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RESUMO

A obesidade ¢ uma doenca cronica de alta prevaléncia mundial, afetando mais de 700 milhdes
no mundo e mais de 40 milhdes de pessoas no Brasil. Associada ao aumento das alteragdes
metabolicas, a adiposidade excessiva promove o desenvolvimento de um estado de inflamagao
cronica subclinica e de hiperleptinemia sustentada, condigdes que contribuem para a
desregulagdo da homeostase imunolédgica. As células Natural Killer (NK) s3o particularmente
sensiveis a sinais metabolicos, e individuos obesos frequentemente apresentam atividade de
células NK comprometida. Neste estudo, investigamos, in vitro, como a leptina modula a
frequéncia, a ativacao, moléculas efetoras e a sinalizagdo intracelular de células NK coletadas
de adultos normopesos (NP) e obesos (OB). Para isso, as células foram expostas a duas
concentracdes de leptina, 10 nM e 50 nM, mimetizando os niveis fisiologicos e fisiopatoldgicos,
respectivamente. Analises estratificadas por sexo também foram conduzidas, visando avaliar
possiveis efeitos dependentes do dimorfismo sexual. Foi observado que a obesidade induziu a
reducdo das frequéncias de células NK circulantes, especialmente em mulheres, juntamente
com diminui¢do da expressao dos receptores ativadores CD16 e NKp46. Com a exposicao a
leptina, as células NK de doadores obesos apresentaram menor intensidade de granzima B e
redugdo da produgao de IFN-y. A leptina ainda modulou essas respostas de forma dependente
do perfil de adiposidade: enquanto altas concentragdes de leptina (50 nM) aumentaram a
producdo de IFN-y em células NK de individuos normopesos, em células provenientes de
individuos obesos foi observada uma resposta inversa. Apesar disso, ndo foram observadas
diferencas nos niveis de CD107a e TNF-a com o tratamento da leptina. Ao nivel da sinaliza¢ao
intracelular, as células NK de individuos obesos apresentaram redugdo da fosforilagdo de
ERK1/2 e de p38 apds tratamento com leptina, correlacionada com respostas citotoxicas e de
produgdo de IFN-y prejudicadas, respectivamente. Em contraste, a fosforilagdo de mTOR
estava intrinsecamente reduzida nas células NK de doadores obesos, independentemente da
exposi¢ao a leptina. Quanto ao NF-kB, nao foram observadas diferengas apods tratamento.
Analises estratificadas por sexo revelaram maior ativacio de mTOR e maior expressdo de
granzima B em células NK de homens normopesos em comparagdo as mulheres normopesos
com altas concentragdes de leptina, enquanto a supressdo da producao de IFN-y mediada pela
leptina foi mais pronunciada em homens, independentemente do biotipo corporal. Nao foram
observadas modulagdes em outros parametros imunologicos das analises baseadas em sexo. Em
conjunto, esses achados demonstram que a leptina exerce efeitos divergentes sobre as células
NK dependendo do contexto metabdlico e do sexo, contribuindo para o comprometimento
funcional observado na obesidade.

Palavras-chave: citotoxicidade; sinalizagdao; hormdnio; citometria de fluxo.



