária de macrófagos quanto a sua polarização tem se 

mostrado útil para a compreensão da relação entre a inflamação e biologia do câncer. 

Macrófagos M1 secretam mediadores pró-inflamatórios incluindo prostaglandina E2 

(PGE2), IL-1β, IL-6 e TNFα, enquanto os macrófagos M2, induzidos por citocinas Th2, 

são distintos e funcionalmente associados à remodelação de tecidos e imunossupressão. 

Macrófagos residentes nos tecidos adiposo de pessoas eutróficas tendem a ser M2, 

enquanto que em pessoas com sobrepeso ou obesas tendem a ser M1, desta forma, 

sugere-se que os macrófagos M1 desempenham um papel importante na inflamação do 

tecido adiposo na obesidade (17). 

 Os níveis elevados de mediadores pró-inflamatórios causam efeitos locais e 

sistêmicos. No que diz respeito ao câncer de mama, o aumento de COX2 e PGE2 levam 

a um aumento da transcrição do gene que codifica a aromatase CYP19, a enzima 

limitante da velocidade para a síntese de estrógeno (18). Notavelmente, este eixo 

aromatase-obesidade-inflamação  fornece uma explicação plausível para o aumento das 

taxas de câncer de mama positivos paras receptores hormonais pós-menopausa 

associados à obesidade (13,19). 

 O inflamassoma é composto por PRRs citosólicos do tipo  NLRs que são um grupo 

protéico e em humanos é codificado por 22 genes e possui a divisão em três subfamílias: 

NOD, NLRP e IPAF (ou NLRC) (20). Esses são constituídos por três regiões funcionais: a 

primeira é uma região NOD de regulação localizada na posição central; a segunda é uma 

região N-terminal efetor envolvida na sinalização, nesse domínio podem ter um domínio 
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(PYD), um domínio para recrutamento de caspase (CARD) ou um domínio inibidor de 

baculovírus (BIR); e a  terceira região é a C-terminal que é composta por repetições ricas 

em leucina (21). A montagem desse complexo ocorre de forma que a proteína NLR 

recruta uma proteína adaptadora, como a ASC, que interage com a caspase-1 ou 

caspase-11 levando a sua ativação, promovendo a maturação das citocinas pró-

inflamatórias, IL-1β e IL-18 (22). 

 Em recente estudo, a ausência Caspase-1 foi associada à obesidade; tal 

associação é dependente de idade e sexo, sendo positiva ao sexo masculino e à uma 

idade mais avançada (23). A Caspase-1 também está relacionada à diferenciação dos 

adipócitos e à resistência à insulina; ela é positivamente regulada durante a diferenciação 

e direciona os adipócitos a um fenótipo mais resistente à insulina, sua atividade, bem 

como da IL-1β, também é aumentada na obesidade. Animais deficientes em Caspase-1 

ou NLRP3 resultam em adipócitos metabolicamente mais ativos e, nos deficientes em 

Caspase-1, também foi apresentada uma maior sensibilidade à insulina, além de uma alta 

taxa de oxidação lipídica (24).  

 A citocina IL-1β participa em diversos processos metabólicos importantes e a sua 

produção e secreção requerem dois sinais celulares. O primeiro ocorre por receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs), os quais levam a ativação de uma cascata de sinalização 

que culmina na translocação do fator transcrição do NF-kB para o núcleo, o que induz a 

transcrição da pró-IL-1β e pró-IL-18. O segundo sinal leva ao processamento proteolítico 

destes precursores, pró-IL-1b e pró-IL-18,  em suas formas biologicamente ativas via 

caspase-1, processo que exige a ativação de um complexo multiprotéico intracelular 

denominado inflamassoma. 

A IL-1β também age na sensibilidade à insulina, induzindo a diferenciação de 

adipócitos para um fenótipo mais resistente à insulina, de maneira dependente da 

ativação da caspase-1; in vivo, animais obesos,  induzido por dieta ou por modificações 

genéticas, apresentaram um aumento da ativação de caspase-1 e da secreção de IL-1β 

no tecido adiposo (24). Desta forma, a resistência à insulina também é induzida por 

inflamação crônica (25).  

A resistência à insulina resulta em perturbações metabólicas generalizadas com 

efeito na acumulação de triglicerídeos no fígado, a crescente prevalência de doença 

hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD) é paralela ao aumento da obesidade e suas 

complicações. A composição dietética, a susceptibilidade genética e os hábitos de 

exercício influenciam o desenvolvimento de NAFLD (26).  
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A apresentação da doença hepática varia desde a esteatose até a esteato-hepatite 

não alcoólica (NASH) (27). NAFLD é uma manifestação hepática da síndrome metabólica 

que inclui obesidade abdominal central juntamente com outros componentes. Até 80% 

dos pacientes com NAFLD são obesos (28); a esteatose hepática esta relacionada com 

IMC, mas principalmente esta associada ao tecido adiposo visceral (29).  

Os ácidos graxos livres, derivados do tecido adiposo visceral, das fontes dietéticas 

e da lipogênese, são liberados para o sistema circulatório, juntamente com a inflamação 

crônica de baixo grau do tecido adiposo visceral, são considerados dois dos fatores mais 

importantes que contribuem para a progressão da lesão hepática em NAFLD (30). Além 

disso, a secreção de adipocinas do tecido adiposo visceral, bem como a acumulação de 

lipídeos no fígado, promove a inflamação através das vias de sinalização do NF-kB, que 

também são ativadas por ácidos graxos livres e contribuem para a resistência à insulina 

(31). Além da resistência à insulina e à obesidade, a NAFLD também está associada a 

um risco aumentado de desenvolvimento de doenças cardiovasculares, diabetes tipo 2, 

doença renal crônica, complicações pós-operatórias após maior cirurgia hepática e câncer 

colorretal (32). 

  

1.4 Obesidade e microbiota 
Vários mecanismos acerca de como os adipócitos favorecem a carcinogênese, 

bem como o papel da inflamação neste processo ainda permanece desconhecido. Um 

fator importante para clarificação dessa relação é a microbiota, que destaca-se por estar  

relacionada a diversos processos inflamatórios e fatores fisiológicos, tais como alergias, 

asma, câncer, doenças cardiovasculares, obesidade e diabetes (33,34); trata-se de uma 

comunidade complexa de microorganismos, que incluem principalmente bactérias, e 

proporciona uma enorme capacidade enzimática que desempenha um papel fundamental 

no controle de muitos aspectos da fisiologia do hospedeiro (35).  

Ao longo dos últimos anos, o campo da imunologia tem sido revolucionada pela 

crescente compreensão do papel fundamental da microbiota na indução e função do 

sistema imunitário dos mamíferos. As comunidades microbianas, os seus metabolitos e 

componentes não só são necessários para a homeostase imunológica, mas também 

influenciam a susceptibilidade do hospedeiro para muitas doenças imuno-mediadas e 

outros transtornos. A microbiota fornece pistas moleculares cruciais, por meio de 

antígenos de superfície e metabólitos, que são essenciais para a maturação dos tecidos 

imunes e para o ajuste fino das respostas imunes (36).  

Cada região do corpo é espacialmente distinta e diferencialmente dominada por 
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filos específicos (37). No intestino, a quantidade e diversidade de espécies microbianas 

aumenta longitudinalmente a partir do estômago para o cólon (38,39), sendo no cólon a 

microbiota mais densa e metabolicamente mais ativa (40).  Uma vez que o microbioma de 

cada órgão é distinto, variando em diversidade e a abundância, sugere-se que os efeitos 

na inflamação e na carcinogênese provavelmente serão específicos de cada órgão. Além 

disso, existe uma variabilidade interindividual importante e funcionalmente relevante de 

microbiomas, o que os torna um potencial determinante do desenvolvimento de doenças, 

incluindo câncer (37). Essas diferenças da comunidade bacteriana podem ser uma 

explicação para a ocorrência de doenças em locais específicos dentro de um órgão; por 

exemplo, a maior taxa de câncer no intestino grosso - onde as densidades microbianas 

são muito maiores do que no intestino delgado (41). Embora muitos órgãos, por exemplo, 

o fígado, não contenham um microbioma conhecido, eles podem estar expostos a 

padrões moleculares associados a microorganismos (PAMPs) e metabolitos bacterianos 

que circulam sistemicamente (42–45). 

Estudos em animais estéreis revelaram efeitos da microbiota pró tumorigênicos em 

cânceres espontâneos, incluindo cânceres  pele, cólon, fígado, mama e pulmões (46). Da 

mesma forma, o esgotamento da microbiota bacteriana intestinal em camundongos, 

usando antibióticos, reduz o desenvolvimento de câncer no fígado (44,45) e cólon (47,48). 

Embora a maioria desses estudos mostre os efeitos da microbiota pró-tumorigênicos, 

também foram observados efeitos antitumorais. Estudos associaram componentes 

bacterianos específicos, agonistas do receptor Toll-like (TLR) e do receptor tipo NOD 

(NLR), como responsáveis por efeitos antitumorais, levando ao conceito de que a 

ativação potente da imunidade inata pode converter a tolerância tumoral em respostas 

imunes antitumorais (49,50).  

No entanto, raramente a microbiota bacteriana desencadeia o grau de ativação 

imune inata que é necessário para respostas imunes antitumorais e, em vez disso, muitas 

vezes induz a inflamação crônica de baixa intensidade que promove a doença . De fato, 

há evidências crescentes de pacientes e modelos animais que mostram efeitos relevantes 

da microbiota para a promoção do cânceres em muitos órgãos, particularmente aqueles 

que estão expostos à microbiota ou a MAMPs  (46).  

A alimentação é capaz de modificar rapidamente a composição da microbiota e, 

consequentemente, os metabólitos produzidos. A dieta ocidental, com seu alto teor de 

gordura e alto teor de açúcar, afeta a constituição e o ambiente intestinal do hospedeiro 

(51) e consequentemente a população de microorganismos que ali habitam. Sendo assim, 

a distribuição microbiana no intestino pode ser alterada pela dieta, sugerindo que a 
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regulação dietética da microbiota intestinal pode ser importante para o gerenciamento de 

doenças metabólicas induzidas pela inflamação.  A partir do metabolismo desses 

microorganismo, inúmeras moléculas são produzidas e lançadas no organismo do 

hospedeiro, podendo essas moléculas serem benéficas ou maléficas, a depender do perfil 

filogenético das bactérias. 

