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INTRODUGAO: A sindrome metabolica (SMet) é a denominagdo dada a um conjunto de sintomas clinicos,
intimamente relacionados a disfuncbes metabdlicas e & ocorréncia de doencas graves, incluindo doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, doenga hepética gordurosa néo-alcodlica e cancer (Shin et al., 2013). A
condigéo ¢ identificada através da combinagao de dislipidemia, hiperglicemia e aumento da circunferéncia abdominal
e da pressao arterial. Devido a intima conexao entre dislipidemia e resisténcia a insulina, a SMet é frequentemente
associada a obesidade visceral (Engin, 2017), condigdo essa que afeta cerca de 19% da populagdo mundial (Lin & Li,
2021). Ainda n&o ha dados globais quanto a prevaléncia da SMet, porém estima-se que mais de 25% da populacéo
mundial seja afetada com esses distlrbios metabdlicos (Fahed et al., 2022). Apesar da escassez de estudos sobre 0s
efeitos fisiopatolégicos da SMet, evidéncias tém demonstrado que a expans&o do tecido adiposo, por exercer efeitos
adversos no sistema imune, aumenta o risco de doengas infecciosas e o desenvolvimento de reagdes de
hipersensibilidades (Gorgievska-Sukarovska et al., 2008; Versini et al.,2014). No contexto da imunidade inata, por
exemplo, pacientes com SMet apresentam maior porcentagem de mondcitos circulantes do tipo M1, que tém sido
associados a resisténcia a insulina (Jialal et al., 2012a; Jialal et al., 2012b). Apesar de elevados numeros de neutréfilos
e eosindfilos terem sido observados nos pacientes com SMet (Kaur et al., 2013, Liu et al., 2019, Moussa et al., 2019),
o status funcional dessas células ainda n&o foi investigado, nem t&o pouco a relagéo desses granuldcitos com o perfil
de citocinas. Eosindfilos amplificam a produgao de diferentes citocinas pelas células T CD4+ ativadas por mitdgenos
(Harfi et al., 2013; revisto por Gurtner et al., 2023). Esse papel modulador na imunidade especifica deve depender da
capacidade desses granuldcitos em produzirem citocinas, tais como IL-5 e GM-CSF, como também de expressarem
marcadores de ativagao (CD69) e migragdo (CD62L e CCR3) para locais de inflamag&o (Lamkhioued et al., 2003; Bui
et al., 2024). Se a expanséo de subtipos de eosindfilos ativados é observada na SMet, e se sua presenga estd
relacionada a disturbios na rede de adipocinas e citocinas ainda s&o questdes nao investigadas. Ainda, a relagdo
entre a presenca de eosindfilos ativados e meta-inflamacg&o pode estar ligada a dois eventos interligados, elevada
expressao de receptores do tipo toll-4 (TLR-4, do inglés toll-like receptors) associada a translocagdo microbiana
intestinal. De fato, disbiose intestinal tem sido associada a obesidade e a SMet (Carrizales-Sanchez, et al., 2021;
Breton, et al., 2022). Essa perturbagdo no ecossistema intestinal, com incremento de bactérias promotoras de
inflamag&o, pode ser indiretamente inferida através da dosagem plasmatica da proteina que liga o lipopolissacarideo
(LPS), ou LBP (do inglés LPS-binding protein) (Shantaram, et al, 2024; Wang, et al, 2024).
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OBJETIVO: Avaliar a influéncia da SMet na porcentagem de granulécitos e sua relagdo com os niveis plasmaticos de
adipocinas e LPB, bem como no perfil de citocinas circulantes e produzidas pelas células T.

METODOLOGIA: Para o estudo, individuos obesos sem (n=11) e com (n=14) sindrome metabdlica (SMet) foram
recrutados do servigo de endocrinologia e metabologia do HUGG. Um terceiro grupo de 7 individuos, todos eutroficos,
foi selecionado para o estudo. O indice de massa corporea (IMC) foi usado para classificagéo de eutrofia e obesidade,
e os critérios da IDF (International Diabetes Foundation) foram utilizados para identificacdo da sindrome metabdlica.