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease with a high global prevalence, affecting more than 700 million
people worldwide and over 40 million in Brazil. Associated with profound metabolic
alterations, excessive adiposity promotes the development of a state of chronic low-grade
inflammation and sustained hyperleptinemia, conditions that contribute to the dysregulation of
immune homeostasis. Natural Killer (NK) cells are particularly sensitive to metabolic signals,
and obese individuals frequently exhibit impaired NK cell activity. In this study, we
investigated, in vitro, how leptin modulates the frequency, activation, effector molecules, and
intracellular signaling of NK cells from normal-weight (NP) and obese (OB) adults. To this
end, cells were exposed to two concentrations of leptin, 10 nM and 50 nM, mimicking
physiological and pathophysiological levels, respectively. Sex-stratified analyses were also
conducted to evaluate potential effects related to sexual dimorphism. Obesity was found to
reduce the frequency of circulating NK cells, particularly in women, along with decreased
expression of the activating receptors CD16 and NKp46. Upon leptin exposure, NK cells from
obese donors exhibited lower granzyme B intensity and reduced IFN-y production. Leptin
further modulated these responses in an adiposity-dependent manner: whereas high leptin
concentrations (50 nM) increased IFN-y production in NK cells from normal-weight
individuals, an opposite response was observed in cells from obese individuals. Nevertheless,
no differences were observed in CD107a and TNF-a levels following leptin treatment. At the
level of intracellular signaling, NK cells from obese individuals showed reduced
phosphorylation of ERK1/2 and p38 after leptin treatment, correlating with impaired cytotoxic
responses and IFN-y production, respectively. In contrast, mTOR phosphorylation was
intrinsically reduced in NK cells from obese donors, regardless of leptin exposure. Regarding
NF-kB, no differences were observed after treatment. Sex-stratified analyses revealed higher
mTOR activation and greater granzyme B expression in NK cells from normal-weight men
compared with normal-weight women at high leptin concentrations, whereas leptin-mediated
suppression of IFN-y production was more pronounced in men, irrespective of body phenotype.
No modulation was observed in other immunological parameters in the sex-based analyses.
Taken together, these findings demonstrate that leptin exerts divergent effects on NK cells
depending on the metabolic context and sex, contributing to the functional impairment observed
in obesity.

Keywords: cytotoxicity; signaling; hormone; flow cytometry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Vias de atuacdo central da leptina e mecanismos de resisténcia adquirida. ............ 14
Figura 2. Efeitos gerais da leptina sobre células imunologicas. ..........coceveevericneeiicneenennne 22
Figura 3. Efeitos da obesidade em células NK.........cccccoiiiiiiiiiiniiieeeecee e 28
Figura 4. Estratégia de analise utilizada nos dados de citometria de fluxo........c..ccccevcverrnee 33
Figura S. Propor¢ao de células NK nos individuos normopesos € 0besos. ........c.cccveeeevveennenn. 35
Figura 6. Analise do perfil de ativacdo das células NK. .......cccccooiiiiiiiiiinieee 36
Figura 7. Comparagao da capacidade citotoxica em células NK. ........ccccooceeviriiniininincnne. 37
Figura 8. Analise da produg@o de citocinas por células NK.........cccccoceriiniininiiiniininienenne 38
Figura 9. Anélise de MAPKSs nas células NK. ... 40
Figura 10. Analise de mTOR e NF-kB nas células NK. ..........ccccovviininiiniiiiinieceieee 41
Figura 11. Caracteristicas fenotipicas das células NK em homens e mulheres....................... 44

Figura 12. Esquema dos efeitos observados nas células NK..........cc.ccccoviiviiiiniiiiniieciieeee, 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Anticorpos utilizados para a marcagdo dos parametros intracelulares e de superficie.