 A microbiota pode ter um efeito anti-inflamatorio no corpo; ela produz vários ácidos 

graxos específicos, muitos que não podem ser ingeridos na alimentação, a partir de 

ácidos graxos poli-insaturados, via metabolismo da saturação (52). Entre estes ácidos 

graxos específicos, o ácido linoleico conjugado é relatado como tendo um efeito protetor 

nas articulações em artrite relacionada à inflamação (53). Além disso, o ácido 10-hidroxi-

cis-12-octadecenoico suprime o comprometimento da barreira intestinal induzido por TNF-

α em células Caco-2 e a colite intestinal induzida por dextran sulfato de sódio em 

camundongos (54). Vários destes ácidos graxos, metabolizados a partir de gordura 

alimentar, podem ser detectados no sangue e nos órgãos (52) mostrando a atuação 

sistêmica dessas moléculas produzidas pela microbiota. Recente estudo mostrou que a 

enona dos ácidos graxos, metabólitos da microbiota intestinal, têm um efeito anti-

inflamatório potente em macrófagos estimulados por LPS e adipócitos hipertrofiados 

através da repressão de fatores pró-inflamatórios que levam à melhora das disfunções 

induzidas pela inflamação em adipócitos (55).  

Da mesma maneira, uma vez em disbiose, a microbiota pode gerar inflamação. A 

endotoxemia metabólica, caracterizada pela concentração plasmática de LPS duas a três 

vezes maior em decorrência à dieta hiperlipidica (56), mostrou ser o principal contribuinte 

para a patogenicidade da inflamação crônica de baixo grau, acredita-se que esse alto 

nível de LPS plasmático é originário de bactérias gram-negativas intestinais que se 

espalham sistemicamente através da circulação, como resultado direto da disfunção da 

barreira intestinal (57). A ligação de LPS com TLR4 leva ao aumento da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (58). A dieta é o fator mais importante que determina a 

composição da microbiota intestinal. A alteração da microbiota e a resultante 

desintegração da barreira intestinal, promovidas pela obesidade induzida pela dieta 

hiperlipidica, são fatores-chave que facilitam a endotoxemia metabólica (57,58). 

Mudanças na permeabilidade intestinal, endotoxemia e interações com ácidos 

biliares, podem contribuir para o desenvolvimento de esteatose hepática não alcóolica 

(59). Especificamente, uma microbiota disbiótica é freqüentemente observada entre 

indivíduos obesos (60) e está associada a uma maior proporção de bactérias Gram-

negativas na microbiota intestinal, que por sua vez está associada ao NAFLD (61). 
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Dessa forma, evidências que ligam a microbiota intestinal e o metabolismo do 

indivíduo podem permitir o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas com base 

na modulação da microbiota intestinal para prevenir ou retardar a progressão de algumas 

patologias. 
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2. Justificativa 
 

 Está cada vez mais claro que a microbiota, a inflamação e a obesidade estão 

intimamente relacionadas.  Apesar de já estabelecida a relação da microbiota, do tecido 

adiposo e da inflamação, bem como a importância de citocinas e mediadores pró-

inflamatórios secretados no estabelecimento de determinadas patologias, os mecanismos 

moleculares que controlam essa interação ainda não foram completamente elucidados.  

O presente estudo propõe desvendar mecanismos dessa interação e estabelecer 

associações entre os tecidos e órgãos envolvidos, a forma de ativação de células 

relacionadas com o processo inflamatório, as moléculas liberadas de forma sistêmica e a 

relação do inflamassoma NLRP3 nesse processo.  
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3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral 
Analisar a relação do inflamassoma NLRP3 na modulação da adipogênese, 

inflamação e microbiota 

3.2.  Objetivos Específicos 
3.2.1 - Caracterizar o papel das proteínas do inflamassoma  NLRP3 (NLRP3,  

Caspases 1 e 11, Asc) em animais submetidos à dieta hiperlipídica ou 

normolipídica, analisando: 

- O ganho de peso, glicemia, peso dos órgãos, perfil histopatológico do fígado  

- A biogênese de corpúsculos lipídicos 

- A ativação de moléculas apresentadoras de antígenos 

- A geração de ROS e NO  

- O perfil de secreção de citocinas 

 

3.2.2 – Analisar o papel do inflamassoma NLRP3 e da obesidade induzida pela 

dieta hiperlipidica sobre a  composição da microbiota intestinal.  

 

3.2.3 – Avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 e da obesidade na composição 

lipídica de fígados de animais tratados com dieta hiperlipídica. 

 

3.2.4 – Analisar o papel do inflamassoma NLRP3 na dispersão de tecidos adiposos 
branco e marrom 
 
3.2.5 – Verificar o papel do inflamassoma NLRP3 e dos diferentes tipos de 
adipócitos na ativação de macrófagos. 
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4. Materiais e Métodos 
 

4.1. Camundongos, tratamentos in vivo e considerações éticas  
Foram utilizadas fêmeas de 8 semanas, da linhagem C57/BL6 selvagens e deficientes 

para as proteínas Caspase 1/11-/- e NLRP3-/-, no primeiro experimento, Caspase 11-/- e 

Asc-/-, no segundo experimento, condicionadas em ambiente livre de patógenos, em 

microisoladores ventiladas, com água e alimento ad libitum, sob ciclo de luz e escuridão 

de 12/12h e temperatura controlada (23 ± 2ºC). Dezesseis animais de cada genótipo 

foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos (n = 8) e tratados por 3 meses com uma 

das seguintes dietas: dieta normolipídica AIN-93M ou standard fat diet (SFD) (62), dieta 

hiperlipídica AIN-93M com 45% de lipídeos ou high fat diet (HFD), tabelas nutricionais das 

dietas anexo (Anexo I). O peso dos animais era aferido semanalmente para 

acompanhamento da curva de ganho de peso. Os animais tiveram uma semana de 

aclimatação e, durante todo o experimento, foram mantidos no biotério do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade de Brasília.  

Após o período de tratamento, os camundongos foram anestesiados com 30µl de 

quetamina e xilasina em proporções iguais, administrados intramuscularmente. O sangue 

foi coletado via o globo ocular, para extração do soro e dosagem de glicemia, e 

posteriormente esses animais foram sacrificados em câmara de CO2, para a retirada das 

células do lavado peritoneal e  órgãos.  Conforme protocolos detalhados a seguir, no 

soro, foram dosadas citocinas por ELISA e óxido nítrico por Griess; foi feita a marcação 

de CD1d, quantificação de geração de ROS e biogênese de corpúsculo lipídico (CL) nas 

células do lavado peritoneal. Os fígados foram divididos, a menor porção foi congelada 

em nitrogênio liquido para estudo da lipidômica e com a maior porção foi feita histologia 

para avaliação morfológica do órgão. As fezes dos animais foram coletadas no início e no 

final do tratamento e armazenadas a -80ºC para estudo da microbiota. 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília, UnBDoc n° 52306/2014 (Anexo II). 

 

4.2. Aquisição de células do lavado peritoneal 
As células peritoneais foram adquiridas por meio de lavado da cavidade peritoneal. 

Brevemente, a lavagem foi realizada injetando 3mL de DMEM refrigerado dentro do 

peritônio. O meio foi recolhido, centrifugado a 300G por 5min. a 4ºC e as células 

ressuspendidas para uso. Para a obtenção de macrófagos peritoneais: as células do 

lavado peritoneal foram contadas e plaqueadas. Após 24h em estufa úmida a 37ºC a 5% 
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CO2, o sobrenadante foi descartado e as células fortemente aderidas consideradas 

macrófagos.  

 

4.3. Análise da biogênese de corpúsculos lipídicos por citometria de fluxo 
Para analisar e quantificar a biogênese de corpúsculos lipídicos (CLs) foi utilizado uma 

sonda fluorescente lipofílica, BODIPY 493/503 (Life technologies), usada para a 

identificação de lipídios neutros intracelulares (triglicerídeos e ésteres de colesterol) 

presentes em grandes quantidades em CLs.  

Para a quantificação de CL, as células foram incubadas com uma solução de 

bodipy/PBS1x na concentração de 1/5000 por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Após 

esse período as mesmas foram lavadas com PBS1x 3 vezes, ressuspendidas em 500µL 

de paraformaldeído 1% e mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS 

Calibur) no canal FL1 em escala logarítmica. O gate, quando aplicado, foi plotado na 

população de células viáveis, excluindo-se os restos celulares da análise. Os histogramas 

e médias de intensidade de fluorescência (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 

(Tree Star Inc). Experimento feito em triplicata biológica.  

 

4.4. Análise de ativação celular através da expressão de CD1d 
As moléculas apresentadoras de antígeno CD1d (antígeno lipídico) ativam linfócitos T 

com o auxílio da molécula CD40, que também induz a produção de citocinas. As análises 

das moléculas de superfície CD1d foram feitas através de imunomarcação com anticorpos 

conjugados a moléculas fluorescentes (PE) para citometria de fluxo (Ebioscience).  

Para essa análise, células peritoneais do experimento in vivo foram marcadas para a 

molécula.  

As amostras foram mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS Calibur) 

no canal FL2 em escala logarítmica. Os histogramas e médias de intensidade de 

fluorescência (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 

 

4.5. Análise da geração de espécies reativas de Oxigênio (ROS)  
Para análise da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi utilizada a sonda 

2’,7’ Diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DFC-DA) a qual é permeável à membrana 

celular e não é fluorescente. Na presença de ROS, este composto é oxidado no interior 

da célula e produz um composto fluorescente, a 2’,7’ – diclorofluoresceína (DFC), que 

permanece no interior da célula.  

As células do lavado peritoneais ou de cultura celular, após tratamento, foram 
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incubadas a 37°C, protegidas da luz por 30 minutos com a sonda DFC-DA dissolvida em 

meio de cultivo na concentração final de 20µM. Após esse período as células foram 

lavadas com PBS1x 3 vezes, ressuspendidas em 500µL de PBS1x gelado e mantidas a 

4°C. A leitura foi realizada imediatamente por citometria de fluxo (FACS Calibur) no canal 

FL1 em escala logarítmica. O gate, quando aplicado, foi plotado na população de células 

viáveis, excluindo-se os restos celulares da análise. Os histogramas e médias de 

intensidade de fluorescência (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 

Experimento feito em triplicata biológica.  

 

4.6. Análise de produção de Óxido Nítrico (NO). 
A produção de NO foi determinada pela dosagem do total de nitrito (NO2-) nas 

amostras de soro e sobrenadante de cultura celular, utilizando o método de Griess 

(Grisham et al., 1996). Para o preparo do reagente de Griess foram misturadas 

quantidades iguais (1:1) sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil) etilenodiamina dihidrocloridrato 

a 0,1%, em ácido fosfórico a 2,5%. 

Em uma microplaca de 96 poços foram colocados 50µL de cada amostra, em 

triplicata. Foi construída uma curva padrão com nitrito de sódio (NaNO2) nas 

concentrações de 100 - 1,56µM. Em seguida, foram adicionados 50µL de reagente de 

Griess aos poços que continham a curva e as amostras. O controle da reação (branco) foi 

feito pela adição de 50µL de meio de cultura adicionados 50µL do reagente de Griess. 