Foram excluidos pacientes tabagistas, com neoplasias, que possuiam doengas autoimunes, que estavam em uso de
anti-inflamatério/antibitico na ultima semana e pacientes gestantes e lactantes. Esse estudo foi aprovado pelo comité
de ética da HUGG e as amostras dos individuos sé foram coletadas apds a obtengao do consentimento oral e escrito,
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Para obtengéo dos granuldcitos circulantes, 4
mL de sangue periférico foram coletados em tubos com EDTA e submetidos a sele¢do negativa, usando colunas
magnéticas e o kit de purificagdo “EasySep Direct Human Pan-Granulocyte Isolation Kit' (StemCell). Apés a
purificagdo, procedeu-se a marcagao dessas células com anticorpos monoclonais (anti-CD45 — eFluor 506, anti-CD14
— APCeFluor 780, anti-CD66b — APC, anti-CD16 — FITC, anti-CD62L — PERCP-eFluor 710, anti-CD69 - eFluor 450,
anti-CD193 (CCR3) - PE). Apés o tempo de incubagéo e lavagens, as células foram analisadas usando o citdmetro
Attune NxT (Applied Biosystems LifeTech). Para analisar a modulagéo da SMet na produgéo de citocinas por células
T, células mononucleares do sangue periférico foram obtidas apds centrifugagéo do sangue total coletado em tubo de
heparina, previamente diluido em solugao de Hank (1:1, v/v), em gradiente de densidade Ficoll-PAQUE PLUS (Cytiva).
O plasma foi obtido a partir da centrifugagéo do tubo de sangue e congelado para posterior quantificagdo de citocinas,
adipocinas e LBP. As concentraces plasmaticas de adipocinas (leptina e adiponectina) e LBP foram realizadas por
meio da técnica de ELISA, utilizando os kits Leptin ELISA (BD, Pharmingen, San Diego, CA), Adiponectin ELISA (BD,
Pharmingen, San Diego,CA) e Human LBP (InvitroGen, San Diego, CA, USA). Os niveis de diferentes citocinas
circulantes e nos sobrenadantes das culturas foram determinados via Luminex wusando o kit
“Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg Cytokine 18-plex human Panel’ (InvitroGen, San Diego, CA, USA). Todas as anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa de grafico GraphPad Prism vers&o 9.0 para Windows, onde foram
realizados o teste de normalidade nas amostras e os testes seguintes ideais para cada tipo de amostra (paramétrico
e ndo-paramétrico). As correlagdes entre variaveis paramétricas e ndo paramétricas foram investigadas por meio das
correlagbes de Pearson e Spearman, respectivamente. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

RESULTADOS: No presente estudo, individuos com SMet apresentaram maior frequéncia de neutréfilos, com menor
expressdo de CCR3. Esses pacientes apresentaram menor frequéncia de neutréfilos CD69-CD62L- quando
comparado aos individuos eutréficos e obesos. Quanto a porcentagem de eosinéfilos, individuos com SMet
apresentaram menor frequéncia total desse granuléctios, porém com maior porcentagem de eosindfilos que
expressam CCR3, CD69+*CD62L*. Individuos obesos e individuos com SMet apresentaram maiores niveis circulantes
de leptina e menores niveis de adiponectina que os individuos eutréficos. Ainda com relagdo as adipocinas, individuos
com SMet apresentaram menores niveis de adiponectina que os individuos obesos. Individuos com SMet com maiores
frequéncias de eosindfilos CCR3+*, CD69* e CD69*CD62L* apresentavam maiores niveis de leptina e menores niveis
circulantes de adiponectina. Quanto a concentragao plasmatica de citocinas, comparado ao grupo controle, individuos
obesos e com SMet apresentaram maiores niveis circulantes de IL-1B, I1-6, TNF-q, IL-17, GM-CSF e da citocina anti-
inflamatoria IL-10. Ainda, niveis plasmaticos de IFN-y e de IL-5 foram maiores em individuos com SMet que no grupo
controle. O grupo com SMet apresentou maiores niveis plasmaticos de TNF-q, IL-5 e IL-17 que os individuos obesos.
