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RESUMO

A sindrome metabdlica (SMet) é um disturbio complexo caracterizado pela
combinacado de obesidade central, hipertensao, dislipidemia e resisténcia a insulina,
aumentando o risco de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2. A
patogénese da SMet envolve a interagdo entre fatores genéticos e adquiridos, com
destaque para a inflamagéo crénica de baixo grau. Embora a obesidade visceral
tenha sido associada a disturbios imunoldgicos no compartimento das células T e na
producdo de adipocinas, ainda faltam estudos que explorem o impacto da SMet na
producdo de citocinas por esses linfocitos, principalmente no conhecimento atual
sobre a complexa biologia das células T. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
avaliar o perfil de citocinas plasmaticas produzidas por células T no contexto da
SMet, e sua relagdo com os niveis circulantes de leptina e adiponectina. Para tal,
foram obtidas amostras de sangue de individuos eutréficos (n=7) e de individuos
obesos, com (n=14) ou sem (n=11) sindrome metabdlica, recrutados do servi¢o de
endocrinologia e metabologia do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle. As
amostras de sangue periférico foram processadas para obten¢do de plasma e
células mononucleares. Enquanto os plasmas foram congelados, as células
mononucleares foram estimuladas com fitohemaglutinina, um poderoso ativador
policlonal de células T, e mantidas em cultura por 3 dias. Os niveis de citocinas
foram determinados via Luminex, e as concentragdes de leptina e adiponectina por
ELISA. Os resultados mostraram niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias
(IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-17) e da citocina anti-inflamatéria IL-10 nos plasmas dos
individuos obesos com ou sem SMet, quando comparado ao grupo eutréfico. Entre
os obesos, SMet foi associada a maior producéao in vivo de TNF-a e IL-5. Quando
comparado ao grupo eutrofico, células T obtidas de obesos com ou sem SMet
produziram maiores niveis de IL-13, IL-6, TNF-a, IL-5 e IL-17, associada a menor
liberagdo de IFN-y e IL-10. De forma interessante, entre os obesos, SMet impactou
na maior producao de IL-18, IL-6, GM-CSF, IL-5 e IL-17 por células T ativadas. Em
contraste, menores niveis de IFN-y foram dosados nos sobrenadantes das culturas
de células T do grupo com SMet. Niveis elevados de leptina e baixos de
adiponectina foram observados em obesos, principalmente no grupo com SMet.
Notavelmente, correlagdes positivas e significativas entre leptina e citocinas
pro-inflamatoérias (IL-6, IL-5, IL-17 e GM-CSF), e correlagbes negativas entre
adiponectina e IL-6 e IL-17 foram observadas, principalmente no grupo com SMet.
Em resumo, apesar de preliminares, nossos achados demonstram uma influéncia
significativa da obesidade no perfil de citocina produzido por células T,
principalmente entre os individuos com SMet. Essa desregulagdo imune parece
envolver disturbios na produgdo de adipocinas. Este desequilibrio imuno-endocrino
deve favorecer ndo apenas o estado inflamatério no qual esses individuos estao
condicionados, como também deve influenciar negativamente a imunidade
adaptativa, promovendo a ativacéo de células T inflamatdrias envolvidas em reacdes
de hipersensibilidade.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica; Obesidade; Linfécitos T; Citocinas;
Adipocinas.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS) is a complex disorder characterized by the combination
of central obesity, hypertension, dyslipidemia, and insulin resistance, increasing the
risk of cardiovascular diseases and type 2 diabetes mellitus. The pathogenesis of
MetS involves the interaction between genetic and acquired factors, with a notable
emphasis on chronic low-grade inflammation. Although visceral obesity has been
associated with immunological disturbances in the T cell compartment and adipokine
production, there is still a lack of studies exploring the impact of MetS on cytokine
production by these Ilymphocytes, particularly in the context of the current
understanding of T cell biology. In this context, the objective of this study was to
evaluate the profile of plasma cytokines and cytokines produced by T cells in the
setting of MetS, and their relationship with circulating levels of leptin and adiponectin.
Blood samples were obtained from eutrophic individuals (n=7) and obese individuals
with (n=14) or without (n=11) metabolic syndrome, recruited from the endocrinology
and metabolism service of the Hospital Universitario Gaffrée e Guinle. Peripheral
blood samples were processed to obtain plasma and mononuclear cells. While the
plasma samples were frozen, the mononuclear cells were stimulated with
phytohemagglutinin, a potent polyclonal activator of T cells, and maintained in culture
for 3 days. Cytokine levels were determined via Luminex, and leptin and adiponectin
concentrations by ELISA. The results showed elevated levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a, and IL-17) and the anti-inflammatory cytokine IL-10 in
the plasma of obese individuals with or without MetS when compared to the
eutrophic group. Among obese individuals, MetS was associated with higher in vivo
production of TNF-a and IL-5. When compared to the eutrophic group, T cells
obtained from obese individuals with or without MetS produced higher levels of IL-1(3,
IL-6, TNF-a, IL-5, and IL-17, accompanied by lower release of IFN-y and IL-10.
Notably, among the obese individuals, MetS led to increased production of IL-1f,
IL-6, GM-CSF, IL-5, and IL-17 by activated T cells. In contrast, the lowest levels of
IFN-y were detected in the supernatants of T cell cultures from the MetS group.
Elevated levels of leptin and low levels of adiponectin were observed in obese
individuals, particularly in the MetS group. Notably, positive and significant
correlations between leptin and pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-5, IL-17, and
GM-CSF), and negative correlations between adiponectin and IL-6 and IL-17 were
observed, especially in the MetS group. In summary, despite being preliminary, our
findings demonstrate a significant influence of obesity on the cytokine profile
produced by T cells, particularly among individuals with MetS. This immune
dysregulation appears to involve disturbances in adipokine production. This
immuno-endocrine imbalance likely not only exacerbates the inflammatory state to
which these individuals are predisposed, but also negatively impacts adaptive
immunity, promoting the activation of inflammatory T cells involved in hypersensitivity
reactions.

Keywords: Metabolic syndrome; Obesity; T-Lymphocytes; Cytokines; Adipokines.
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1. INTRODUGAO

A literatura cientifica tem descrito a sindrome metabdlica (SMet) como um
disturbio complexo, definido por um conjunto de fatores interligados que resultam no
aumento do risco de doencas cardiovasculares, ateroscleroticas e diabetes mellitus
tipo 2 (1). Esta sindrome é caracterizada pela agregagédo de condi¢des tais como
adiposidade, resisténcia a insulina, meta-inflamagao, disfuncdo endotelial, estado

protrombdtico, aterosclerose e defesa prejudicada do hospedeiro (2).