Essa placa foi incubada à temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento e a 

estabilização do cromóforo. A absorbância da reação foi medida por epectrofotometria no 

comprimento de onda de 540nm. Após a leitura esses dados foram analisados no 

programa SoftMax. A análise de regressão linear foi usada para calcular as 

concentrações de nitrito nas amostras em relação à curva padrão de nitrito de sódio. Os 

níveis de nitrito das amostras foram expressos em µM e foram analisadas 

estatisticamente.  

 

4.7. Dosagem de citocinas 
As citocinas provenientes do soro dos animais do experimento in vivo e do 

sobrenadante de cultura celular foram analisadas por ensaio imunoenzimático (ELISA), 

utilizando-se kits comerciais (eBioscience e R&D System). O ensaio foi realizado 

seguindo-se as instruções do fabricante. Resumidamente, microplacas com 96 poços 

foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas diluídos em PBS e 

incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. As placas foram bloqueadas com Soro 
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Fetal Bovino 5% em PBS e incubadas por uma hora à temperatura ambiente. Em 

seguida, após um ciclo de três lavagens com solução 0,05% Tween-20 em tampão PBS, 

foram adicionadas as amostras (50 µL) e as diluições seriadas da curva padrão. As 

placas foram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente e após o término deste 

período, os respectivos anticorpos anti-citocinas conjugados à biotina foram adicionados 

às placas e incubados por 1 hora à temperatura ambiente. A seguir, após um ciclo de três 

lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase do kit e incubada por 20 minutos à 

temperatura ambiente. Após novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina foi 

adicionado às placas e a reação foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico 1M. A 

absorbância da reação foi medida por epectrofotometria no comprimento de onda entre 

450nm. Após a leitura, esses dados foram analisados no programa SoftMax. A análise de 

regressão linear foi usada para calcular as concentrações de nitrito nas amostras em 

relação à curva padrão de nitrito de sódio. Os níveis de nitrito das amostras foram 

expressos em pg/mL e foram analisadas estatisticamente.  

 

4.8. Análise da microbiota intestinal 
 

4.8.1. Isolamento de DNA de amostras fecais 
Foi realizado com a utilização do kit de isolamento de DNA MoBio PowerSoil. O 

ensaio foi realizado seguindo-se as instruções do fabricante. Brevemente, 250mg de 

amostra e 60µL da solução C1 foram adicionados em tubo próprio contendo beads, 

aquecidos por 10 min. a 65ºC e agitadas horizontalmente durante 10 minutos com o uso 

de vórtex. Após a agitação, as amostras foram centrifugadas a 10000G por 30 segundos. 

Ao sobrenadante, foram adicionados 250µL da solução C2. Em seguida, as amostras 

foram agitadas por 5 segundos com a utilização de vórtex e incubadas a 4 °C por 5 

minutos. 200µL da solução C3 foram adicionados, em um volume máximo de 600µL de 

sobrenadante e brevemente agitado. As amostras foram novamente incubadas a 4 °C por 

5 minutos e centrifugadas a 10000G por 2 minutos. A 750µL de sobrenadante obtido 

durante a centrifugação foram adicionados 1200µL da solução C4 e agitados em vórtex 

por 5 minutos. A amostra foi adicionada ao tubo próprio contendo um filtro, o qual foi 

centrifugado a 10000 G por 1 minuto e o liquido descartado. 500µL da solução C5 foram 

adicionados ao filtro, o qual foi centrifugado a 10000 G por 30 segundos e o liquido 

novamente descartado. Ao centro do filtro foram adicionados 50µL da solução C6. As 

amostras foram então centrifugadas a 10000 G por 30 segundos e o produto de filtragem 

foi quantificado em NanoDrop, comparando o valor de absorbância a 260nm com os 
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valores encontrados em 230 e 280nm. Após quantificação, as amostras foram estocadas 

a -20°C.  

 

  4.8.2. Amplificação do DNAr 16s por PCR 
 A PCR foi realizada em placa de 96 poços em ambiente estéril a fim de se evitar 

que moléculas de DNA e RNA livres no ambiente possam interferir no procedimento. O 

Mastermix, o DNA a ser amplificado e os primers foram centrifugados a 500G por 1 

minuto. 88µL de Mastermix foram transferidos para as colunas 1, 5 e 9 da placa. 8µL de 

primers foram adicionados às mesmas colunas. Colunas 4, 8 e 12 foram usadas como 

controle negativo do experimento e não continham o DNA molde a ser amplificado. A 

cada poço das colunas 1, 5 e 9 foram adicionados 3µL do DNA molde. Em seguida a 

placa foi selada e posta no termociclador. O programa ‘‘PTPCR’’ foi utilizado para 

obtenção de amplicon.  

Tendo em vista avaliar a eficiência do processo da PCR e a qualidade das 

amostras, os produtos de PCR foram analisados utilizando eletroforese em gel de 

agarose. As réplicas das amostras foram aplicadas na placa, assim como as réplicas de 

controles negativos. 5µL do pool dos produtos de PCR foram transferidos para outra placa 

contendo 1,5µL de tampão de amostra. As amostras foram aplicadas em um gel de 

agarose 1,5%, contendo 3 µL  de Sybr green, juntamente com 5µL de marcador de massa 

molecular (100 pb), e foram corridas a 120 V por 40 minutos. Uma fotografia do gel foi 

obtida a fim de se determinar qualidade da amplificação e tamanho do amplicon. 

 

 4.8.3. Sequenciamento por Illumina (V4) 
 Uma vez comprovada a qualidade das amostras e o seu potencial de amplificação, 

as amostras foram enviadas para a facilite GenomeQuébec num volume de 10-25 µL, a 

depender da concentração de DNA, para realização sequenciamento os primers 

ILR1SEQ, ILR2SEQ, ILIDXSEQ. 

 

 4.8.4. Análise filogenética  
 Uma vez realizado o sequenciamento, os dados foram enviados pela empresa e 

processados no Software Qiime para análise de diversidade e abundância filogenética 

nas amostras.  

 
4.9. Lipidômica feita por MALDI-TOF 
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4.9.1. Preparação de amostra e extração de lipídeos 
O método de extração de lipídios foi Bligh-Dyer (1959). Resumidamente, o tecido foi 

suspenso em 150µL de água Milli-Q. Em seguida, foram adicionados 190µL de 

clorofórmio e 375µL de metanol, a mistura foi submetida a vortex durante 5 min em 

1000rpm. Em seguida, foram adicionados 190µL de clorofórmio e 150µL de água Milli-Q e 

submetidos a vortex durante 1 min, a mistura foi novamente centrifugada a 14000 G 

durante 5 minutos para induzir a separação de fases. A camada orgânica inferior foi 

recolhida, concentrada em Speed-Vac e reconstituída em 100µL de uma solução de 

clorofórmio/metanol (1:1). 1µL da amostra foi aplicado numa placa MALDI e depois seca 

ao ar. Em seguida, foi aplicado 1µL de matriz de ácido 2,5-dihidroxibenzóico (DHB), 

preparada a uma concentração de 10mg/mL em MeOH, sobre a amostra seca. A 

calibração de MS foi realizada usando uma mistura de fosfolípidos composta de DOPE, 

DMPG, DPPA e DPPS para análise de lipídios. 

 

4.9.2. Análise MALDI-MS 
O MALDI-MS foi realizado num espectrômetro de massa Bruker Autoflex III MALDI-

TOF / TOF equipado com um laser de feixe de 334nm. Os perfis foram adquiridos no 

modo linear TOF e no modo íon positivo com uma extração retardada de 260ns a 20kV de 

tensão de aceleração. Os perfis de lipídios foram adquiridos no modo refletor TOF e no 

modo íon positivo. Cada espectro foi coletado manualmente como uma média de 5000 

disparos a laser (1000 disparos a laser em 5 posições de pontos diferentes). A energia do 

laser foi ajustada logo acima do limiar para a produção de íons. Uma gama de m/z 600-

1000 foi utilizada para as impressões digitais de lipídeos. Os espectros foram adquiridos 

em triplicata e a ferramenta AutoExecute do software de aquisição Flexcontrol foi utilizada 

(Versão 2.4; Bruker-Daltonik GmbH) para processamento e apenas picos de íons com 

uma relação S / N maior que 3 foram considerados. 

 

4.9.3. Análise multivariada de dados MALDI-MS 
Os íons lipídicos foram adquiridos, acumulados e processados usando o software 

FlexAnalysis. Os íons foram alinhados com uma tolerância de massa de m/z 0.4 Da para 

lipídios. A intensidade relativa dos picos de íons foi normalizada por escalação automática 

(média-centrada e dividida pelo desvio padrão de cada variável) como pré-processamento 

para análise multivariada. Ambas as abordagens estatísticas não supervisionadas e 

supervisionadas foram aplicadas. A análise de componentes principais (PCA) e os 

mínimos quadrados - análise discriminante (PLS-DA) foram realizados nos dados usando 
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o MetaboAnalyst (software versão 3.0) para discriminar as amostras com base em suas 

impressões digitais MALDI-TOF MS. 

 

4.10. Extração de tecidos adiposos branco e marrom 
Foram utilizadas fêmeas de 8 semanas, da linhagem C57/BL6 selvagens e deficientes 

para as proteínas Caspase 1/11-/-, NLRP3-/-. Os animais foram sacrificados em câmara de 

CO2 e tiveram os tecidos coletados da região tubária (WAT) e intra-escapular (BAT). Os 

tecidos foram dissociados e mantidos por 24h em meio de cultura.  

 

4.11. Macrófagos derivados da medula óssea (BMDM) 
 Foram utilizadas fêmeas da linhagem C57/BL6 selvagens (WT). Extraídos o fêmur e a 

tíbia desses camundongos, foi feito um flush para retirar as células progenitoras mieloides 

presentes na medula desses ossos. Essas células foram então diferenciadas em 

macrófagos utilizando o sobrenadante de fibroblastos de linhagem L929, que secretam o 

fator de diferenciação GM-CSF. Essa diferenciação dura 1 semana e, após essa semana, 

os macrófagos ficam em resting por 2 dias. Os macrófagos são mantidos em RPMI 

suplementado com 10% de SFB e 5% de sobrenadante de L929.  

 

4.12. Análise da biogênese de corpúsculos lipídicos por Oil Red 
Para analisar a biogênese de corpúsculos lipídicos (CL) por microscopia óptica, as 

células foram marcadas com Oil Red  para visualização dos CL.  

Para essa análise, células foram plaqueadas em placas de 24 poços. Após o período 

de estímulo, o sobrenadante foi descartado e as células fixadas com formalina 3,7% pH 

7,4 por 30min. a temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS1x e incubadas 

com propilenoglicol 100% por 5min., após retirada do excesso, foi adicionada solução de 

Oil Red O (Sigma-Aldrich) a 0,5% em propilenoglicol 100% e incubada, protegida de luz, 

por 10min. a temperatura ambiente. Após a marcação, as células foram lavadas 1x com 

propilenoglicol 60% por 3min. e 3x com água destilada para retirada do corante vermelho 

e foram marcadas com hematoxilina para melhor visualização das células. As células 

foram visualizadas em microscópio invertido, no aumento de 40x. 