1
2

6
7

SUMARIO

INTRODUGCAOQ ..uuuninniinniinnscinsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
FUNDAMENTACAQ TEORICA ......cueereereereesressessessessessessessessessesssssesssssssessssessessessens 12
2.1 ODESIAAAE ...ttt ettt e e e e tb e e et e e ebae e e abeeearae e nbeeearaeeraeeans 12
2.2 PN cntvieeiiee ettt ettt e et e ettt e et e e e bt e e e tba e e e abee e tbeeeaaeeesbee e abaeenaree e nbeeenaaeeraeeans 12
2.3 Leptina € 0 sistema iMUNOIOZICO ......ccuvrevieriiieiieiieeieeriie et eteeseeeieesieeereeseneeeeenaee e 15
2.3.1 Leptina como uma adipocina imunomoduladora...........c.ccecveeriririnciieiniieeiiie e, 15
2.3.2 Leptina e IMunidade INAta...........ceeeriiiieriiieeiiee e eieeeeree et e eee e e e saee e eesaaee e 16
2.3.3 Leptina e imunidade adaptativa ...........cccceeeiiieiieiiiienie e 19
2.4 Células NK na obesidade. ........cocueiiiiiiiiiiiiiiiieicee e 22
2.4.1 Biologia funcional das células NK..........c.ccoieriiiiiiiniiiiieieieeeee e 22
2.4.2 Leptina e células NK na obesidade...........ccccuveeviiiiiiiiiiiiecieccee e 25
OBUJETIVOS .uoiiitiiintectisinssicssnssssssissssssssssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 29
311 ODBJEtiVo GETAl......iiiiiiiieiieie et ettt et e 29
3.1.2  ODbjJetivos ESPECIIICOS. ..cciuuiieriiiiiiiieeiieeeiie ettt ettt e e e saae e 29
MATERIAILS E METODOS......couiumreuneensnsensssenssessssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssases 30
4.1 AMOSLTAS CHINMICAS ..eecuviieiiiiieiiiieeiieeeiteeeteeesveeestteesteeeebeeeseseeesseesssseessseeessseeesseessaeenns 30
4.2 T301amento de PBIMCS ......cc.oiiiiiiiiiiieiieeseeee ettt 30
4.3 Marcagao dos Parametros Intracelulares e de Superficie .......cocevviievciieecvieecieeeie, 31
4.4 Aquisi¢ao de Dados por Citometria de FIUXO........ccceeviiiieiiiieiiiecieceee e, 33
4.5 ANAlISES ESTAtISTICAS. ..cuveruieiiiiiiiieieeit ettt 33
RESULTADOS ....cuuitiiinnicseisesssissesssnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssaes 35
5.1 Avaliacao quantitativa dos niveis de células NK.........cccoceeviiiniiiniiiiiieniicieeeeeeee, 35
5.2 Avaliacao do perfil de ativagado e inibigao de células NK .........ccccevveviieiiiiecieecieeee, 35
5.3 Avaliacdo da capacidade citotoxica de células NK .........cccocceieiiiiiiiiiieniiiiieieeeee, 36
5.4 Avaliacao da produgdo de citocinas por células NK .........ccccooiiiiiiiiiiiniiiiieeeeee, 37
5.5 Avaliacao das moléculas p38 e ERK1/2 nas células NK...........cccovviviiiiniiiiniieiieeee 39
5.6 Avaliacdo de mTOR e NF-kB em células NK...........cccccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieceecieee e 40
5.7 Diferengas na expressao dos marcadores entre voluntarios do sexo masculino e feminino
....................................................................................................................................... 43
DISCUSSAOQ ..ouuininciscnssinsssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45
CONCLUSAD ..ccuuincnninssincnsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 53

o
REFERENCIAS ....uuiiiinieninnennnnnnninnessesnessssssesssssssessesssessssssessassssssssssssssssssesssssasssassaes 55



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma condi¢cdo de satde complexa e multifatorial que se tornou uma
epidemia global. Até 2022, 159 milhdes de criancas e adolescentes e 879 milhdes de adultos
viviam com obesidade, somando mais de um bilhdo de pessoas afetadas por essa doenga (Phelps
et al.,2024). Em 2025, a estimativa é de que 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam
acima do peso, sendo 700 milhdes de individuos com obesidade (ABESO, 2023). No Brasil,
aproximadamente 60% dos adultos brasileiros ja tém excesso de peso, o que representa cerca
de 96 milhdes de pessoas, € 1 em cada 4 tem obesidade, num total de mais de 41 milhdes de
pessoas (BRASIL, 2022). A obesidade ¢ uma doenca cronica associada a multiplas
complicacdes e depende ndo s6 de fatores genéticos e fisioldgicos, mas também de variaveis
culturais, sociais e psicologicas, associadas a quantidade e a qualidade da alimentagdo.

Um dos principais fatores fisiologicos envolvidos na regulagdo do peso corporal sdo os
componentes hormonais (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Dentre eles, destaca-se a leptina, um
hormonio produzido majoritariamente por adipocitos. A leptina desempenha um papel crucial
na regulacdo metabdlica e da ingestdo alimentar, enviando sinais de saciedade aos niicleos
hipotalamicos do cérebro. No entanto, em pessoas obesas, apesar dos altos niveis de leptina, o
cérebro parece perder a sensibilidade a esses sinais, um fenomeno conhecido como resisténcia
central a leptina (Obradovic ef al., 2021). Apesar de individuos obesos tenderem a desenvolver
um quadro de resisténcia a esse hormoénio, as células do sistema imunoldgico continuam
responsivas, e contribuem para as complicacdes associadas ao sobrepeso e obesidade (Souza-
Almeida et al., 2021). Além disso, a regulagdo metabolica apresenta dimorfismo sexual, e
diferengas hormonais podem influenciar tanto a composi¢ao corporal, alterando os niveis de
leptina, quanto a resposta imune (Montes-de-Oca-Garcia et al., 2023). Alteracdes em diversos
componentes do sistema imunologico t€ém sido descritas em decorréncia desses fatores
metabolicos e hormonais, incluindo modificagdes na fungdo das células NK (natural killer)
(Béhr et al., 2020; Shaikh et al., 2023).