Diferentes organizagdes utilizam variados critérios para identificacdo da SMet,
mas todas as definicbes baseiam-se em um pilar sélido formado por quatro
caracteristicas principais: obesidade central, hipertensao, dislipidemia e resisténcia a
insulina (RI) (3). Segundo as diretrizes da International Diabetes Foundation (IDF) o
diagnostico de SMet depende da apresentacdo de critérios de circunferéncia
abdominal aumentada (considerando-se caracteristicas geograficas e étnicas) e pelo
menos duas das seguintes condigdes: colesterol HDL (HDL-C) inferior a 40 mg/dL
para homens e 50mg/dL para mulheres; triglicerideos totais superiores a 150 mg/dL
ou em tratamento; glicemia em jejum superior a 100 mg/dL ou em tratamento;
pressédo sistélica maior que 130 mmHg e diastdlica maior que 85 mmHg ou em
tratamento (4) (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios da IDF para diagndstico de sindrome metabdlica

Circunferéncia Abdominal Cintura Abdominal > 94 cm em homens, > 90
cm em homens asiaticos e > 80 cm em
mulheres

Glicose plasmatica = 100 mg/dL ou diagnéstico prévio de diabetes

Triglicerideos = 150 mg/dL ou tratamento para dislipidemia

Colesterol HDL < 40 mg/dL em homens ou < 50 mg/dL em
mulheres ou tratamento para dislipidemia

Presséao Arterial Presséo sistolica =2 130 mmHg ou diastdlica =
85 mmHg ou tratamento para hipertensao
arterial

O diagndstico de SMet pelos critérios da IDF se da através da medida da circunferéncia abdominal
mais dois outros critérios.

Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Saklayen (2018).
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A SMet esta frequentemente ligada a obesidade e, muitas vezes, também
associada ao diabetes tipo 2 (4). A presenga de SMet aumenta em cinco vezes o
risco de desenvolver diabetes tipo 2, duplica o risco de doencgas cardiovasculares e
eleva de duas a quatro vezes a probabilidade de ocorrerem acidentes vasculares
cerebrais, infartos do miocardio e mortes relacionadas a esses eventos, em
comparagao com individuos sem a sindrome (5). De acordo com o National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES), em uma analise feita na populagao
americana, individuos obesos tém uma incidéncia doze vezes maior de sindrome
metabdlica, quando comparados com individuos de peso normal (6). Apesar disso,
a relagao entre excesso de gordura e SMet nem sempre € estreita, dito que existem
individuos considerados obesos metabolicamente saudaveis, que apresentam niveis
normais de sensibilidade insulinica, e nao possuem alteracbes metabdlicas
caracteristicas da sindrome (4). Devido a maior dificuldade de mensurag¢ao, ndo ha
no momento numeros globais sobre a SMet, entretanto estudos sugerem que essa
condicdo seja cerca de 3 vezes mais comum que a diabetes, permitindo uma
estimativa de que mais de 25% da populagdo mundial seja afetada, contabilizado

mais de um bilhdo de pessoas em escala global (4).

A patogénese da SMet resulta da interagdo entre fatores genéticos e
adquiridos, marcados pela resisténcia a insulina e inflamacgao crénica de baixo grau
(7). Estilos de vida pouco saudaveis, como uma dieta rica em calorias e pobre em
fibras, além do sedentarismo, sdo reconhecidos como contribuintes significativos
para o desenvolvimento da sindrome (4; 7). Acredita-se que a presenca de
componentes inflamatérios no tecido adiposo faga com que a obesidade influencie o
desenvolvimento de doencas inflamatérias, metabdlicas e outras condi¢cdes de
saude associadas (8). Portanto, individuos obesos apresentam um tecido adiposo
mais inflamado e uma desregulagdo do sistema imunoldgico, com aumento dos
niveis circulantes de proteinas e citocinas pré-inflamatérias, mantendo uma
inflamacéao cronica de baixo grau (9). Na fisiopatologia da doenga, o tecido adiposo
branco (TAB) é o principal depésito de gordura e atua como o maior 6rgao endocrino
ao secretar adipocinas e citocinas sistemicamente (10). Embora haja uma escassez
de estudos focados exclusivamente na sindrome metabdlica, varias evidéncias

associam a expansado do TAB ao mecanismo fisiopatolégico central da sindrome
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(11). Ainda, a hipertrofia do TAB impacta na qualidade da resposta imune por alterar

a funcionalidade das células do sistema imune, particularmente das células T.

1.1 As células T e seu papel na resposta imune: uma breve revisao

O Sistema Imune é classicamente conhecido por sua atuacdo na defesa do
hospedeiro, identificando e eliminando potenciais ameacas externas, os patégenos. Para tal,
ele é composto por diversos elementos humorais e celulares que atuam de maneira
coordenada para restaurar a homeostase do organismo. Os componentes celulares sao
classicamente separados em dois compartimentos principais: a imunidade inata,
responsavel pela resposta imediata e estereotipada contra diferentes agentes infecciosos, e
a imunidade adaptativa, que atua em fase mais tardia, porém apresenta especificidade e
respostas de maior amplitude, direcionadas a diferentes patégenos. Os linfocitos T séo

componentes do compartimento adaptativo, podendo ser subdivididos em dois grupos: os

linfécitos T CD4™ e os linfécitos T CD8" (12; 13).

A ativagdo das células T dirigida contra diferentes peptideos antigénicos
durante uma resposta imune primaria depende de células apresentadoras de
antigenos (APC) imunogénicas, particularmente das células dendriticas (DCs)
profissionais. As DCs também possuem papel essencial na diferenciagdo desses
linfécitos em variados fendtipos efetores, que apresentardao funcionalidade

diferenciada contra determinados patégenos (14; 15)

Os linfécitos T, diferentemente das células da imunidade inata, expressam um
repertorio extremamente amplo de receptores chamados de TCRs (do inglés T-cell
receptors), sendo capazes de reconhecer milhdes de diferentes peptideos.
Consequentemente, cada linfocito T expressa TCR unico, capacitando-os a
reconhecer especificamente sequéncias primarias de aminoacidos (epitopos) em um
peptideo antigénico (16). A ativacdo e diferenciagdo dessas células durante a
resposta imune primaria depende do reconhecimento de 3 sinais em conjunto a DC
madura. O primeiro é caracterizado pela apresentacédo de peptideos pelas DCs para
células T CD4* ou CD8" antigeno-especificas, através das moléculas de MHC Il e |,
respectivamente. O segundo sinal, antigeno-independente, € mediado pela interacéo
de B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) expressos nas DCs, com o receptor CD28, expresso
nos linfocitos T. Esses dois sinais sdo fundamentais para ativar a linfoproliferagao
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(17). O terceiro sinal, responsavel por induzir a diferenciagéo, sera fornecido pelas
citocinas produzidas pela DC durante a sinapse imunoldégica com a célula T,
permitindo a formagdo de diferentes fenodtipos efetores, em especial no

compartimento das células T CD4*, como representado na figura 1 (18).

A diferenciagdo das células T CD4+ em diversos fendtipos depende da
ativacado de fatores de transcricdo capazes de alterar, de forma estavel, o
transcriptoma desses linfocitos em resposta as citocinas liberadas pelas DCs (Fig.
1). Nesse contexto, sob a agédo da citocina IL-12 secretada pelas DCs, o fator
transcricional T-bet é induzido, e as células T se diferenciardo no fenétipo T auxiliar
do tipo 1 (Th1) (19; 20). O fendtipo Th1 secreta grandes quantidades de IFN-y e
IL-2, realizando a resposta imune celular que é fundamental no combate a
microrganismos intracelulares obrigatérios ou facultativos, por aumentar a funcao
dos macréfagos M1, das células NK e dos linfocitos T CD8*. O IFN-y em associagao
a IL-21, ambas citocinas secretadas pelas células T helper foliculares 1 (Tg41),
também induzem a produgédo e secrecdo de IgG1 (Imunoglobulina G do tipo 1) e

IgG3 (Imunoglobulina G do tipo 3) pelos linfécitos B humanos (21; 22).