As análises de geração de CL e dosagem de citocinas foram realizadas conforme 

descrito nos itens  4.3 e 4.7, respectivamente. 

 
4.13. Análise estatística 
Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando programa GraphPad Prism 
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6.0, GraphPad Software, Inc. Os testes utilizados foram one-way ou two-way ANOVA para 

comparação de médias, seguido do pós-teste de Turkey ou test t de student não pareado. 

A significância estatística foi assumida com valor de p ≤0,05. 
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5. Resultados  
 

5.1. Experimentos in vivo 
 
5.1.1. A ausência das caspases 1 e 11 favorece o ganho de peso em animais 

submetidos a dieta hiperlipídica 
A obesidade em animais selvagens e nocautes (Caspase 1/11-/-, Caspase 11-/-, ASC 

-/- e NLRP3-/-) foi induzida através da dieta hiperlipídica por três meses. Semanalmente os 

animais eram pesados e a partir dessas pesagens foram montadas as curvas de ganho 

de peso. Essas curvas mostram que todos os grupos iniciaram os experimentos com os 

pesos médios similares. Ao final do tratamento, houve um deslocamento para cima da 

curva de  ganho de peso nos animais submetidos a dieta hiperlipídica nos camundongos 

deficientes para as caspases 1/11 (fig. 1A), seguido dos animais nocautes apenas para 

caspase 11 (fig. 1C), o final da curva dos animais deficientes para ASC mostrou-se 

semelhante aos animais selvagens (fig. 1E), enquanto a curva dos animais deficientes de 

NLRP3 apresentaram um deslocamento para baixo quando comparado aos animais 

selvagens (fig. 1G). Sendo o peso final dos animais nocautes para caspases 1/11 maior 

que o peso final dos animais selvagens submetidos à mesma dieta (fig. 1B). 
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Figura 1: Ganho de peso de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/-, Caspase 11-/-, ASC-/- e NLRP3-/- 
submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. (A, C, E e G) Curva de ganho 
de peso feita com pesagens semanais e (B, D, F e H) peso dos animais no final do tratamento. Os 
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resultados estão expressos em forma de média + desvio padrão (n=8). Análise estatística realizada por 
Anova, onde (****) representa p<0,0001. 
 

 
Figura 2: Imagem do acúmulo de gordura abdominal subcutânea dos animais selvagens (WT), Caspase 
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1/11-/-, Caspase 11-/-, ASC-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 

meses.  
 

No presente trabalho, em todos os grupos com diferentes genótipos atingiram um 

peso significativamente diferente após 15 semanas em tratamento com dieta hiperlipídica 

em relação aos animais controles (ração normolipídica). Ainda, os animais Caspase 1/11-/- 

submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) apresentaram um ganho de peso maior que os 

animais WT submetidos à mesma dieta ao final do tratamento (figura 1B), não houve 

diferença entre os demais grupos que receberam a dieta HFD em relação aos animais 

WT, apesar de ser observada uma tendência a um maior ganho peso nos animais 

Caspase 11-/- e menor nos animais NLRP3-/-. Dos animais que receberam dieta controle 

(SFD), não houve diferença significativa entre os grupos, mas da mesma forma podemos 

observar uma tendência a um maior ganho de peso nos animais Caspase 1/11-/-. 

Esse aumento no ganho de peso pode estar relacionado com a deficiência de IL-

18, decorrente da ausência da caspase-1, como visto por Netea e colaboradores (2006) e 

Wang e colaboradores (2013).  

 

5.1.2. A ausência das caspases 1 e 11 favorece a síndrome metabólica, com 
aumento de órgãos e esteatose, em animais submetidos a dieta hiperlipídica 

A obesidade pode acarretar síndrome metabólica e resistência à insulina.  Os 

animais, ao final do tratamento, tiveram dosada a glicemia sérica; os dados mostram um 

tendência a um aumento nos grupos submetidos à dieta hiperlipídica (fig. 3A e 3B), 

resultado coerente com os dados do ganho de peso, mostrando que a obesidade nesses 

animais pode ter causado uma síndrome metabólica e uma possível resistência à insulina.  

A glicemia sérica da figura 3A, talvez por não ser valores de jejum, não mostra 

diferença significativa entre as diferentes genotipagens e dietas, apesar de claramente 

apresentar uma tendência a ser maior nos grupos que receberam dieta HFD. Já nos 

grupos que tiveram a glicemia de jejum analisada, figura 3B, apenas o grupo nocaute 

para ASC apresentou diferença entre os tipos de dieta, porém é possível observar uma 

tendência em ser maior nos grupos HFD nos demais genótipos.  
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Figura 3: Glicemia sérica de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-/-  (A) e glicemia sérica de 
jejum de animais WT, Caspase 11-/- e ASC-/- de jejum (B) submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou 
hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Os resultados estão expressos em forma de média + desvio padrão. 
Análise estatística realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05. 
 
 Também foram observadas alterações no fígado (figura 4) e coração (figura 6), 

caracterizando uma obesidade clássica avançada com esteatose hepática (figura 5) e 

hipertrofia ventricular. 

 

 
Figura 4: Peso dos fígados (A) de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/-, Caspase 11-/-, ASC-/- e NLRP3-

/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Os resultados estão 
expressos em forma de média + desvio padrão. Análise estatística realizada por Anova, onde (*) representa 
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p<0,05, (**) representa p<0,01, (***) representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001. 
 

Todos os grupos submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) tiveram um aumento do 

fígado quando comprados aos grupos controles (SFD), com exceção dos animais 

nocautes para Caspase 11. Os animais Caspase 1/11-/- submetidos à dieta hiperlipídica 

(HFD) apresentaram um aumento ainda maior, havendo uma diferença quando 

comparados aos outros grupos submetidos à dieta hiperlipídica. Nos animais que 

receberam a dieta controle (SFD), o grupo Caspase 1/11-/-  também apresentou um 

aumento no fígado quando comprados aos animais WT e NLRP3-/- (figura 4A).  

A histopatologia dos fígados confirma os dados, mostrando esteatose nos grupos 

submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) e também  no grupo Caspase 1/11-/-  controle 

(SFD), semelhante ao grupo  NLRP3-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD), que teve 

uma menor formação de vesículas comparado aos outros grupos submetidos à dieta 

hiperlipídica (HFD) (figura 5). O que ratifica a importância da caspase-1 no metabolismo 

lipídico.  
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Figura 5: Lâminas hitológicas de fígados de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- 
submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. As imagens foram feitas 
usando aumento de 40x e a coloração por H&E.   
   

Foi observado um aumento de peso nos corações dos animais Caspase 1/11-/- e 

Caspase 11-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) (fig. 6A e 6B). Esse aumento pode 

ser devido à hipertrofia ventricular associada à obesidade ou por complicações 

cardiovasculares advindas da síndrome metabólica (63). Esse aumento não foi visto nos 

grupos WT, ASC-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD).  

 

SFD HFD 
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Figura 6: Peso dos corações (A) de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/-, Caspase 11-/-, ASC-/- e 
NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Os resultados estão 
expressos em forma de média + desvio padrão. Análise estatística realizada por Anova, onde (*) representa 
p<0,05. 
 

 

5.1.3. A dieta hiperlipídica intensifica a modulação da composição global 
lipídica  do fígado pelo inflamassoma NLRP3 e caspase-1/11 
 
Tendo os fígados dos animais apresentado uma diversidade no metabolismo 

lipídico, com uma diferença entre os pesos e acúmulo de gordura, analisamos a 

composição lipídica nesses órgãos.     

A figura 6 revela que o sistema biológico é extremamente complexo e não pode ser 

descrito por um número reduzido de metabólitos. Nota-se nos gráficos OPLS-DA (fig. 7A, 

7C e 7E) que em todos os casos a variância explicada apenas por duas componente é 

menor do que 50%, observa-se apenas uma boa separação entre os grupos dos animais 

Caspase 1/11-/- e WT (fig. 7A). Os metabólitos que mais contribuem para essa separação 
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são mostrados no gráfico VIP na figura 7B no qual pode-se observar que a maioria dos 

metabólitos apresenta maior abundância relativa no grupo WT.  

A mesma tendência de separação dos grupos Caspase 1/11-/- e WT permanece em 

ambos os tratamentos recebidos, SFD (fig. 7C) e HFD (fig. 7E), porém a separação é 

maior nos que receberam a dieta HFD, mostrando que a dieta potencializa o efeito da 

ausência das caspases 1 e 11.  

Quando observamos o metabólito com maior influência nos grupos de mesmo 

genótipo que receberam dietas diferentes, temos o ions 651 para animais WT que 

receberam SFD (fig. 7D) e o ion o 787 para a dieta HFD (fig. 7F), nos animais Caspase 

1/11-/- os ions que apresentaram maior abundancia relativa foi o 783, para os animais 

SFD (fig. 7D), e o 826, para os animais tratados com HFD (fig. 7F). Curiosamente, quando 

observamos os metabólitos de maior influência nos grupos NLRP3-/- vimos ions muito 

próximos de maior abundancia relativa, 811 na SFD (fig. 7D) e 797 na HFD (fig. 7F), 

mostrando que a dieta não modula a diversidade de lipídeos de forma tão significativa 

quanto nos outros grupos.  

 

 
 

A B 
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Figura 7: Análise da composição lipídica dos fígados de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-

/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou  hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Dados construídos usando 
dados da metabolômica de MALDI: Plot da análise discriminante - Orthogonal Partial Least Squares 
(OPLS_DA) (A, C e E)  e os espectros de massa importantes encontrados, onde as cores 
correspondem às concentrações relativas de cada metabólito nos grupos (B, D e F).   
 

Para analisar comparativamente os grupos utilizando todos os metabolitos 

detectados foi utilizada a análise hierárquica de componentes (HCA). Nota-se que os três 

genótipos são completamente diferenciados pelo HCA, os grupos Caspase1/11-/- e WT 
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são os mais distintos em termos de composição ou abundância relativa dos metabolitos 

enquanto o grupo NLRP3-/- pode ser considerado como intermediário (Figura 8). Com 

relação às distintas dietas recebidas, o grupo WT apresenta metabolitos de 600-800 m/z  

com maior abundancia relativa media quando comparado aos grupos Caspase 1/11-/- e 

NLRP3-/- que receberam a dieta SFD (fig. 8A). Na dieta HFD, observou-se que os 

metabolitos de m/z 679, 787 e 651 discrimina o grupo WT dos demais (fig. 8B). Por outro 

lado, os metabolitos 849, 845, 799, 826, 822, 798, 847, 823, 797 e 850 tem maior peso 

nos grupos Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- que receberam a dieta SFD (fig. 8A).  