As células NK sdo um tipo de célula do sistema imunoldgico que desempenha um papel
importante na defesa do corpo contra infec¢des e canceres. Pesquisas recentes sugerem que a
obesidade pode afetar a funcao efetora das células NK, embora os mecanismos exatos ainda
ndo sejam completamente compreendidos (Bahr et al., 2020). Portanto, a compreensdo das
interagdes imunoenddcrinas na obesidade ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de prevengao e tratamento da obesidade e de suas consequéncias. Diante das questoes

abordadas, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos
11
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imunomodulatorios da leptina sobre as células NK no contexto da obesidade.
2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Obesidade

Doengas cronicas ndo transmissiveis (DNTs), como doengas cardiovasculares, cancer e
diabetes mellitus, respondem por mais de 70% das mortes precoces em todo o mundo, tornando-
se assim a principal causa de mortalidade e incapacidade prematura (BRASIL, 2022). A
obesidade, um dos principais fatores de risco para as DNTs, estd associada a uma diminui¢ao
da expectativa de vida, estimando-se uma perda de 5 a 20 anos, dependendo da gravidade da
condi¢do e de comorbidades. A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) define obesidade como
acumulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saude e é diagnosticada com um IMC >
30 kg/m? (BRASIL, 2025).

Individuos obesos tém um risco aumentado de desenvolver varias complicagdes de saude
que contribuem para a morte prematura, incluindo sindrome metabolica, diabetes tipo 2,
problemas respiratorios como apneia do sono, doengas cardiovasculares como aterosclerose e
infarto, e diferentes tipos de cancer (Keramat et al., 2021). Além dos impactos fisicos, a
obesidade também afeta negativamente a fungdo psicoldgica e cognitiva dos individuos,
contribuindo para problemas de humor e declinio cognitivo (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

Esses fatores sdo fortemente influenciados pelo desbalango de diferentes hormdnios
regulados por nutrientes que modulam o metabolismo energético (Batty ef al., 2021). Varios
desses hormonios tém fungdes pleiotropicas, dentre eles, os de maior destaque incluem a
leptina, insulina, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) e o peptideo
semelhante a glucagon 1 (GLP1) (De Candia ef al., 2021). Do ponto de vista metabdlico, a
obesidade estd associada principalmente a resisténcia a insulina, a hipertensdo e a
hipercolesterolemia. O aumento da adiposidade também estd associado a desregulagdo do
metabolismo de acidos graxos poli-insaturados (Boden, 2008). Além disso, a alta concentragao
de oxilipinas sintetizadas a partir da oxidagdo desses compostos lipidicos tem uma relagdo
intima com os desfechos inflamatérios sist€émicos, tornando-se um fator relevante para o

desenvolvimento de doengas cronicas (Misheva; Johnson; McCullagh, 2022).
2.2 Leptina

Até a descoberta da leptina em 1994, o tecido adiposo branco (WAT) era considerado
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apenas um tecido de armazenamento de energia (Zhang et al., 1994). Na tltima década, o WAT
foi reconhecido como um tecido altamente ativo e uma fonte inesperada de peptideos bioativos,
denominados adipocinas (Coelho; Oliveira; Fernandes, 2013). A leptina ¢ produzida
principalmente por adipécitos e, em condi¢cdes fisiologicas, seus niveis circulantes
correlacionam-se positivamente com a massa de WAT. Além disso, a leptina ¢ considerada uma
adipocina pro-inflamatéria, pois parece contribuir para um estado geral pro-inflamatério de
baixo grau em pessoas com sobrepeso e obesidade (Pérez-Pérez et al., 2020).