Na presenca de niveis elevados de IL-4 produzidos pelas DCs, os linfécitos T
CD4* diferenciam-se em células T auxiliares do tipo 2 (Th2), através da indugao do
fator de transcricdo GATA-3 (20). Esses linfocitos, principalmente o subtipo T2, ao
secretarem IL-4, IL-5 e IL-13 (22), induzem a produgao e secrec¢ao de anticorpos da
classe IgE que participam da resposta imune envolvida no combate as infestagdes
por helmintos e nas reagdes de hipersensibilidade do tipo | por induzir a

degranulagao de mastdcitos e eosindfilos (20; 23).
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Figura 1. Fenétipos de Células T CD4+: Durante o processo natural de ativagéo da resposta imune
especifica mediada pelas células T CD4+, as células dendriticas (DCs) apresentam diferentes
peptideos de proteinas antigénicas no contexto das moléculas do MHC de classe Il. Durante essa
sinapse imunoldgica, moléculas co-estimuladoras expressas na superficie das DCs, particularmente
CD80 e CD86, interagem com o marcador CD28 expresso nas células T CD4+, permitindo, assim, a
indugdo de diferentes vias de sinalizagdo que culminam na proliferacdo e diferenciagdo desses
linfécitos em diferentes fendtipos que produzem um conjunto polarizado de citocinas. Os diferentes

fenodtipos sao caracterizados por expressarem diferentes fatores de transcricao.

Fonte: Golubovskaya & Wu (2016); O’'Donnell & Mcsorley (2014); Russ et al (2013).
Adaptado por Bento, CAM

A ativacédo do fator de transcricdo RORc tem sido implicada na indugao do
fendtipo Th17, induzido pela acado conjunta do TGF-B (do inglés Transforming
Growth Factor Beta), IL-13 e IL-6 pelas DCs (24; 25). No entanto, a estabilizagao
desse fendtipo celular é dependente da IL-23 liberada pelas DCs (26). Os linfocitos
Th17 quando ativados sintetizam IL-17, sua citocina de assinatura. A IL-17 tem
como principal funcdo induzir as células imunes e parenquimatosas a secretarem
IL-8, principal quimiocina envolvida no recrutamento de neutréfilos para o local da
infeccdo (20; 27). Subtipos de células Th17 foliculares (Tgy17), por produzirem

elevados niveis de IL-21 e IL-17, também auxiliam na ativagado de plasmoblastos
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produtores de IgA e IgG (22; 28). Entretanto, na auséncia de TGF-3, IL-183, IL-6 e
IL-23 induzem subtipos de células Th17 patogénicas implicadas em reagdes de
hipersensibilidade (29; 30).

Os linfécitos T CD8" sdo particularmente importantes no combate aos virus. A
ativacdo dessas células depende da apresentacdo de peptideos antigénicos
acoplados as moléculas do MHC de classe | expressos na superficie das APCs
profissionais, particularmente das DCs. Classicamente, quando ativadas, essas
células se tornam linfécitos T citotoxicos (CTL), passando a produzir granzimas e
perforinas que juntas atuam na eliminagao das células infectadas, por apoptose (31).
Assim como os linfécitos T CD4*, essas células sdo capazes de se diferenciar em
fendtipos efetores distintos, secretando diferentes padrées de citocinas. Por
produzirem altas concentragdes de IFN-y, as células T CD8" sdo capazes também
de amplificar a resposta Th1, sendo, por isso, também chamadas de Tc-1 ( do inglés
T cytotoxic 1) (32; 33).

As respostas imunes necessitam ser reguladas, pois, caso contrario, podem
favorecer o desenvolvimento de doengas imunomediadas (34). Nesse contexto, os
linfocitos T reguladores (Tregs), sendo a maioria do tipo células T CD4*, sdo as
células mais importantes na manutengcdo da homeostase por controlar as respostas
inflamatérias (35). Qualquer deficiéncia na funcdo ou no numero dessas células
pode elevar o risco de desordens imunoldgicas, tais como doengas autoimunes e
alérgicas. Os linfocitos Tregs sdo formados por diversas subpopulagdes, os linfécitos
T CD4" reguladores do tipo 1 (Tr-1) e os linfécitos T CD4+ reguladores naturais
(nTreg) e induzidos (iTregs) (35; 36). Apesar das células nTreg e iTegs serem
fenotipicamente idénticas, a primeira € gerada no timo e exerce fungdes de
autocontrole, evitando doengas autoimunes. Por outro lado, as iTregs sao induzidas
na periferia por DCs tolerogénicas e macréfagos M2, ambos subtipos celulares
capazes de produzir citocinas anti-inflamatorias. Essas células T reguladoras podem
utilizar diferentes mecanismos para suprimir a proliferagao e a fungao dos linfocitos
T CD4" e T CD8" efetores, tal como a produgao da citocina anti-inflamatéria 1L-10
(35; 37). Disturbios funcionais nesses linfocitos tém sido associados a reagdes de
hipersensibilidade, e devem contribuir para o estado de meta-inflamagao associado

a obesidade.
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1.2 Obesidade e desregulagao imune

Em individuos eutroficos, a maioria das células imunes do TAB é composta
por macrofagos do tipo M2 e poucas células T, sendo a maioria do tipo células T
CD4" reguladoras (38; 39). Na vigéncia de obesidade, a propor¢ao dessas células
locais diminui e um aumento na fracdo de macréfagos do tipo M1 e de células T
CD4* efetoras € observado (39; 40). As células M1 sdo ricas fontes de citocinas
inflamatdrias, particularmente, IL-12, IL-1B, IL-6, TNF-a e a IL-23, associadas a
resisténcia insulinica (41; 42). De forma sistémica, o estado inflamatério nos obesos
€ identificado pela presengca de niveis plasmaticos aumentados de IL-8, IL-6,
proteina C-reativa (PCR) e inibidor do ativador do plasminogénio-1 (40; 41). Quanto
aos fendtipos de células T circulantes, a obesidade tem sido associada a uma
alteracao no equilibrio entre diferentes subtipos de células T CD4*, com preferencial
expansao de células Th17, e ativagdo anormal das células T CD8" (43). Além disso,
o tecido adiposo também se relaciona com uma menor porcentagem de células
Tregs no sangue periférico (40; 44). Todas essas alteragdes no compartimento das
células T devem envolver, ao menos em parte, desequilibrio na producédo de

adipocinas, particularmente a adiponectina e leptina.
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Figura 2. Alteragbées nas células imunes em resposta a obesidade no tecido adiposo. O tecido
adiposo magro é caracterizado pela homeostasia dos niveis de adipocinas, assim como um ambiente
rico em citocinas pro inflamatdrias e dominado por macréfagos M2, células Th2 e Tregs. A expansao
do tecido adiposo na obesidade/SMet estabelece um desequilibrio nos niveis de adipocinas,
caracteristicamente com hiperleptinemia e hipoadiponectinemia que determinam um influxo
aumentado de macréfagos M1 pré-inflamatérios e uma alteragédo do perfil de diferenciagao de células
T com predominio de Th17/Th1, além de maior recrutamento de T CD8+ e uma redugdo do

compartimento de Tregs.