 

 
 

A 
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Figura 8: Agrupamento dos espectros de massa encontrados analise discriminante Partial Least Squares 
(PLS-DA) da composição lipídica no fígado de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- 
submetidos à dieta normolipídica (SFD) (A) ou  hiperlipídica (HFD) (B) por 3 meses. Mapa de calor com um 
termômetro de código de cor indicando as concentrações relativas de metabólitos em cada grupo. 
 

5.1.4. A ausência das caspases 1 e 11 leva a uma maior biogênese de 
corpúsculos lipídicos em células do lavado peritoneal 

Corpúsculos lipídicos (CLs) são marcadores de ativação celular e importantes sítios 

de síntese e armazenamento de mediadores lipídicos celulares (64). Essas organelas são 

distribuídas no citoplasma da maioria das células eucarióticas, possuem uma região 

central composta de lipídeos neutros e são envoltas por uma monocamada de 

fosfolipídios associados a proteínas (65).  

CLs são especializados em armazenar lipídios neutros, triacilglicerol, colesterol-éster 

e fosfolipídios, associados a uma variada composição protéica. O armazenamento de 

lipídios celulares é variável e reflete o balanço entre a chegada dos lipídios nas células e 

o seu consumo por elas; um acúmulo excessivo de CLs também ocorre em diversas 

doenças como a obesidade, esteatose, diabetes, miopatia e aterosclerose (66). 

Atualmente, já se sabe que CLs são organelas altamente reguladas que estão envolvidas 

em vários aspectos de ativação e metabolismo celular, inclusive no processo inflamatório 

(67).  

Dos grupos que receberam ração controle (SFD), o grupo Caspase 11-/- apresentou 

uma maior biogênese de CLs. Curiosamente, umas vez tratado com ração hiperlipídica 

B CASP1_11KO_HFD NLRP3KO_HFD WT_HFD 
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(HFD), houve uma diminuição na biogênese de corpúsculo lipídico (figura 9).  Mostrando 

que a ativação celular das células do peritônio está relacionada com o inflamassoma 

NLRP3, não apenas com a dieta rica em lipídeos e/ou ao ganho de peso. 

 

  
Figura 9: Corpúsculos lipídicos em células peritoneais de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/-, 
Caspase 11-/-, ASC-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. 
A marcação foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com sonda bodipy. As barras 
representam os valores de média de intensidade de fluorescência (MFI) adquiridos a partir de leitura feita 
por FACS no canal FITC/FL1. 
 

5.1.5. A ausência das caspases 1 e 11 favorece o aumento de moléculas 
apresentadoras de antígenos lipídicos, que é independente da obesidade  

 
A molécula de CD1d é uma apresentadora de antígenos similar à molécula MHCI, 

porém elas apresentam antígenos lipídicos, e não peptídicos, para linfócitos T CD8 e 

células NKT, levando  a uma resposta citotóxica. (68). CD1d é expressa na superfície de 

células dendríticas, macrófagos, células endoteliais e hepatócitos (69). Recentemente, foi 

descrita uma expressão de CD1d em tecido adiposo maior que no fígado, porém a 

expressão de CD1d e a população de células NKT (moduladas fisicamente pela interação 

com CD1d) foram diminuídas na obesidade (70).  

Visando investigar o papel do inflamassoma NLRP3 na inflamação crônica que há 

na obesidade, quantificamos a apresentação de moléculas CD1d na superfície das 

células peritoneais. Os animais obesos, submetidos à dieta hiperlipídica, não 

apresentaram  diferença (figura 9). Mostrando que não há envolvimento do inflamassoma 

na apresentação de antígenos lipídicos em animais obesos.  

Os animais Caspase 1/11-/-  submetidos à ração controle (SFD) apresentaram um 

aumento na apresentação de CD1d quando comparados aos WT e NLRP3-/- submetidos 

ao mesmo tratamento (figura 10), mostrando ativação dessas células via CD1d 
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dependente da ausência de caspases 1 e 11.   

 

 

 

 
Figura 10: Apresentação de moléculas CD1d em células peritoneais de animais selvagens (WT), Caspase 
1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou  hiperlipídica (HFD) por 3 meses. A marcação 
foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com anticorpo conjugado a PE. As barras 
representam os valores de média de intensidade de fluorescência (MFI) adquiridos a partir de leitura feita 
por FACS no canal PE/FL2. 
 
 

5.1.6. A ausência da proteína NLRP3 favorece o aumento do estresse 
oxidativo  
Os radicais livres compreendem átomos ou moléculas que possuem um ou mais 

elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, a presença de elétrons 

desemparelhados atribui propriedades paramagnéticas aos radicais, que podem ter carga 

positiva, neutra ou negativa (71).  

Dentre os radicais livres produzidos no organismos, destacam-se as espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que são produzidos na cadeia respiratória e têm importante 

ação na proteção contra patógenos, mas em excesso causam danos celulares devido à 

sua capacidade de ganhar e perder elétrons. O estresse oxidativo causado pelas ROS é 

um importante sinal para a ativação do inflamassoma (72).  
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Figura 11: Geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células peritoneais de animais selvagens 
(WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 
meses. A marcação foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com sonda DFC-DA. As barras 
representam os valores de média de intensidade de fluorescência (MFI) adquiridos a partir de leitura feita 
por FACS no canal FITC/FL1. 
 

A figura 11 mostra um aumento na produção de ROS nos animais Caspase 1/11-/- e 

NLRP3-/- em comparação com os animais WT, tanto nos grupos controles (SFD) quanto 

nos grupos submetidos à dieta hiperlipídica (HFD), porém nos animais Caspase 1/11-/- 

não houve aumento da produção de ROS quando submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) 

em comparação à dieta controle (SFD), fenômeno observado no animais WT e NLRP3-/-. 

Assim como ROS, o óxido nítrico (NO) leva ao estresse oxidativo e é produzido 

como defesa, principalmente por macrófagos (73). Além de uma ação microbicida, o NO 

desempenha distintas funções no organismo, tendo ação vasodilatadora no endotélio, 

regulação da respiração mitocondrial, como  neurotransmissor e, mais recentemente, o 

NO se mostrou um importante regulador do metabolismo energético e da composição 

corporal.  

  
Figura 12: Quantificação de óxido nítrico (NO) no soro de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e 
NLRP3-/- submetidos à (A) dieta normolipídica ou (B) hiperlipídica submetidos à dieta hiperlipídica por 3 
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meses. Foi usado reagente de Greiss para a reação colorimétrica e a quantificação  foi feita a partir de 
curva de concentração previamente conhecida. Os resultados estão expressos em forma de média + desvio 
padrão (n=8). Análise estatística realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01 e 
(***) representa p<0,005. 
 
 

 No presente estudo, foi dosado o NO sistêmico a partir do soro dos animais. Não 

houve diferença entre os grupos submetidos à ração controle (SFD) (figura 12), porém é 

possível observar uma tendência ao aumento de NO no grupo Caspase 1/11-/-. Já nos 

grupos que foram submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) houve uma diminuição de NO 

nos animais Caspase 1/11-/- e um aumento no grupo NLRP3-/-, que tiveram, 

respectivamente, o maior e o menor peso dos grupos que receberam a dieta hiperlipídica, 

quando comparados aos animais WT que receberam o mesmo tratamento.  

 

5.1.7. A ausência das caspases 1 e 11 modula a secreção de IL-12 em 
animais submetidos a dieta hiperlipídica 

Evidências crescentes estabelecem um papel para a inflamação crónica no 

desenvolvimento de resistência à insulina induzida pela obesidade. Em estudos in vitro e 

in vivo a depleção de genes de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas elevadas na 

obesidade aumentou a sinalização de insulina (74,75). 

As citocinas da família IL-12 são mais expressas em células apresentadoras de 

antígenos e têm um papel fundamental durante o estresse inflamatório. Recentemente as 

IL-12 receberam um destaque ainda maior como mediadores inflamatórios potenciais que 

ligam obesidade e resistência à insulina, sendo sua expressão regulada em tecidos 

responsivos à insulina em condições de obesidade (76).  

Outra citocina pró-inflamatória mediadora da resistência à insulina na obesidade é o 

TNFα, uma vez que é super expresso em tecido adiposo e bloqueia a ação da insulina in 

vitro e in vivo (75,77).  

Afim de analisar a secreção de citocinas pró-inflamatórias  em animais obesos 

nocautes para proteínas do inflamassoma NLRP3, foi feita a dosagem de IL-12 (figura 

13A) e TNFα (figura 13B) no soro desses animais.  
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Figura 13: Quantificação de IL-12 (A) e TNFα (B) no soro de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e 
NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) ou hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Os resultados estão 
expressos em forma de média + desvio padrão (n=8). Análise estatística realizada por Anova, onde (*) 
representa p<0,05. 
 

O grupo Caspase 1/11-/- que recebeu a ração normolipídica (SFD) apresentou uma 

diminuição na secreção de IL-12 quando comparado ao grupo WT (figura 13A). Apesar de 

não significativo, podemos observar uma tendência ao aumento de IL-12 no grupo 

Caspase 1/11-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) quando comparado ao grupo SFD, 

diferente do padrão observado nos demais genótipos.  

Não houve diferença entre os grupos de animais obesos (HFD), mas observa-se 

uma tendência de diminuição da secreção de IL-12 no grupo NLRP3-/-, quando 

comprados aos animais WT e Caspase 1/11-/- que também receberam a dieta 

normolipídica (SFD).  

A secreção de TNFα, apesar de não ter diferenças significativas, tende a seguir o 

mesmo padrão de secreção da outra citocina pró-inflamatória IL-12. 

 

5.1.8. O inflamassoma NLRP3 participa da modulação da microbiota pela 
obesidade 
Diferenças na microbiota intestinal relacionada ao peso corporal (78), sendo essa 

diversidade atribuída a fatores como genética, alimentação, idade, entre outros. A estreita 

relação da microbiota intestinal e a obesidade, apesar de não totalmente elucidada, já foi 

amplamente mostrada.  

Não só a obesidade, mas muitas doenças estão associadas à modificação do 

microbioma intestinal e a dieta é capaz de remodelar profundamente a composição 

microbiológica em horas (79). A ingestão de álcool ou uma dieta rica em ácidos graxos 

saturados, colesterol e frutose prejudica a barreira intestinal, reduzindo a defesa 
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associada ao muco e enfraquecendo a função da junção tecidual, causando inflamação 

intestinal com subsequente fluxo de metabólitos microbianos e translocação de patógenos 

bacterianos para a corrente sanguínea (endotoxemia) e fígado. As alterações na 

permeabilidade intestinal, endotoxemia e interação com ácidos biliares podem contribuir 

para o aparecimento de doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD) (59) e 

resistência à insulina, o que pode ser prevenido pela alimentação (80,81). 