Individuos obesos com maiores niveis circulantes de IL-1f3 e individuos com SMet com maiores niveis plasmaticos de
IL-6, IL-5 e IL-17 eram os que possuiam maiores niveis de leptina. Individuos com SMet com maiores niveis de IL-6
eram 0s que possuem menores niveis de adiponectina. Nos pacientes com SMet, a frequéncia de eosinéfilos CCR3*
e CD69+*CD62L* foi diretamente correlacionada a dosagem plasmatica de IL-6, GM-CSF, IL-5 e IL-17. Células T
ativadas de individuos obesos e com SMet apresentaram maior produgao de IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-5 e IL-13, e menor
producéo de IFN-y e de IL-10 que os individuos eutrdficos. Maior produgéo in vitro de GM-CSF e de IL-17 foi observado
no grupo com SMet se comparado aos eutroficos. As células de individuos com disturbios metabdlicos produziram
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maiores niveis de IL-1B, IL-6, GM-CSF, IL-5 e IL-17 e menor secre¢do de IFN-y que as células de individuos obesos.
Quanto as adipocinas, a produgéo in vitro de IL-6 e IL-17 pelas células T dos individuos com SMet foi diretamente
correlacionada com leptina, mas inversamente correlacionada com adiponectina. Ainda, hiperleptinemia
correlacionou-se positivamente com a produgdo de GM-CSF e IL-5 pelas células T de pacientes com SMet. Individuos
com SMet com maior frequéncia de eosindfilos CCR3* e CD69+*CD62L* foram os que apresentaram maior produgao
de in vitro IL-1B, IL-6, IL-5 e IL-17, e, esses individuos com maior porcentagem de eosindfilos CD69*CD62L* tiveram
maior produgdo de GM-CSF. De forma interessante, individuos com SMet apresentaram maiores niveis circulantes
de LBP que os obesos. Na SMet, LBP correlacionou-se diretamente com a porcentagem de eosinéfilos CCR3*,
CD69*CD62L- ¢ CD69+*CD62L*, assim como com os hiveis circulantes de IL-1B, IL-6 e IL-5 e, in vitro, de IL-5, IL-6 e
IL-17.

CONCLUSOES: No presente estudo, a Sindrome Metabélica favorece a expanséo de eosinéfilos ativados e com
maior habilidade de migrar para sitios inflamatorios. A correlagdo positiva entre esses granulécitos com leptina e
negativa com adiponectina fortalece a ideia de que desequilibrio na producéo de adipocinas que acompanha, muitas
vezes, distirbios metabdlicos, pode ser um dos eventos envolvidos no aumento de eosindfilos ativados com maior
capacidade de migragdo. Esse incremento na fragdo de eosindfilos ativados, associado a maiores niveis circulantes
de LBP em individuos com SMet, pode estar relacionado com translocagdo microbiana, aumento sérico de LPS e
estimulagdo desses granuldcitos, via TLR-4. Apesar de ndo ter sido avaliado a produgdo de citocinas pelos
granulécitos, os resultados sugerem uma maior produgdo de citocinas relacionadas aos fenétipos Th2 e Th17,
observada principalmente no grupo com SMet, e sua correlagdo positiva os niveis plasmaticos de leptina, LBP e
eosindfilos ativados, o que revela uma complexa interagdo multisistémica envolvida na meta-inflamagao e,
consequentemente, resisténcia a insulina. Diante da diversidade funcional dos eosinéfilos, estudos futuros precisam
mapear melhor o papel dessas células na SMet, ja que diversos autores tém sugerido um efeito protetor desse
granulécito no contexto da inflamagéo associada a obesidade.
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