A leptina é um peptideo nao glicosilado de 16 kDa codificado pelo gene LEP (o
homologo humano do gene Lep murino, também conhecido como ob) e exerce suas agdes
bioldgicas ligando-se ao seu receptor (LepR), que pertence a superfamilia de receptores de
citocinas da classe I. Existem varias isoformas do receptor: uma isoforma soluvel (ObRe),
isoforma com dominios citoplasmaticos curtos (ObRa) e uma isoforma longa (ObRb), que ¢
encontrada em quase todos os tecidos e parece ser a Unica capaz de transduzir completamente
o sinal da leptina (Gorska et al., 2010). Semelhante a outros receptores de citocinas de classe I,
a forma longa do LepR transmite sinais intracelulares através da via de sinalizagdo da Janus
quinase (JAK) e STATs (Saxton et al., 2023).

A injecdo intracerebroventricular de leptina em camundongos deficientes em leptina
(Lep°°®) provoca uma resposta tdo robusta quanto a entrega periférica do hormonio em animais
selvagens, evidenciando que a leptina age principalmente através do cérebro (Hwa et al., 1996).
O LepRb nao ¢ expresso uniformemente em todo o cérebro, mas € encontrado principalmente
em subpopulacdes de neurdnios em areas especificas do hipotalamo, mesencéfalo e tronco
cerebral (Myers et al., 2009). Camundongos deficientes no LepRb, especificamente nos
neuronios hipotalamicos que expressam NK2 homeobox 1 (Nkx2.1), também conhecido como
fator de transcricdo da tireoide 1, exibem fenotipos semelhantes aos dos camundongos
geneticamente modificados LepR%®®, revelando que a acdo da leptina nos neurdnios
hipotalamicos LepRb ¢ crucial para a acao da leptina (Ring; Zeltser, 2010).

O nucleo arqueado (ARC) estd localizado lateralmente a base do terceiro ventriculo
cerebral no hipotdlamo médio e superior a eminéncia mediana, tornando-o mais rapidamente
acessivel a fatores circulantes do que areas encefalicas mais profundas (Fong; Zheng; Kurrasch,
2023). Embora outros tipos de neurénios do ARC contenham LepRb, duas populagdes
proeminentes de neurdnios do ARC expressam LepRb: 1) neuronios do ARC lateral que contém
pro-opiomelanocortina (POMC) e 2) neurdnios do ARC medial que expressam peptideo

relacionado ao agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY), juntamente com mediadores da
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sinalizagdo inibitoria de 4cido gama-aminobutirico (GABA). A leptina ativa os neurdnios
POMC, que produzem o hormonio estimulador de melandcitos-y (a-MSH); o a-MSH, por sua
vez, ativa o receptor melanocortina-4 (MC4R) em neurdnios subsequentes, promovendo
saciedade e aumentando o gasto energético. Por outro lado, a leptina inibe os neurdnios AgRP,
que promovem a alimentagdo e suprimem o uso de energia (Flak; Myers, 2016).

Na obesidade, esses mecanismos centrais de regulacdo do apetite sdo falhos, devido a
um processo de resisténcia a leptina (Figura 1). Esta resisténcia ¢ caracterizada pela diminuigao
da capacidade do sistema nervoso central em responder aos sinais de leptina, levando a uma
ingestdo continua de alimentos e ao aumento da massa corporal (Gruzdeva et al., 2019). A
resisténcia a leptina pode ser influenciada por varios fatores, como o processo de
neuroinflama¢do cronica, que leva a um aumento na expressao de SOCS3 (supressor da
sinaliza¢do de citocinas 3), uma proteina que se liga ao LepR e inibe a via de sinalizacao
JAK2/STAT3, inibindo a transdug¢ao do sinal (Mori et al., 2004; Yang et al., 2012). Além disso,
o aumento da expressao da PTP1B (proteina tirosina fosfatase 1B) nos neuronios do hipotalamo
também contribui para a dessensibilizagao do sinal de leptina ao desfosforilar a JAK2 (Krishnan
et al., 2018; White et al., 2009). Esses mecanismos resultam em uma incapacidade de reduzir
0 apetite e aumentar o gasto energético, perpetuando o ciclo de ganho de peso (Gruzdeva et al.,

2019; Izquierdo et al., 2019).