A ausência de Caspase 1/11 e do NLRP3 modularam a composição da microbiota 

(fig. 14A e 14B). Os animais Caspase 1/11-/-, que apresentaram um nível inicial de 

esteatose hepática quando tratados com dieta SFD (fig. 5), apresentaram a maior 

porcentagem (9,2%) de Proteobacterias (associadas com NAFLD) (Tabela 1) quando 

comparados aos outros grupos que receberam a mesma dieta, mais de duas vezes maior 

que a quantidade encontrada nos animais selvagens.  

 

 
 

 
Figura 14: Composição taxonômica, filos e famílias, de microbiota intestinal de animais selvagens (WT), 
Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) (A e B) ou hiperlipídica (HFD) (C e D) 
por 3 meses. 
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Os animais que alimentados com dieta HFD tiveram uma modulação nos filos 

Firmicutes e Bacteroidetes coerente com os dados do ganho de peso (fig. 1). Os animais  

Caspase 1/11-/- apresentaram 62,6% de abundância de Firmicutes, enquanto que os WT 

apresentaram 54,1% e os NLRP3-/- 47,5%; a abundância de Bacteroidetes foi de 16,4%, 

29,4% e 32,9%, respectivamente (Tabela 2). A relação entre os dois filos, relacionada 

com o ganho de peso e obesidade, foi maior nos animais Caspase 1/11-/- (F/B: 3,81), mais 

que o dobro dos outros grupos alimentados com a mesma dieta (WT F/B: 1,84 e NLRP3 

F/B: 1,44). 
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Tabela 1: Filos, famílias e gêneros com abundância ≥ 1% nos grupos de animais selvagens (WT), Caspase 
1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taxonomy WT SFD CASP1/11_/_ SFD NLRP3_/_ SFD
p__Actinobacteria 1.2% 1.1% 1.1%
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae 1.2% 1.0% 0.6%
p__Bacteroidetes 18.9% 33.9% 21.0%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae 10.2% 4.3% 4.9%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides 10.2% 4.3% 4.9%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae 0.5% 4.0% 1.4%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides 0.5% 4.0% 1.4%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae 0.5% 2.9% 2.4%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7 7.7% 22.0% 11.4%
p__Firmicutes 73.1% 47.7% 55.6%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae 0.0% 1.8% 0.3%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus 0.0% 1.6% 0.3%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae 6.7% 7.4% 8.2%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 6.7% 7.4% 8.2%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae 0.9% 1.4% 0.7%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other 3.4% 0.6% 0.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__ 13.1% 14.2% 14.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae 15.4% 4.7% 3.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__ 15.2% 4.6% 3.8%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae 13.6% 6.8% 8.2%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Other 1.1% 0.2% 0.2%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 2.5% 3.7% 3.8%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Coprococcus 1.5% 0.8% 0.8%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 4.7% 0.1% 0.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 3.8% 2.1% 3.0%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae 1.3% 0.2% 0.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae 7.9% 7.4% 14.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__ 3.2% 3.6% 9.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 4.1% 3.1% 4.5%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae 9.0% 0.9% 2.3%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum 8.5% 0.3% 1.4%
p__Proteobacteria 3.5% 9.2% 4.1%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae 1.5% 2.2% 1.4%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__ 0.7% 1.1% 0.9%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio 0.8% 1.0% 0.4%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae 0.6% 6.5% 2.5%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__ 0.0% 6.1% 2.3%
p__Verrucomicrobia 3.2% 8.0% 17.8%
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Tabela 2: Filos (p_), famílias (f_) e gêneros (g_) com abundância ≥ 1% nos grupos de animais selvagens 
(WT), Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (HFD).  

 
 

Também foram vistas outras modificações relacionadas à obesidade na microbiota 

desses animais Caspase 1/11-/- , como o aumento da população de Proteobacterias, já 

observado nos animais de mesmo genótipos que foram alimentados com a dieta SFD, e a 

diminuição de bactérias com efeito benéfico para o hospedeiro como Actinobacteria e 

Verrucomicrobia (80,82,83). 

A análise de sequenciamento de 16S rDNA é uma análise qualitativa e nos fornece 

dados quanto à diversidade e abundância dos grupos. Uma vez construída a tabela de 

OTU (Operational Taxonomic Units), existem diversos possíveis resultados. Foi analisada 

a diversidade alfa, que é usada para medir a diversidade dentro da amostra calculando-se 

um valor para cada amostra, através do gráfico de descrição PD_whole_tree, que mostra 

a riqueza e a abundância de espécies presentes em uma amostra considerando a 

proximidade filogenética dessas espécies  (fig. 15A e 16A). Não houve diferença quanto 

ao número de espécies encontradas nos animais que receberam SFD (fig. 15A)  ou HFD 

(fig. 16A). 

Taxonomy WT HFD CASP1/11_/_ HFD NLRP3_/_ HFD
p__Actinobacteria 1.5% 0.5% 1.2%
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae 1.0% 0.5% 0.6%
p__Bacteroidetes 29.4% 16.4% 32.9%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae 12.6% 3.4% 8.7%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides 12.6% 3.4% 8.7%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae 0.8% 0.8% 1.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides 0.8% 0.8% 1.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae 1.1% 1.3% 2.5%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7 13.7% 10.3% 19.1%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae] 1.1% 0.0% 0.0%
p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__[Prevotella] 1.1% 0.0% 0.0%
p__Firmicutes 54.1% 62.6% 47.5%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae 4.0% 1.2% 4.1%
p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 4.0% 1.2% 4.1%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other 2.6% 1.1% 0.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__ 6.7% 23.0% 14.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae 11.4% 5.5% 2.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__ 11.3% 5.4% 2.9%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae 11.4% 13.7% 8.0%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Other 1.9% 0.6% 0.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 2.1% 8.6% 4.6%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 1.9% 0.1% 0.1%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 5.3% 3.7% 2.5%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae 1.0% 0.4% 0.2%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae 8.5% 14.4% 10.0%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__ 5.1% 8.2% 5.3%
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 2.6% 5.1% 3.9%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae 6.4% 1.0% 5.1%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__ 0.1% 1.0% 0.7%
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum 6.3% 0.0% 4.4%
p__Proteobacteria 3.8% 13.3% 10.8%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae 1.4% 2.2% 2.5%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__ 0.0% 1.4% 1.9%
p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio 1.4% 0.7% 0.4%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae 1.3% 10.9% 8.2%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__ 0.0% 10.8% 7.7%
p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Helicobacteraceae;g__Helicobacter 1.3% 0.0% 0.1%
p__Verrucomicrobia 10.9% 6.8% 7.1%
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Foi analisada também a diversidade beta, que compara as amostras e os grupos 

entre si, a diversidade beta fornece uma medida da distância ou dissimilaridade entre as 

amostras. No caso, como temos mais de duas amostras, a estatística é calculada para 

cada par de amostras para gerar uma matriz de distância (fig. 15B e 16B). Podemos 

observar que em ambos os tratamentos, os animais NLRP3-/- apresentaram um 

distanciamento em relação aos animais controles, porém mais significativo com a dieta 

HFD (fig. 16B). Já os animais Caspase 1/11-/- apresentaram um distanciamento em 

relação aos animais NLRP3-/- quando alimentados com a dieta padrão (SFD) (fig. 15B) e 

em relação aos animais WT quando alimentados com a dieta HFD (fig. 16B).  

 

 
Figura 15: Diversidade da composição filogenética da microbiota intestinal de animais selvagens (WT), 
Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta normolipídica (SFD) por 3 meses. Diversidade alfa: descrição 
PD_whole_tree (A); diversidade beta: matriz de distância UniFrac ponderado (weighted_unifrac) (B), árvore 
de diversidade UniFrac não ponderado (unweighted_unifrac) (C) e PCoA plot de dispersão UniFrac não 
ponderado (unweighted_unifrac). 
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Figura 16: Diversidade da composição filogenética da microbiota intestinal de animais selvagens (WT), 
Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) por 3 meses. Diversidade alfa: descrição 
PD_whole_tree (A); diversidade beta: matriz de distância UniFrac ponderado (weighted_unifrac) (B), árvore 
de diversidade UniFrac não ponderado (unweighted_unifrac) (C) e PCoA plot de dispersão UniFrac não 
ponderado (unweighted_unifrac). 
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agrupamento das amostras. Nota-se que os grupos de animais WT, em ambas as dietas, 

apresentaram uma total clusterização, o que não foi visto nos animais nocautes, 
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nocautes para proteínas do complexo NLRP3. Podemos observar uma maior dispersão 

das amostras nos grupos que receberam a dieta HFD (fig. 16D), com maior 

distanciamento dos grupos Caspase 1/11-/- e WT, conforme já visto na figura 15B. Dos 

animais que receberam a dieta SFD, o maior distanciamento foi entre os grupos NLRP3-/- 

e WT. 

 

5.2.  Experimentos ex vivo 
 
5.2.1. O inflamassoma NLRP3 modula a abundância dos tecidos adiposos 
Os tecidos adiposos branco (WAT) e marrom (BAT) tem origens e funções 

diferentes. O BAT é um importante site de termogênese e o WAT se mostra como um 

depósito energético (84).  

Constatado o diferente metabolismo energético e lipídico de animais Caspase 1/11-/- 

e NLRP3-/- , investigamos a abundância desses tecidos em animais selvagens (WT) e 

nocautes para Caspase 1/11 e NLRP3.  

 

 
Figura 17: Peso do tecido adiposo branco (WAT) (A) e marrom (BAT) (B) de animais selvagens (WT), 
Caspase 1/11-/- e NLRP3-/-. Tecidos retirados da tuba uterina (WAT) e intra-escapular (BAT). O peso dos 
tecidos está apresentado como porcentagem do peso do animal. Os resultados estão expressos em forma 
de média + desvio padrão (n=13). Análise estatística realizada por Anova, onde (**) representa p<0,01, (***) 
representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001. 
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5.2.2. O papel diferencial de adipócitos marrons e brancos na ativação de 
macrófagos  
A inflamação proveniente do tecido adiposo é considerada uma das principais 

forças motrizes para o desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes tipo 2 em 

indivíduos obesos. As funções convencionais e específicas dos macrófagos presentes no 

tecido adiposo branco são ligadas a mudanças metabólicas e inflamatórias que ocorrem 

durante o desenvolvimento da obesidade (85). 

Macrófagos podem compreender até 40% das células no tecido adiposo de obesos 

e podem ser divididos em duas classes, M1 (perfil pró-inflamatório) e M2 (perfil anti- 

inflamatório). Macrófagos M1, residentes do WAT de pessoas obesas, secretam 

mediadores pró-inflamatórios incluindo prostaglandina E2 (PGE2), IL-1β, IL-6 e TNFα, 

enquanto os macrófagos M2, induzidos por citocinas Th2, são distintos e funcionalmente 

associados à remodelação de tecidos e imunossupressão. Desta forma, os macrófagos  

desempenham um papel importante na inflamação do tecido adiposo (17).  