As adipocinas exercem um papel fundamental na regulagdo do apetite e do
gasto energético, além de influenciarem a sensibilidade a insulina, a capacidade
oxidativa e a captacao de lipidios na periferia (5). No entanto, o perfil das adipocinas
varia em resposta a quantidade e ao estado do tecido adiposo. A adiponectina é
encontrada em grandes quantidades no sangue periférico, secretada exclusivamente
pelo tecido adiposo, e produzida principalmente em adipocitos brancos e marrons (3;
45). Reconhecida por suas propriedades antiaterogénicas, anti-inflamatérias e
antidiabéticas, a adiponectina € fundamental para a modulagdo de processos
metabdlicos essenciais, como o metabolismo da glicose e a oxidagdo de acidos
graxos (3; 7). Ela atua como sensibilizador endégeno da insulina e por isso
desempenha um papel essencial na manutengao da sensibilidade celular a insulina
(42; 45). A adiponectina é capaz de inibir a ativagao de macréfagos M1 e promover a
proliferacdo do subtipo M2, o que reflete nas suas propriedades anti-inflamatorias
(42; 46). Essa adipocina inibe a produgdo de citocinas inflamatérias, induz a
producao de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (45), e favorece a expanséao
de células Tregs (42; 47). Paradoxalmente, embora produzida exclusivamente pelo
tecido adiposo, os niveis de adiponectina diminuem com o aumento do IMC, e
consequentemente, com a proliferagdo do TAB (5). Essa correlagdo negativa com a
obesidade se explica pelo fato de que os niveis elevados de TNF-a e IL-6 suprimem

a transcricao da adiponectina na linhagem celular dos adipécitos (45).

Diferente da adiponectina, a leptina exerce efeitos essencialmente
pro-inflamatoérios no sistema imune, e tem um papel fundamental na regulagdao do
peso corporal e do gasto energético através de um feedback negativo com vias de
sinalizagao hipotalamicas (5; 11). A producéo de leptina € proporcional a hipertrofia e
hiperplasia do TAB, sendo assim, a obesidade esta associada a altas concentragdes

circulantes de leptina concomitantemente com a redug¢ao da sinalizagao do receptor
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de leptina (48). Tendo em vista a atividade pro inflamatéria dessa adipocina, a
hiperleptinemia pode contribuir para o estado inflamatério crénico da obesidade (49).
Na imunidade inata, a leptina é capaz de aumentar a produg¢ao de TNF-a, IL-18, IL-6
e IL-12 por macréfagos e mondcitos (49), assim como estimular a quimiotaxia de
neutréfilos e a produgédo de espécies reativas de oxigénio por essas ceélulas (45). Na
imunidade adaptativa, doses fisiologicas dessa adipocina aumentam a produgao de
IFN-y pelas células Th1 e favorece a transformacédo de macréfagos MO, e M2, em
M1 (50). Além disso, a leptina atua na diferenciacdo de subconjuntos de células T
CD4+ regula positivamente as células Th1 e Th17 enquanto inibe a proliferagao de
Tregs (51). Apesar dessas alteragdes terem sido observadas em pacientes obesos,

faltam estudos similares no cenario da SMet.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da SMet no perfil de citocina plasmatica e de citocinas
produzidas pelas células T e sua correlagdo com as adipocinas leptina e

adiponectina.

2.2 Objetivos especificos

e Dosar citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias no plasma de individuos
eutroficos (controle) e obesos com e sem SMet.

e Quantificar citocinas pro-inflamatarias relacionadas aos fenétipos de células T do
tipo Th1, Th2 e Th17, assim como de células T reguladoras, produzidas por
células T obtidas de individuos eutrdéficos (controle) e obesos com e sem SMet.

e Correlacionar os niveis in vivo e in vitro das citocinas com as concentragdes

plasmaticas de leptina e adiponectina nos diferentes grupos experimentais.
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3. METODOLOGIA

3.1 Pacientes

Para o presente estudo individuos eutréficos (n=07) e obesos sem (n=11) e
com (n=14) sindrome metabdlica (SMet) foram recrutados do servico de
endocrinologia e metabologia do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG). O
critério de obesidade foi determinado pelo indice de massa corporea (IMC) maior ou
superior a 30, que é calculado a partir da divisao do peso (em Kg) pelo quadrado da
altura (em metros). Para a SMet, foi adotado o critério da IDF, que dispbde que os
individuos devem apresentar circunferéncia abdominal maior que 80 cm em
mulheres e 94 cm em homens, além de, pelo menos, dois dos seguintes fatores:
pressao arterial maior que 130/85 mmHg ou em tratamento para hipertensao arterial;
triglicerideo maior que 150 mg/dL ou tratamento para dislipidemia; HDL-C menor
que 40 mg/dL para mulheres e 50 mg/dL para homens ou tratamento para
dislipidemia; e glicemia superior a 100 mg/dL ou em tratamento. Esses pacientes
foram recrutados no ambulatério de doengas metabdlicas do HUGG sob a
coordenacdo da Profa. Dra. Marcia Helena Costa. Foram excluidos pacientes
tabagistas, com neoplasias, que possuiam doengas autoimunes, que estavam em
uso de anti-inflamatério/antibiético na ultima semana, imunodeprimidos e pacientes
gestantes e lactantes. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética do HUGG
(ANEXO 1) e as amostras dos individuos so foram coletadas apds a obtenc&o do
consentimento oral e escrito, através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO 2)

3.2 Coleta de sangue e obtencao de células mononucleares

Aproximadamente 20 mL de sangue periférico foram coletados de cada
individuo em tubo com heparina e imediatamente encaminhados para o LIILIiT/IB,
para obtencdo do plasma e de células mononucleares, através da centrifugagdo em
gradiente de Ficoll-PAQUE PLUS.

O plasma foi obtido a partir da centrifugacdo do tubo de sangue, aliquotados
em microtubos, num volume de 1 mL por tubo, e congelados para posterior

quantificacdo de citocinas e adipocinas. As células mononucleares do sangue



25

periférico (PBMC, do inglés peripheral blood mononuclear cells) foram obtidas apos
centrifugagédo do sangue total, previamente diluido em solugdo de Hank (1:1, v/v),
em gradiente de densidade Ficoll-PAQUE PLUS (Cytiva). Através do uso de azul de
trypan e camara de Neubauer, a suspensdao de PBMC viaveis foi ajustada (1 x
106/mL) e cultivada em microplacas de fundo plano de 24 pogos com 1 mL Roswell
Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (ThermoFisher Scientific Inc.) suplementado
com 2 mM de L-glutamona, 10% (v/v) de soro fetal bovino, 20 U/mL de penicilina, 20
pMg/mL de estreptomicina e 20 mM do tampao HEPES (GIBCO, Carlsbad, CA, USA).
Para ativar as células T, as culturas de PBMC foram estimuladas com
fitohemaglutinina (PHA, 1 pg/mL) por 3 dias, numa estufa a temperatura ambiente e
5% de CO2. Apds o término da cultura, o sobrenadante de todos os pocos foi
coletado, adicionado em microtubos de 2 mL e armazenado a -70°C para posterior

quantificacao de citocinas.