Figura 1. Vias de atuacdo central da leptina e mecanismos de resisténcia adquirida.
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Legenda: Adaptado de Andrade et al. 2025. Regulagdo do apetite mediada pela leptina e resisténcia a leptina. A
regulacdo neural do apetite e do gasto energético pela leptina envolve vias no hipotalamo, incluindo o nucleo
arqueado (ARC), o hipotdlamo dorsomedial (DMH), o nucleo ventromedial do hipotadlamo (VMH), o ntcleo
paraventricular (PVN) e o ntcleo do trato solitario (NTS). A leptina inibe os neurdnios orexigénicos NPY/AgRP
e estimula os neurdnios anorexigénicos POMC/CART, reduzindo a ingestdo alimentar. Na obesidade, diferentes
mecanismos podem induzir resisténcia a leptina, como aqueles envolvendo PTP1B e SOCS3, que interrompem a
via JAK2/STAT3, e PKC-6, que prejudica a via PI3K. A sinalizag@o das catecolaminas no tecido adiposo branco
(WAT) também ¢é comprometida na obesidade, levando a resisténcia a lipdlise induzida por catecolaminas, apesar
do aumento da taxa basal de lipolise. NPY/AgRP — neuropeptideo Y/peptideo relacionado a agouti;
POMC/CART — pro-opiomelanocortina/transcrito regulado por cocaina e anfetamina; a-MSH — hormoénio o-
estimulador de melanocitos; 3V — terceiro ventriculo, ME — eminéncia mediana; PI3K — fosfatidilinositol 3-
quinase; STAT3 — transdutor e ativador de transcrigdo 3; PTP1B — proteina tirosina fosfatase 1B; SOCS3 —
supressor da sinalizagdo de citocinas 3; PKC-6 — proteina quinase C — teta; cAMP — adenosina monofosfato
ciclico; PKA — proteina quinase A; HSL — lipase horménio-sensivel.

2.3 Leptina e o sistema imunoldgico

Devido a sua agdo reguladora do metabolismo, a leptina atua ndo apenas sobre
mecanismos neuroendocrinos, mas também sobre a dindmica de respostas imunoldgicas inatas
e adaptativas (Abella ef al., 2017). Seus efeitos imunomoduladores sdo exercidos por meio da
ativagdo do receptor da leptina (LepR) expresso em diferentes populagdes celulares,
impactando processos como sobrevivéncia, ativagdo, diferenciacdo e metabolismo celular.
Nesta secdo, sdo abordados os principais mecanismos pelos quais a leptina modula células do
sistema imunolégico, com énfase em seu papel como adipocina fisioldgica e em contextos

fisiopatologicos.

2.3.1 Leptina como uma adipocina imunomoduladora

Inicialmente, humanos com mutagdes nos genes que codificam a leptina ou o seu receptor
foram identificados com imunodeficiéncia, especialmente em células T CD4", o que aumenta
o risco de infecgdes intracelulares. No caso de deficiéncia de leptina, tanto o metabolismo
sistémico quanto a imunidade foram normalizados ap6s o tratamento com leptina recombinante
(Martin-Romero et al., 2000; Montague et al., 1997; Ozata; Ozdemir; Licinio, 1999). Esses
achados em humanos foram posteriormente confirmados em modelos de camundongos.
Animais nocautes para o receptor de leptina (Lep®®®) desenvolveram atrofia timica (Haynes et
al., 2006) e animais nocaute para a leptina (Lep°”°?) tenderam a se tornarem imunodeficientes
por apresentarem respostas de células B e T comprometidas em diversos modelos, como na
artrite autoimune experimental e encefalomielite autoimune experimental (Busso et al., 2002;
De Rosa et al., 2006).