 
Figura 18: Quantificação  de citocinas em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) cultivados por 
24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e 
NLRP3-/-. As citocinas  TNF-α (A), IL-12 (B), TGF-β (C) e IL-33 (D) foram dosadas por ELISA. Os resultados 
estão expressos em forma de média + desvio padrão (n=13). Análise estatística realizada por Anova, onde 
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onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01, (***) representa p<0,005 e (****) representa p<0,0001; 
(#) representa a diferenca comparado ao nao estimulado (UNS). 
 

 Foram dosadas as citocinas pró-inflamatórias TNF-α (fig. 18A) e IL-12 (fig. 18B) e 

anti-inflamatórias TGF-β (fig. 18C) e IL-33 (fig. 18D). As duas primeiras estão ligadas à 

polarização M1 e as demais à M2. Foi visto padrão semelhante entre as citocinas, TNF-α  

e IL-12 tiveram  uma produção diminuída nos macrófagos estimulados com 

sobrenadantes de BAT em relação ao sobrenadante de WAT de animais WT; já a citocina 

TGF-β aprensentou um aumento nos macrófagos estimulados com sobrenadantes de 

BAT em relação ao sobrenadante de WAT de animais WT.  
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Figura 19: Biogênese de corpúsculo lipídico em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) cultivados 
por 24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e 
NLRP3-/-. A marcação foi feita com Oil Red (microscopia) (B) e sonda BODIPY (Citometria) (A). Os 
resultados estão expressos em média de intensidade de fluorescência (MFI). A leitura foi feita por FACS no 
canal FITC/FL1. 
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O resultado mostra uma maior formação de corpúsculos lipídicos nos macrófagos 

derivados de medula óssea quando estimulados pelos produtos de secreção dos 

adipócitos (fig. 19). No estímulo de macrófagos de camundongos selvagens, foi 

observada uma maior formação de corpúsculos lipídicos quando estimuladas pelo tecido 

adiposo marrom, mostrando assim, a relação desse tecido na ativação celular visto que a 

biogênese de corpúsculos lipídicos marca ativação celular e estes são importantes sítios 

de síntese e armazenamento de mediadores inflamatórios lipídicos (67). O inflamassoma 

NLRP3 também tem um papel importante nesse processo, visto que quando o estímulo é 

depletado dos componentes do inflamassoma, a modulação muda: na ausência das 

caspases 1 e 11, as células estimuladas com o tecido adiposo marrom apresentaram 

maior biogênese de CLs; e na ausência da NLRP3 ambos os estímulos aumentaram a 

biogênese na mesma proporção.  

Foi ainda dosado óxido nítrico (fig. 20). Os dados mostram que, comparado ao não 

estimulado, o tecido adiposo induz a produção de óxido nítrico, que é um marcador de 

ativação celular em macrófagos. 

 

 
Figura 20: Produção de óxido nítrico (NO) em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) cultivados 
por 24h com sobrenadantes de tecido adiposo (WAT e BAT) de animais selvagens (WT), Caspase 1/11-/- e 
NLRP3-/-. Foi usado reagente de Greiss para a reação colorimétrica e a quantificação  foi feita a partir de 
curva de concentração previamente conhecida. Os resultados estão expressos em forma de média + desvio 
padrão (n=8). Análise estatística realizada por Anova, onde (*) representa p<0,05, (**) representa p<0,01 e 
(***) representa p<0,005. 

 

Quando estimulados com os tecidos adiposos selvagens, houve maior produção de 
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óxido nítrico nos macrófagos estimulados com o tecido adiposo branco do que com o 
marrom, mostrando que o tecido adiposo branco está causando maior ativação celular 
nessas células. Esse padrão se repete quando os tecidos adiposos são nocauteados para 
os componentes do inflamassoma, o que sugere que o inflamassoma NLRP3 não 
participa ativamente dessa ativação.  
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6. Discussão 
 

As caspases são uma família de proteases de cisteína intracelular que têm um 

papel importante na proliferação, inflamação e morte por apoptose (86). A caspase-1, 

também conhecida como enzima conversora de IL-1β, foi a primeira caspase a ser 

descoberta e foi originalmente caracterizada como o ativadora de as citocinas pró-

inflamatórias de IL-1β e IL-18 (87). Já foi visto que a deficiência de IL-18 em 

camundongos conduz a hiperfagia, a resistência à insulina e obesidade (88), fato que 

pode estar associado aos nossos achados, onde animais depletados de caspase 1/11 

tiveram o maior ganho de peso. Esse maior ganho de peso nos animais nocautes está 

também associado ao sexo e idade, animais machos nocautes para caspase-1, 

submetidos à dieta hiperlipídica (45% de gorduras), ganharam massa gorda extra após 16 

semanas de tratamento, já as fêmeas demoraram 28 semanas; ainda, os machos 

nocautes atingiram um aumento de massa gorda mesmo com ração normolipídica (10% 

de gorduras) após 40 semanas (23). No presente estudo, com apenas fêmeas, todos os 

grupos que receberam dieta HFD apresentaram aumento de significativo de peso (≥ 30% 

em relação ao grupo de mesmo genótipo com dieta SFD) após 15 semanas de 

tratamento; porém, apenas os animais nocautes para caspase 1/11 apresentaram um 

aumento do fígado, com presença de nível inicial de esteatose hepática, indicando uma 

possível disfunção do metabolismo lipídico.  

A redução na expressão de NLRP3 no tecido adiposo de está associada com uma 

inflamação diminuída e melhora da sensibilidade à insulina em pacientes diabéticos 

obesos de tipo 2 (89).  No mesmo estudo a ablação de NLRP3 impediu a ativação do 

inflamassoma induzida pela obesidade em depósitos de gordura e no fígado, juntamente 

com aumento na sinalização de insulina. Desta maneira, mostrando a importância do 

NLRP3 no desenvolvimento da obesidade, bem como na inflamação e resistência à 

insulina a ela associadas (89). A proteína ASC, necessária para a montagem e ativação 

dos inflamassomas NLRP3 e AIM2, também já foi associada ao ganho de peso e à 

resistência à insulina. A ausência de ASC diminui o ganho de peso em animais machos 

submetidos à uma dieta HFD (60% de lipídeos) por 12 semanas, bem como aumentou a 

sensibilidade à insulina nesses animais, diminuindo os níveis séricos de glicose e insulina 

(90). De maneira semelhante, fêmeas nocautes para ASC e para NLRP3 alimentadas 

com HFD por 12 meses apresentaram uma significante melhora na ação da insulina 

quando comparadas ao grupo controle, além de uma proteção às células pancreáticas 

(91).  
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Nossos dados vão de encontro aos trabalhos acima, uma vez que os animais 

NLRP3-/- e ASC-/- foram os que tiveram menor ganho de peso. Corroborando com a 

literatura, nossos achados mostram que animais nocautes para ASC e NLRP3 

apresentaram um ganho de peso igual ou menor quando comprados aos animais 

selvagens após 15 semanas de tratamento com dite HFD, diferente dos animais nocautes 

para capase 1/11 e caspase 11, que apresentram um ganho de peso maior.  A diferença 

no aumento de massa gorda nos animais fica evidente na figura 2, que mostra o acúmulo 

de tecido adiposo abdominal e visceral. 

O acúmulo de gordura no fígado, ou esteatose hepática, pode ser causado por uso 

excessivo de álcool ou por uma ingestão de gorduras maior que o fígado é capaz de 

metabolizar, havendo assim uma deposição dessa gordura em macrovesículas nos 

hepatócitos (92).  A esteatose provoca doenças metabólicas também ligadas à obesidade 

tais como a hipertensão, diabetes ou dislipidemia por afetar a resistência à insulina (93), e 

aumenta o risco de complicações cardíacas e mortalidade por doenças cardiovasculares 

(92). Em estudo recente, foi mostrada a necessidade de ativação do inflamassoma 

NLRP3 no desenvolvimento da esteatose hepática, camundongos NLRP3-/- foram 

protegidos a longo prazo contra hepatomegalia, lesões hepáticas e infiltração de 

macrófagos ativados, quando comprados a animais selvagens (94). Isso poderia explicar 

a esteatose diminuída do grupo NLRP3-/- submetidos à dieta hiperlipídica (HFD) 

comparada à esteatose do grupo WT ou Caspase 1/11-/- submetidos à dieta hiperlipídica 

(HFD). 

A relação de problemas cardiovasculares com a esteatose, apesar de bem 

estabelecida, se mantém não muito clara em relação aos mecanismos pelos quais ocorre. 

É possível que essa relação seja explicada pelo fato de a esteatose ser um marcador do 

distúrbio metabólico. Além disso, a esteatose por si só pode contribuir para o 

desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e síndrome metabólica (95), que poderia 

prejudicar o funcionamento cardiovascular. A prevalência de doença coronária, infarto do 

miocárdio e acidente cardiovascular são aproximadamente três vezes maior em 

indivíduos com síndrome metabólica do que naqueles sem síndrome (96).  

Condizente com os dados anteriores, o grupo Caspase 1/11-/- submetidos à dieta 

hiperlipídica (HFD), que teve o maior ganho de peso e apresentou maio nível de 

esteatose hepática,  apresentou uma maior biogênese de corpúsculo lipídico. Essa maior 

ativação celular pode estar ligada a uma compensação pela falta de IL-1β causada pela 

ausência de caspase 1, que foi intensificada com o aumento de peso e/ou dieta 

hiperlipidica.  
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Outros agentes importantes para o processo inflamatório são as espécies reativas, 

que levam ao dano celular e, consequentemente, ao estabelecimento da inflamação, um 

dos muitos mecanismos de ativação do inflamassoma NLRP3 é através de ROS (97). 

Espécies reativas como ROS e NO são produzidas durante o metabolismo celular e 

indicam uma alta atividade. A biodisponibilidade do NO é diminuída na obesidade e 

resistência à insulina, bem como  o aumento nos níveis de NO tem efeitos sobre a 

obesidade e diabetes (98). No presente trabalho, animais nocautes para a proteína 

NLRP3, que tiveram o menor ganho de peso após a dieta HFD, apresentaram uma 

produção exacerbada de ROS comparado aos animais selvagens, bem como uma alta 

produção de NO.  

Também ligada à inflamação e obesidade, a microbiota intestinal apresenta-se como 

uma chave na modulação da obesidade, bem como dos possíveis danos causados pela 

síndrome metabólica. Determinados filos presentes no intestino podem modular o 

metabolismo a partir de seus metabólitos lançados no corpo, bem como gerar uma 

inflamação sistêmica através da perda da barreira intestinal e a entrada de 

microorganismos e LPS na corrente sanguínea.  