3.3 Dosagem de citocinas no plasma e no sobrenadante

Os niveis de diferentes citocinas circulantes e no sobrenadante das culturas
foram determinados via Luminex usando o kit “Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg
Cytokine 18-plex human Panel” (InvitroGen, San Diego, CA, USA), seguindo as
instrugdes do fabricante. Brevemente, 50 uL do mix das beads, sensibilizadas com
diferentes anticorpos anti-citocinas, foram adicionadas aos po¢os. Em seguida,
foram adicionadas 25 uL das amostras (diluida 1:2) e dos controles em cada pogo. A
placa foi incubada durante 2 horas e, apds esse tempo, 25 uL do mix de anticorpos
de deteccao biotinilados foram adicionados em cada poco e incubados por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados aos pog¢os 50 uL da
streptavidina-PE, seguido de uma incubagdo de 30 min a temperatura. Entre as
etapas, foram realizadas lavagens para remover o conteudo que nao se ligou aos
anticorpos. Finalmente, 120 yL do tampao de leitura foram adicionados aos pocos,
seguido de agitagdo por 5 min. Os dados foram adquiridos no Luminex 200, usando
o sistema xMAP. Os resultados sdo expressos de acordo com a média de
intensidade de fluorescéncia (MFI — do inglés median fluorescence intensity) e

transformados em pg/mL a partir de uma curva-padréo.
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3.4 Dosagem de adipocinas no plasma

As concentragdes plasmaticas de leptina e adiponectina foram realizadas por
meio da técnica de ELISA, utilizando os kits Leptin ELISA (BD, Pharmingen, San
Diego, CA) e Adiponectin ELISA (BD, Pharmingen, San Diego,CA)” respectivamente,
seguindo todas as orientagdes do fabricante. Brevemente, as amostras foram
diluidas 1:2500, e 50 uL do plasma previamente diluido foi adicionado a cada pogo
contendo anticorpo primario anti-leptina ou anti-adiponectina (anticorpo de captura).
A placa foi incubada durante 2 horas e, apds esse tempo, 100 yL do anticorpo
secundario anti-leptina ou anti-adiponectina (previamente tratado com a enzima
horseradish peroxidase conjugada a estreptavidina) foram adicionados em cada
poco e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, 100 yL de
substrato TMB (3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina) foram adicionados aos pogos e a
reacao foi revelada 30 minutos depois, apds a adicdo de uma solucdo de parada
[acido fosférico a (1,0 mol L-1)]. As placas foram lidas a 620 nm em um leitor de
ELISA (DynexTechnologies, USA). Leptina e adiponectina recombinantes, variando
de 0-1000 pg/mL e 0-15 ng/mL respectivamente, foram usadas para construir

curvas-padrao.

3.5 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa de
grafico GraphPad Prism versdo 9.0 para Windows (GraphPad). Para determinagao
da normalidade das amostras, o teste de Shapiro-Wilk foi aplicado. Para determinar
se duas variaveis, com distribuicdo ndo normal, foram estatisticamente diferentes
para cada variavel dada, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. O
teste t de Student foi aplicado para verificar se uma determinada variavel, com
distribuicdo normal, foi estatisticamente diferente entre os individuos do mesmo
grupo. Para analise de uma variavel em trés grupos, foi realizado o teste Anova de
uma via, sendo, por fim, realizado o poés-teste de Tukey para identificar a
significAncia entre os grupos, quando de distribuicdo normal, e o pés-teste de Dunn,
quando de distribuicdo ndo normal. As correlagdes entre variaveis paramétricas e

nao paramétricas foram investigadas por meio das correlagbes de Pearson e
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Spearman, respectivamente. Os valores foram considerados significativos quando
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinicos e demograficos

No presente estudo, amostras de sangue periférico foram colhidas de 32 individuos
que foram divididos em eutréficos (n=7) e obesos sem (n=11) ou com diagnéstico
fechado de sindrome metabdlica (SMet, n=14) (Tabela 2). Nenhuma diferenga foi
observada entre o IMC e a média de idade entre obesos com ou sem SMet (Tabela
2).

Tabela 2. Dados clinicos e demograficos dos grupos estudados

Individuos
Controle? Controle® SMet®
N° de individuos (n) 07 11 14
Género feminino/masculino (n) 6/1 8/3 10/4
Idade [(anos), média + DP] d 29,5+5,5 34,5+ 10,4 41,42 £ 6,1
IMC (média) © 23,7+ 3,7 41,3+10.2 40,9+ 7,7

Dados de individuos eutroficos® e obesos sem SMet® ou com SMet®. Yldade no momento da coleta das
amostras de sangue foram colhidas. °Indice de massa corporal do paciente no momento da consulta.

4.2 Papel da sindrome metabdlica em modular a producgao in vivo e in vitro de

citocinas

Classicamente, tanto a obesidade quanto a SMet tém sido associados a
elevacdo nos niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatoérias, como por exemplo a
IL-18, a IL-6 e o TNF-a (52). No presente estudo, e em acordo aos achados obtidos
por outros pesquisadores (53; 54), niveis significativamente mais elevados de IL-18,
IL-6, TNF-a, IL-17, GM-CSF e de IL-10 nos plasmas dos obesos, com ou sem SMet,
foram observados se comparado ao grupo controle (individuos eutroficos) (Fig. 3A).
Adicionalmente, a quantidade de IFN-y e de IL-5 in vivo foram significativamente
menores nos grupos controle quando comparada aos individuos com SMet. Entre os
individuos obesos, a ocorréncia de SMet foi associada a maior produgao sistémica
das citocinas TNF-a, IL-5 e IL-17 (Fig. 3A).
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Sabendo que os niveis dessas citocinas circulantes podem ser produzidos
por diferentes células, tais como por células T ativadas, nosso proximo passo foi
quantificar os niveis dessas citocinas a partir do sobrenadante de culturas de PBMC
contendo células T policlonalmente ativadas. Como demonstrado na figura 3B,
maiores niveis de IL-18, IL-6, TNF-q, IL-5 e IL-13 foram produzidos por células T de
individuos obesos com ou sem SMet quando comparado ao grupo eutréfico (Fig.
3B). Adicionalmente, a producdo de GM-CSF e de IL-17 pelas células T do grupo
com SMet foi maior que nas culturas de células dos individuos eutroficos (Fig. 3B).
Em contraste, a dosagem de IFN-y e de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de
células de individuos eutréficos foi superior a observada nos obesos com ou sem
SMet (Fig. 3B). Finalmente, quando comparamos os dois subgrupos de individuos
obesos, a ocorréncia de SMet favorece maior producéao de IL-1p3, IL-6, GM-CSF, IL-5
e IL-17 e menor secrecédo de IFN-y (Fig. 3B).
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Figura 3. Dosagem de citocinas in vivo e in vitro em individuos eutréficos e obesos com ou

sem SMet. A dosagem de citocinas nos plasmas (A) e nos sobrenadantes (B) de culturas de PBMC
(1 x 106/mL) contendo células T ativadas por 3 dias com PHA (1ug/mL) foi realizada por Multiplex. Os

dados apresentados sédo de individuos eutréficos (Ctrl, n=7) e obesos sem (n=11) ou com (n=14)
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SMet. Os valores médios + dp foram comparados entre os trés grupos via ANOVA, sendo a diferenca
considerada significante com (*) p<0,05, (**) p<0.001 e (***) p<0.0001.