Certas adipocinas podem potencializar processos de inflamacdo e, nesse contexto, a
15



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

modulagdo da imunidade inata pela leptina tem sido amplamente estabelecida na literatura
cientifica. A leptina pode agir em diferentes células imunes, modulando a ativacdo de
mondcitos/macrofagos e células NK, induzindo a quimiotaxia de neutrofilos e a degranulagdo

de basofilos, entre outras fungdes (Naylor; Petri, 2016).
2.3.2 Leptina e imunidade inata

Os macréfagos representam o principal modelo celular para o estudo dos efeitos de
diferentes adipocinas, incluindo a leptina, devido a sua ampla distribui¢ao nos tecidos e a sua
funcdo central como integradores de sinais metabdlicos, inflamatdrios € ambientais. Tanto as
isoformas longas quanto as curtas do LepR sdo expressas em macréfagos de camundongos e
humanos (Tsiotra et al., 2000). Nesse contexto, a sinalizagdo da leptina engaja a ativacdo dos
complexos mTORC1 e mTORC2, modulando diretamente a reprogramagdo metabdlica
(Monteiro et al., 2019). Essas vias de sinalizagdo desempenham papéis complementares na
regulagdo da polarizagdo e das fungdes efetoras dos macrofagos (Fedor; Bryniarski; Nazimek,
2025). A ativagao de mTORCI esté associada a diferenciagao para o fenotipo pro-inflamatorio,
promovendo maior atividade glicolitica e producdo de citocinas pro-inflamatorias (Haloul ez
al.,2019; Wang et al., 2020), enquanto mTORC?2 ¢é importante para a polarizagao do perfil de
reparo tecidual induzido por IL-4 e M-CSF, atuando sobre o eixo Akt/IRF4 e favorecendo
metabolismo oxidativo e fungdes de reparo tecidual (Hallowell et al., 2017; Huang et al., 2016).
No entanto, a atividade de mTORC]1 também pode atuar na polarizacdo para um perfil de
reparo, regulando PPARYy, PGCla e a oxidacao de acidos graxos em resposta a [L-4 e IL-13, o
que reflete sua capacidade de integrar diferentes sinais metabolicos e de citocinas (Appari;
Channon; McNeill, 2018; Paschoal et al., 2018).

Em modelos de ativagdo com LPS, o tratamento com leptina induz um aumento
significativo na producdo de TNF-a, indicando um papel coestimulador na resposta
inflamatoria cldssica (Shen et al, 2005). Além disso, a leptina potencializa a capacidade
fagocitica dos macréfagos e monocitos, sugerindo sua atuagdo nao apenas como modulador
inflamatdrio, mas também como regulador da funcao efetora dessas células (Mancuso ef al.,
2002). Em macrofagos humanos, a leptina aumenta a expressao de ligantes de quimiocinas do
tipo CC (CCLs) por meio da ativacdo da via canonica JAK2/STAT3, contribuindo para o
recrutamento celular e exacerbando a resposta inflamatoria induzida por LPS (Kiguchi ef al.,
2009; Sanchez-Margalet et al., 2010). Ainda que os mecanismos especificos pelos quais a

leptina modula o metabolismo de macrofagos nao estejam completamente elucidados, estudos
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transcriptdmicos em modelos ndo mamiferos demonstram que a leptina regula a expressao de
enzimas glicoliticas, como PFKFB3 e GAPDH, além de induzir HIF-1a, um fator central na
resposta inflamatoria e descrito em células tumorais (Calgani ef al., 2016; Douros et al., 2018).
Em macrofagos associados a tumores (TAMs), a leptina também pode promover a
polarizagdo de macréfagos para o fenotipo de reparo/imunossupressao, facilitando a progressao
tumoral através da secrecdo de citocinas como IL-8 e IL-18, que estimulam a migracdo e
invasao tumoral (Cao ef al., 2016; Li et al., 2016). Foi demonstrado que células de cancer de
vesicula biliar secretam exossomos ricos em leptina que potencializam o feno6tipo pro-tumoral
dos TAMs via STAT3 (Zhao et al., 2022). Mecanisticamente, a sinaliza¢do da leptina ativa
diferentes vias downstream, como p38 MAPK, ERK1/2 e NF-«B, resultando em aumento da
expressao de citocinas pro-metastaticas e recrutamento de mondcitos via CCL2 (Cao et al.,
2016). O silenciamento do LepR em células tumorais reduz significativamente o recrutamento
de macréfagos e modula o perfil de expressdo de citocinas, diminuindo marcadores
imunossupressores como PD-L1/PD-1 e arginase 1, além de aumentar a atividade fagocitica
dos macrofagos (Gelsomino et al., 2020).
Outra populagao celular de grande relevancia na regulagdo da resposta imune, cuja fungao
também ¢ modulada pela leptina, ¢ a de células dendriticas (DCs). Evidéncias iniciais do
envolvimento da leptina na biologia dessas células surgiram a partir de estudos em modelos