As Proteobacterias produzem álcool e estão substancialmente aumentadas em 

pacientes com esteatose. Foi visto que o aumento da abundância de bactérias produtoras 

de álcool na microbiota de pacientes com NASH (6,03%), bem como a elevação da 

concentração de etanol no sangue desses pacientes com NASH; o papel bem 

estabelecido do metabolismo do álcool no estresse oxidativo e, consequentemente, a 

inflamação do fígado sugerem um papel para a microbiota produtora de álcool na 

patogênese de NASH (99).  Nossos resultados de análise filogenética mostram que os 

animais Caspase 1/11-/- , que apresentaram esteatose hepática, apresentaram também os 

maiores níveis de proteobactérias, chegando ao dobro do encontrado nos demais grupos 

que receberam a mesma dieta.  

A relação entre a razão Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) e a obesidade já está bem 

estabelecida. Em estudo usando animais ob/ob e diferentes dietas, foi observado o 

aumento da razão F/B nos animais obesos alimentados com dieta hiperlipídica, mas a 

comparação com animais WT que receberam a mesma ração mostrou que os resultados 

eram principalmente pela dieta rica em lipídeos e não pela obesidade genética (100); o 

que nos leva a concluir que, apesar do fator genético influenciar na diversidade e 

abundância da microbiota intestinal, a dieta hiperlipídica agiu como fator intensificador e 

decisivo para a distribuição filogenética da microbiota intestinal desses animais. 

O acúmulo de gordura no tecido adiposo, bem como a infiltração de células 
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imunológicas nesse tecido, estão intimamente ligados à ativação do inflamassoma, com 

liberação de citocinas, e com o estabelecimento da inflamação sistêmica crônica presente 

na obesidade.  

O tecido adiposo branco reconhecido como um importante órgão endócrino 

metabolicamente ativo (9) e é responsável por regular o balanço energético mediante 

processos de lipogênese e lipólise (5). No desenvolvimento de obesidade, as células de 

gordura aumentada produzem e liberam fatores paracrinos proliferativos como 

controladores internos da proliferação de pré-adipócitos e sua resposta proliferativa é 

modulada por estimulos neurais ao tecido adiposo e / ou aos fatores séricos. Em todos os 

casos, os fatores paracrinos parecem desempenhar um papel fundamental. O tecido 

adiposo é responsável pela secreção de diversas citocinas e adipocinas (IGF I, TGF-β, 

TNF-α, fator estimulante de colônias de macrófagos (MCSF), angiotensina II, ácido 

autotaxin-lisofosfatídico (ATX-LPA), leptina, resistina)  que podem ter ação local ou 

sistêmica e implicam na modulação da adipogênese (9).  

Já o BAT pode proteger contra a obesidade por causa da sua atividade 

termogênica. Os seus processos termogênicos ocorrem através de uma propriedade 

bioquímica única das mitocôndrias em adipócitos marrons, em que a proteína 

desacopladora-1 (UCP1), desacopla fisiologicamente a cadeia respiratória (101). Estudos 

experimentais em roedores mostraram que a termogênese induzida pela dieta em BAT 

possa proteger contra a obesidade. Ablação de BAT e silenciamento do gene que codifica 

a UCP1 demonstraram sensibilizar os organismos para a obesidade em vários contextos 

experimentais (102), enquanto que os modelos genéticos de obesidade ob/ob mostram 

frequentemente inibição anormal da atividade BAT (8). 

Animais Caspase 1/11-/- apresentam, de forma constitutiva, um aumento do WAT e 

uma diminuição do BAT. Essa característica pode estar ligada à maior tendência ao 

ganho de peso; mais que isso, mostra que essas importantes proteínas para o processo 

inflamatório estão modulando a abundância dos diferentes tecidos adiposos. 

Os macrófagos, células imunológicas que também estão infiltradas no tecido 

adiposo, estão associadas ao estabelecimento da inflamação nesse tecido e podem 

assumir características anti ou pró-inflamatórias, de acordo com a polarização assumida. 

Uma vez estimulados com sobrenadante de WAT, os macrófagos tiveram uma maior 

secreção de TNF-α e IL-12, citocinas pró-inflamatórias; mas quando estimulas com 

sobrenadante do BAT, houve um aumento de TGF-β, citocina anti-inflamatória. 

Corroborando com a ideia de que o WAT induz um ambiente pró-inflamatório e o 

BAT,anti-inflamatório.  Uma vez utilizados para estimulo WAT e BAT de animais  Caspase 
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1/11-/-, o perfil de secreção dos macrófagos é modificado, mostrando que o inflamassoma 

NLRP3 tem papel fundamental na ativação desses macrófagos. 

De maneira semelhante, a biogênese de corpúsculo lipídico, também associado à 

ativação celular, se mostra diferente nos macrófagos estimulados com sobrenadante de 

WAT ou BAT e na presença ou ausência de proteínas do inflamassoma nesses tecidos. 

Isso mostra o papel do inflamassoma NLRP3 neste processo, pois quando as células são 

estimuladas por sobrenadantes de adipócitos depletados das proteínas caspase 1 e 11 e 

NLRP3 do inflamassoma, a indução da biogênese de corpúsculo segue um padrão 

diferente. Sendo assim, o tecido adiposo tem um papel na ativação celular de 

macrófagos, e mais, há a participação do inflamassoma NLRP3 neste processo. Além 

disso, o BAT induz uma maior ativação quando comparado ao WAT.  

Em conjunto, os resultados indicam que WAT e BAT podem modular de maneira 

diferente a ativação de macrófagos. BAT aumenta o teor de lipídios intracelulares e WAT 

aumenta a produção de óxido nítrico, mostrando diferentes sinais de ativação devido a 

diferentes estímulos. Em adição, a análise observada usando tecido knockout NLRP3 

sugere que este complexo desempenha um papel importante na ativação de macrófagos 

regulada pelo tecido adiposo. 
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7. Conclusão 
 

- O inflamassoma NLRP3, principalmente as caspases 1 e 11, tem um importante 

papel no estabelecimento da obesidade 

o Animais Caspase 1/11-/- tiveram um aumento no ganho de peso após 

tratamento com dieta HFD em relação aos demais grupos com o mesmo 

tratamento, com sinais de síndrome metabólica: cardiomegalia, 

hepatomegalia  e esteatose, maior biogênese de corpúsculos lipídicos, logo 

uma maior atividade celular. 

o Independentemente da obesidade, os animais Caspase 1/11-/- apresentaram 

aumento de moléculas apresentadores de antígenos lipídicos (CD1d) em 

células do lavado peritoneal.  

o Os animais obesos ASC-/- também apresentaram hepatomegalia e glicemia 

de jejum alterada.  

o Os animais obesos NLRP3-/- tiveram um aumento  do estresse oxidativo 

através da maior produção de ROS e NO, demonstrando um aumento da 

atividade celular.  

- A análise lipidômica dos fígados dos animais mostraram uma maior clusterização 

nos grupos de animais obesos, indicando uma maior diversidade lipídica e de metabólitos  

entre os grupos e uma maior homogeneidade entre os animais do mesmo grupo.   

- A ausência de Caspase 1/11 e do NLRP3 modulou a composição da microbiota e a 

dieta hiperlipídica intensificou essa modulação 

o Havia uma diversidade das populações de bactérias nos diferentes 

genótipos, essa diversidade foi aumentada nos animais obesos, diminuindo 

a distância entre os grupos.  

o Os animais Caspase 1/11-/-  não obesos, que apresentaram hepatomegalia, 

apresentaram maior abundância de Proteobacterias), filo relacionados com a 

esteatose.  

o Os animais Caspase 1/11-/-  obesos, que tiveram o maior ganho de peso, 

apresentaram a maior razão entre Firmicutes/Bacteriodetes, relacionada 

com a obesidade 

- O inflamassoma NLRP3 influencia a distribuição dos tecidos adiposos 

o Animais depletados para as proteínas do inflamassoma tiveram um aumento 

do tecido adiposo branco (Caspase 1/11-/-) e uma diminuição do marrom 

(Caspase 1/11-/-  e NLRP3-/-). 
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- O inflamassoma NLRP3, bem como os diferentes tipos de tecidos adiposos, 

também possui papel no processo de ativação dos macrófagos 

o Células estimuladas por sobrenadantes de BAT aumentaram a biogênese de 

CL em relação às estimuladas com WAT, uma vez os tecidos  depletados 

para as proteínas do inflamassoma, essa relação ê invertida, principalmente 

Caspase 1/11.  

o O WAT induz uma maior produção de NO nos macrófagos, 

independentemente do inflamassoma NLRP3. 

o Citocinas pró-inflamatória são mais secretadas por células estimuladas com 

sobrenadante de WAT, esse perfil é modificado para uma maior produção 

nas células estimuladas com BAT quando os sobrenadantes são de tecidos  

Caspase 1/11-/- ( TNF-α e IL-12) e NLRP3-/- (IL-12); citocinas anti-

inflamatórias tem uma maior secreção por células  estimuladas por BAT 

(TGF-β) e, de maneira semelhante, é aumentada para WAT quando o tecido 

adiposo é depletado para Caspase 1/11-/- e NLRP3-/- (IL-33). Sugerindo que 

o complexo NLRP3 desempenha um papel importante na ativação de 

macrófagos regulada pelo tecido adiposo. 

- WAT e BAT, bem como os exossomos por eles secretados, tem papel na 

modulação dos parâmetros carcinogênicos do câncer de mama  

o Ambos os adipócitos induziram nas células tumorais um aumento na 

viabilidade celular e do ciclo celular. 

o A ativação das células tumorais é maior quando estimuladas com 

sobrenadante de WAT, tendo um aumento da produção de espécies reativas 

(NO e ROS) e da biogênese de CL pelas 4T1, uma vez retirados os 

exossomos, as células se tornam mais ativadas com o estimulo de BAT.   
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Anexo I 

 

A tabela abaixo mostra a composição das dietas usadas no experiment in vivo, 
sendo: a ração controle ou dieta AIN-93M ou standard fat diet (SFD), e a ração 
hiperlipídica ou dieta AIN-93M com 45% de lipídeos ou high fat diet (HFD).  

Componentes	 g/Kg	de	ração	controle	 g/Kg	de	ração	hiperlipídica	

Amido	de	milho	 397,474	 279,521	

Amido	de	milho	dextrinizado	 131,996	 131,996	

Sacarose	 99,997	 0,000	

Celulose		 49,998	 49,998	

Caseína	 199,994	 178,240	

Óleo	de	soja	 69,998	 174,410	

Manteiga	(80%	de	gordura)	 0,000	 145,342	

Leite	condensado	 0,000	 133,714	

Mistura	mineral	 34,999	 34,999	

Minstura	vitaminica	 10,000	 10,000	

L-cistina	 3,000	 3,000	

Bitartarato	de	colina	 2,500	 2,500	

Hidroquinona	 0,014	 0,014	
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