4.3 Impacto da SMet nos niveis de adipocinas e sua relagao no perfil in vivo e

in vitro de citocinas

Estudos demonstram que tanto a obesidade quanto a SMet impactam na
producao de adipocinas, e muitas delas tém funcdo imunomoduladora direta ou
indireta sobre as células do sistema imune inato e adaptativo (55; 56). Nesse
sentido, nosso proximo objetivo foi avaliar os niveis circulantes de leptina e
adiponectina em individuos eutréficos e obesos sem ou com SMet. Como pode ser
observada na figura 4A, maiores niveis de leptina foram dosados entre os obesos,
com ou sem SMet, quando comparado ao grupo controle, sem diferenga entre os
dois subgrupos de obesos. Quanto a adiponectina, o contrario foi observado, com
maiores niveis dessa adipocina sendo dosados nas amostras de plasmas do grupo
controle (Fig. 4B). Ainda, entre os obesos, o valor médio de adiponectina foi

significativamente menor no grupo com SMet (Fig. 4B).
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Figura 4. Dosagem de adipocinas plasmaticas em individuos eutréficos e obesos com ou
sem SMet. A dosagem de leptina (A) e adiponectina (B) foi avaliada nos plasmas de individuos
eutréficos (n=7, Ctrl) e obesos sem (n=11) ou com (n=14) SMet através da técnica ELISA. Os
valores médios + dp foram comparados entre os trés grupos via ANOVA, sendo a diferenca

considerada significante com p<0,05.
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4.4 Correlagao entre adipocinas e perfil de citocina in vivo e in vitro em

individuos eutroéficos e obesos com ou sem SMet

Embora estudemos os sistemas e seus componentes separados, in vivo, ha
uma complexa interagdo entre eles em condigdes fisiologicas e patoldgicas. Por
exemplo, a obesidade tem sido associada a gravidade de reagbes de
hipersensibilidade mediadas por células T efetoras (57). O mecanismo por tras
dessa associagao adversa pode envolver desregulagdo na produgao de adipocinas,
tais como leptina e adiponectina (58). No presente estudo, ao correlacionarmos os
niveis circulantes de adipocinas com o perfil plasmatico de citocinas, nds
observamos uma correlagao positiva e significativa entre os niveis de leptina com a
dosagem plasmatica de IL-1B (p= 0.0415) em obesos e de IL-6 (p= 0,0366), IL-5 (p=
0,0408) e IL-17 (p= 0,0407) nos individuos com SMet (Tabela 3). Por outro lado, uma
correlagdo negativa e significativa foi observada entre a adiponectina e os niveis
circulantes de IL-6 (p= 0,0418) (Tabela 3). Como a dosagem de citocinas
plasmaticas no grupo controle foi abaixo do limite de detecgdo na grande maioria
dos individuos, ndo foi possivel realizar as mesmas analises de correlagdo no

presente estudo.

Quanto a producédo de citocinas pelas células T, uma correlagao direta foi
observada entre a dosagem de IL-6 (p= 0.0371) e IL-17 (p= 0.0411) com 0s niveis
plasmaticos de leptina em obesos. A mesma correlagao foi observada entre os
niveis desta adipocina com a produgéo de IL-6 (p= 0,0172), GM-CSF (p= 0.0471),
IL-5 (p= 0,034) e IL-17 (p= 0.0047) pelas células T de individuos do grupo com SMet
(Tabela 3). Por outro lado, a adiponectina correlacionou-se negativamente com a
producgao in vitro de IL-6 [ obeso (p= 0,0181) e SMet (p= 0.0398)] e IL-17 [obeso (p=
0.0364) e SMet (p= 0,0440) em ambos os subgrupos de obesos. No grupo controle,
nenhuma correlagdo foi observada entre as adipocinas e a producao de diferentes

citocinas in vitro (dados nao mostrados).

Tabela 3. Correlagao entre os niveis circulantes de adipocina com os niveis in vivo e in vitro de

citocinas em individuos obesos com ou sem SMet.
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Citocinas in vivo

(pg/mL) x Leptina Obeso SMet
(pg/mL) r P r P

IL-18 0,4952 0.0415 0,4611 0,1066
IL-6 0,4399 0.0576 0,6068 0,0366
TNF-a 0,3918 0,1012 0,4105 0,1762
GM-CSF 0,2781 0,4050 0,1211 0,8121
IL-4 0,1009 0,6513 0,2373 0,7451
IL-5 0,3811 0,1015 0,5419 0,0408
IL-13 0,1981 0,5077 0,1267 0,7971
IL-17 0,4419 0,0511 0, 6019 0,0407
IFN-y 0,2753 0,4266 0,1441 0,7514
IL-10 0,3081 0,2022 0,3678 0,2651

Citocinas in vivo

(pa/mL) x Obeso SMet

adiponectina (ng/mL) r p r p
IL-18 -0,1211 0,7871 -0,4012 0,1148
IL-6 -0,3012 0,5181 -0,5881 0,0418
TNF-a -0,2451 0,4763 -0,2105 0,6056
GM-CSF 0,1982 0,7232 -0,2172 0,6012
IL-4 0,099 0,8173 0,1725 0,7176
IL-5 0,1057 0,7645 -0,3304 0,3098
IL-13 -0,1451 0,7443 -0,1011 0,7455
IL-17 -0,2017 0,5781 -0,4052 0,1087
IFN-y -0,1091 0,7561 -0,2821 0,7583
IL-10 0,2983 0,5534 0,1091 0,3144

Citocinas in vitro Obeso SMet

(pg/mL) x leptina r D r D
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IL-18 0,3952 0.1449 0,4439 0,0974
IL-6 0,5699 0.0371 0,7068 0,0172
TNF-a 0,4733 0,0748 0,4295 0,1101
GM-CSF 0,2249 0,4203 0,5775 0,0471
IL-4 0,1761 0,5533 0,2758 0,6118
IL-5 0,3181 0,2056 0,5956 0,034
IL-13 0,0922 0,8098 0,1019 0,8876
IL-17 0,4871 0,0411 0, 8323 0,0047
IFN-y 0,4117 0,2672 0,301 0,4811
IL-10 0,3019 0,4098 0,3494 0,2987
Citocinas in vitro
(pg/mL) Obeso SMet

adiponectina (ng/mL) r p r p

IL-18 -0,1871 0,5012 -0,3331 0,5012
IL-6 -0,5998 0.0181 -0,5871 0.0398
TNF-a -0.1181 0,6171 -0,3665 0,4988
GM-CSF 0,1091 0,6519 0,3672 0,4761
IL-4 0,1009 0,7361 0,2142 0,6019
IL-5 0,1081 0,6727 -0,4861 0,0817
IL-13 0,1554 0,5871 0,1232 0,7190
IL-17 -0,5460 0.0364 -0,5288 0.0440
IFN-y 0,1909 0,5312 0,2561 0,5562
IL-10 0,4118 0,1018 0,2347 0,5918

Correlagao entre niveis plasmaticos de leptina (pg/mL) e adiponectina (ng/mL), avaliados por ELISA,

com citocinas plasmaticas (in vivo) e produzidas por células T (in vitro), quantificadas por Multiplex,

de individuos eutréficos (n=7) e obesos com (n=14) ou sem (n=11) SMet.
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5. DISCUSSAO

A SMet é uma condicao clinica complexa e multifatorial, caracterizada por
uma combinagdo de fatores de risco que aumentam a probabilidade de doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (1; 6; 7). A obesidade, em particular, € um
componente central da SMet, contribuindo significativamente para o
desenvolvimento e progressdo desta condicdo (9). Nossos dados demograficos
revelaram uma maior propor¢do de mulheres em ambos o0s grupos de obesos.
Esses achados estdo alinhados com a literatura, que frequentemente observa uma
maior prevaléncia de obesidade e SMet entre mulheres em diversos contextos
epidemioldgicos (59; 60). A média de idade dos participantes obesos foi de 34,5
anos (DP %= 10,4), enquanto a média de idade dos obesos com SMet foi de 41,12
anos (DP + 6,1). Apesar do tamanho reduzido da amostra, a diferenca de idade
entre 0s grupos, ainda que pequena, pode refletir o aumento da prevaléncia de SMet
com a idade, um fendbmeno documentado em estudos prévios (6). Além disso, nao
houve diferenga significativa no IMC entre os grupos de obesos, o que sugere que
esse componente, por si sO, ndo é suficiente para diferenciar os estados metabdlicos
dos individuos, e atua apenas como um indicador geral de obesidade. Este achado
se justifica pois a distribuicdo da gordura corporal pode diferir entre individuos com o

mesmo IMC, sendo a gordura visceral a mais associada com a SMet (61).

Biomarcadores inflamatorios tém sido implicados na etiologia e progressao de
disturbios metabdlicos. Varias citocinas pré e anti-inflamatoérias tém sido associadas
a SMet e seus componentes (62). Nossos achados, apesar de preliminares,
demonstraram que o diagnéstico de SMet em vigéncia de obesidade altera o perfil in
vivo e in vitro de citocinas, principalmente quando correlacionadas as ceélulas T,
sendo muitos desses desequilibrios associados a producao de adipocinas. O tecido
adiposo branco é um drgdo endocrino biologicamente ativo que secreta varias
substancias, como adipocinas, citocinas e quimiocinas (56). As alteragées geradas
pela obesidade nesse microambiente determinam a infiltragdo de diferentes tipos de
células imunes, liberacio de citocinas e alteracao do perfil de subtipos celulares, que

culminam com diversas alteragcdes metabdlicas.

No contexto das citocinas, nossos resultados revelaram dados interessantes

com niveis plasmaticos significativamente elevados de IL-13, IL-6 e TNF-a em
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individuos obesos, independente da presengca de SMet. Essas citocinas regulam
substancialmente o balango energético e o metabolismo de lipidios e carboidratos, e
tém sido intimamente associadas com a SMet e seus mecanismos (62). O TNF-a é
uma citocina inflamatoria secretada pelo tecido adiposo visceral, conhecida por
interferir no metabolismo energético nos adipdcitos, levando a alteragbes na
metabolizacdo de glicose e lipidios, e na sinalizagéo insulinica (62; 63). Através da
capacidade do TNF-a de fosforilar residuos de serina no IRS-lI (Substrato 1 do
receptor de insulina) e uma consequente diminuigao da atividade da tirosina quinase
do receptor de insulina, ele pode determinar a resisténcia a insulina (54). No que diz
respeito a IL-6, concentracdes elevadas desta citocina tém sido associadas a
pacientes com anormalidades lipidicas e resisténcia a insulina (54). Estudos indicam
que até 30% da IL-6 na corrente sanguinea é secretada pelo tecido adiposo, e seus
niveis apresentam correlagdo positiva com o IMC (64). A producao de IL-1B pelos
adipdcitos e macrofagos dentro do TAB contribui para o processo de inflamacgéo, e a
acao combinada de IL-1B e TNF-a estimula as células musculares lisas a
produzirem IL-6 (65). Além disso, apds sua liberagao, a IL-1 contribui para o dano
as células endoteliais e outras complicagcbes cardiovasculares do diabetes (66). Os
niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias observados em individuos com SMet
sugerem uma possivel aplicagao terapéutica de inibidores de citocinas. Por exemplo,
o bloqueio do TNF-a com antagonistas do TNF (como infliximabe ou adalimumabe)
mostrou reduzir a inflamag&o e melhorar a resisténcia a insulina em pacientes com
doengas inflamatérias cronicas (67). Além disso, inibidores de IL-6 (como
tocilizumabe) tém sido explorados para reduzir a inflamacgao sistémica e melhorar os
marcadores metabdlicos em individuos com obesidade e SMet (68; 69). O anticorpo
monoclonal anti-IL-13 também parece melhorar a apoptose das células B
pancreaticas, com aumento de sua proliferacdo e preservacdo, acompanhado de

melhora da sensibilidade a insulina (70).

A expansao do tecido adiposo na obesidade causa uma alteragao fenotipica
significativa no perfil de células imunoldgicas, especialmente nas células T (71; 72).
Feuerer et al. (2011) demonstraram que camundongos obesos apresentam uma
maior propor¢do de células T CD8* e um aumento notavel no nimero de células
Th1, juntamente com uma diminui¢do significativa na fragdo de células Th2, em

comparagao com camundongos magros (73). Estudos em modelos humanos
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revelaram que PBMCs de pacientes com obesidade e diabetes tipo 2 apresentaram
um aumento no numero de células Th17 (74; 75). Em nosso estudo, observamos
que ambos os grupos de individuos obesos apresentaram maior produgado de
citocinas relacionadas ao fenétipo Th17, como IL-6, TNF-a, GM-CSF e IL-17. Em
particular, a producdo de GM-CSF e IL-17 foi mais elevada nas culturas de células T
dos individuos com sindrome metabdlica, enquanto a producao de IL-10 foi superior
nas culturas de células dos individuos eutroficos. Tendo em vista o papel
anti-inflamatério das Tregs no tecido adiposo por meio da secregao de IL-10 (73),
nossos dados corroboram com trabalhos que evidenciaram um numero reduzido de
células Tregs no TAB de pacientes obesos, assim como uma correlagdo negativa
desses niveis com o IMC (76). A redugcao dos niveis de IL-10 em individuos com
SMet pode indicar um desequilibrio no mecanismo anti-inflamatério natural. Terapias
que aumentam a produgdo ou a agdo de IL-10 estdo sendo investigadas para
restaurar esse equilibrio e reduzir a inflamacéo cronica associada a obesidade e
SMet. Estratégias como a administragdo de IL-10 recombinante (77) ou o uso de
moduladores de Tregs que aumentam a producgéo de IL-10 tém mostrado potencial

em estudos pré-clinicos (78).

Os niveis elevados de IL-6 nas amostras in vitro também parecem estar
associados com alteragdes importantes no perfil de diferenciacdo dessas células T.
A auséncia dessa citocina impulsiona as células T CD4 + virgens em diregao a
diferenciagao em células Tregs, enquanto sua presenga promove a diferenciagdo em
células Th17 (79). Nossos dados também demonstraram a presenca de niveis
elevados de IL-5 em obesos, achados que se mostram contra intuitivos a luz da
literatura que indica um perfil fenotipico predominantemente Th1 nesses individuos.
A obesidade resulta em uma maior ativagao e recrutamento de eosindfilos no tecido
adiposo (80), e essas células podem atuar como fonte alternativa de IL-5, o que
justificaria os niveis in vivo e in vitro dessa citocina em obesos. Em camundongos,
analise por microscopia de fluorescéncia demonstrou que eosindfilos interagem
diretamente com células T CD4* antigeno-especificas em linfonodos (81),
favorecendo tanto resposta imune mediada por células Th2, por secretar IL-4 e IL-5,

quanto fendtipo Th1, por produzir IL-12 (82).

O grau de desregulacdo na resposta imune também tem sido associado a

mudancas na producdao de determinadas adipocinas, particularmente leptina e
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adiponectina (11). Assim como bem fundamentado na literatura, nossos resultados
mostraram niveis elevados de leptina em obesos de todos os grupos, enquanto a
adiponectina estava reduzida nesses individuos e com um valor médio
significativamente menor no grupo com SMet. Estas adipocinas secretadas pelos
adipocitos ndo apenas contribuem para a inflamacgao localizada no tecido adiposo
branco (83), mas também podem induzir um aumento sistémico de citocinas
responsaveis pela resisténcia periférica a insulina (84). Resultados in vivo e in vitro
mostraram uma correlagdo positiva da leptina com diversas citocinas pré
inflamatorias nos grupos de obesos. A leptina € conhecida por estimular a produgéo
de TNF-a e IL-6 ativando mondcitos e macréfagos (85). Essa adipocina também
participa na diferenciagcado de células T através de uma supressao de citocinas de
Th2 e um favorecimento do perfil Th1 e Th17 (86). Estudos anteriores mostraram
que o receptor de leptina (LEP-R) é expresso em células T CD4" e é capaz de
alterar as respostas imunes para um fenétipo Th1 (60). Além disso, a via da leptina

pode atuar como um sinal negativo para a proliferacao de células Treg (87).

Ao contrario da leptina, a adiponectina € uma adipocina com propriedades
anti-inflamatérias e seus niveis elevados estao associados a um risco reduzido de
doenga arterial coronariana (DAC) (88) e a melhores desfechos cardiovasculares
(89). Estudos clinicos implicam a hipoadiponectinemia no desenvolvimento de
diferentes componentes associados a SMet como DM2 (90; 91) e hipertenséo (92;
93). Além disso, niveis circulantes aumentados de adiponectina correlacionam-se
positivamente com o colesterol HDL sérico (94; 95). Quando relacionamos a
adiponectina com as citocinas, ela demonstrou uma relagdo inversa com IL-6
plasmatica e com IL-17 in vitro. A adiponectina regula negativamente a secregao de
TNF-a, que por sua vez, determina secrecao de IL-6 (96). Em contraste, o TNF-a e a
IL-6 inibem a expressdo do gene da adiponectina e sua secregdo a partir de
adipdcitos (97; 98). Firouzjaei at al (2016) mostraram que em pacientes diabéticos, o
efeito de melhoria da metformina na proporcao adiponectina/leptina foi concomitante
com a reducgdo nas citocinas inflamatérias IL-6 e TNF-a (99). Estudos anteriores
também demonstraram uma relagdo positiva entre |IL-17 e hipoadiponectinemia,
favorecendo um perfil Th17, em diferentes modelos experimentais (100; 101; 102).

Além disso, a adiponectina tem sido identificada como um regulador da polarizagéo
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de macrofagos, suprimindo o fendtipo M1 e estimulando a expressao do subtipo M2,

0 que contribui para a redugao da inflamacgao (103).
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6. CONCLUSAO

A Sindrome Metabdlica (SMet) emerge como uma condigdo clinica
multifatorial, interligando obesidade, resisténcia a insulina, meta-inflamacéo e outros
fatores que culminam em um risco aumentado de doengas cardiovasculares e
diabetes tipo 2. No presente estudo, verificamos que a obesidade,
independentemente da presengca de SMet, estd associada a um perfil
pro-inflamatoério caracterizado por niveis elevados de citocinas como IL-18, IL-6 e
TNF-a.

A disfungdo imunoldgica associada a obesidade e SMet é corroborada pela
alteracao no perfil das células T, evidenciada pelo aumento na produgao de citocinas
inflamatdrias pelas células T ativadas. Nossos dados destacam um desequilibrio no
microambiente imunoldgico, com uma redugéo significativa nas células Th1 e Tregs,
associado a um aumento nas células Th17 e Th2, evidenciando um estado

inflamatdrio crénico.

O papel das adipocinas, particularmente a leptina e a adiponectina, é crucial
na modulagdo da resposta inflamatéria. Observamos que a leptina, cujos niveis
estdo elevados em individuos obesos, correlaciona-se positivamente com citocinas
pré-inflamatérias, contribuindo para a manutencdo da inflamagao crénica. Em
contraste, a adiponectina, que apresenta niveis reduzidos na obesidade,
especialmente em casos de SMet, mostra uma correlacdo inversa com citocinas

inflamatdrias, destacando seu papel protetor.

Assim, concluimos que a SMet é caracterizada por uma relagdo complexa
entre adipocinas e citocinas, mediado por alteracbes no perfil das células T. As
intervengdes terapéuticas que visem reduzir a inflamagdo cronica e restaurar o
equilibrio imunolégico, bem como aumentar os niveis de adiponectina, podem ser
promissoras no manejo da SMet. A compreensao aprofundada dessas interagdes é
essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes na prevencédo e
tratamento da sindrome metabdlica, com potencial para reduzir significativamente a

morbidade e mortalidade associadas a esta condicéo.
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Subprojeto: “Impacto da Sindrome Metabdlica no status funcional das células T e B

de pacientes com Obesidade”

Explicagao para o(a) paciente sobre a proposta do estudo

1. OBJETIVOS DO ESTUDO
O objetivo desse projeto sera avaliar de que forma a sindrome metabdlica modula as

células do sistema imune de pacientes obesos.

2. PROCEDIMENTOS

Para o nosso estudo, iremos colher 3 (trés) amostras do seu sangue periférico no
volume de 10 ml por tubo. A principio, nenhuma coleta de sangue a mais sera
necessaria. Toda coleta do material biolégico sera conduzida com material adequado
e estéril. Seu sangue nao sera usado nem para estudos genéticos nem tampouco
com propdsito comercial, e apenas os pesquisadores irdo ter acesso ao material.
Além disso, nés precisaremos de algumas informagdes contidas no seu prontuario,
como, por exemplo, peso e altura, para que possamos calcular o seu indice de

massa corporea.

3. RISCOS E DESCONFORTOS
O procedimento usado para colher o seu sangue é o mesmo utilizado nos exames

de rotina. Portanto, este lhe trara risco minimo.
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4. BENEFICIOS

Os resultados de nossos estudos irdo nos ajudar a compreender como a sindrome
metabdlica pode exercer efeitos adversos no sistema imune de pacientes obesos.
Portanto, nés ndo podemos Ihe dar nenhuma garantia que vocé sera beneficiado por

participar dessa pesquisa.

5. ALTERNATIVA DE PARTICIPACAO
A sua participacdo nesse estudo é voluntaria. Vocé pode desistir a qualquer

momento.

6. CUSTOS E COMPENSACOES
Vocé néo ira pagar nem receber nada para participar desse estudo.

7. CONFIDENCIALIDADE
Todas as informacgdes referentes a vocé, assim como todos os resultados obtidos,
serao mantidas sob sigilo. Seu nome nao sera revelado, exceto para o grupo

envolvido na pesquisa. Nenhuma publicacdo cientifica ira identifica-lo.

8. QUESTOES E PROBLEMAS

Em caso de duvida sobre a pesquisa ou direito dos pacientes podera ser contactada
a Dra CLEONICE BENTO por meio dos telefones (21) 2531-7908 ou do e-mail
cbento@unirio.br, bem como o CEP do HUGG, por meio do telefone (21) 2264-5177
ou do email cephugg@gmail.com, ou no endere¢o Rua Mariz e Barros, n® 775 - 2°
andar (Prédio da Direcao do HUGG), Tijuca, Rio de Janeiro, RJ, nos seguintes

horarios: de segunda a sexta-feira, de 8:30 as 12:00 horas.

9. CONSENTIMENTO
Caso vocé tenha lido e entendido todas as informagbes previamente descritas, e
vocé ESPONTANEAMENTE concorde em participar desse estudo, favor assinar na

linha abaixo.

Nome do(a) Paciente:



Assinatura do(a) Paciente:
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Eu certifico que expliquei a proposta do estudo ao paciente, e parece que ela

entendeu os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

Assinatura do pesquisador:

Nome do(a) testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /
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