murinos deficientes em leptina. Embora as DCs derivadas de animais Lep®®°°

apresentassem
um fendtipo aparentemente preservado, essas células demonstraram menor capacidade de
induzir proliferacao alogénica de linfocitos T, indicando prejuizo funcional na apresentagdo de
antigenos (Macia et al., 2006). Além disso, esses animais exibiam redugdo significativa no
numero de células dendriticas epidérmicas, particularmente das células de Langerhans, efeito
que foi revertido pela administragdo exogena de leptina, sugerindo um papel da leptina na
manutengdo ou homeostase dessas populagdes celulares (Lam et al., 2006; Macia et al., 2006).

A leptina, portanto, atua como um fator de ativacdo e sobrevivéncia para as células
dendriticas, através de modulacdes metabolicas (Bai et al., 2021; Mattioli et al., 2005). Um
estudo avaliou a medula 6ssea de camundongos deficientes em LepR e foi visto um baixo
nimero de células dendriticas e uma regulacdo negativa da atividade das vias da PI3K, RAC
serina/treonina-proteina quinase (AKT) e STAT3 nessas células (Lam et al., 2006). Além disso,
a leptina melhora a migracao de células dendriticas imaturas e sua responsividade quimiotatica,
direcionando-as para uma resposta imune Th1 (Mattioli et al., 2005).

Os neutrofilos representam uma das populagdes da imunidade inata mais estudadas
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quanto a resposta a leptina. Nessas células, foi demonstrada a expressao predominante da forma
curta do receptor da leptina, a qual carece do dominio necessario para a ativagao da via classica
JAK-STAT, sugerindo que a sinalizac¢do leptinica em neutrdfilos ocorre por mecanismos nao
canonicos (Zarkesh-Esfahani et al., 2004). Funcionalmente, a leptina atua como um fator de
sobrevivéncia para neutréfilos, inibindo a apoptose e prolongando sua permanéncia nos sitios
inflamatorios (Bruno et al., 2005). Além disso, a leptina exerce efeito quimiotatico direto sobre
neutrofilos em condigdes fisioldgicas, promovendo sua migragdo em modelos in vitro € in vivo
(Ubags et al., 2014).

Estudos realizados com neutréfilos derivados da medula 6ssea de camundongos do tipo
selvagem demonstraram migragdo direcionada em resposta a leptina, enquanto neutrofilos
provenientes de animais portadores da variante do receptor da leptina Q223R apresentaram
quimiotaxia significativamente reduzida, refor¢ando a dependéncia da integridade do receptor
para essa resposta (Naylor et al., 2014; Ubags et al., 2014). Esses achados indicam que, apesar
das limitagdes diretas na sinalizacdo candnica, a leptina exerce efeitos funcionais relevantes
sobre neutréfilos, modulando sua sobrevivéncia e recrutamento durante respostas inflamatorias.

No contexto da obesidade, modelos experimentais indicam que a resposta inflamatoria
envolvendo neutrofilos é exacerbada e prolongada (Shantaram et al., 2024). Em um modelo
murino de inflamagao das vias aéreas, animais obesos apresentaram niveis elevados de leptina
circulante, aumento do infiltrado neutrofilico pulmonar e maior expressdo de citocinas
inflamatorias, associadas a respostas Th1/Th17. Esses efeitos foram dependentes da sinalizagao
do LepR, uma vez que o seu bloqueio farmacologico ou sua deficiéncia genética atenuou
significativamente a inflamacdo e o recrutamento de neutrofilos. Mecanisticamente, a leptina
potencializou a polarizagao de macrofagos para o fenotipo M1 por meio da ativagao das vias
INK, STAT3 e AKT, promovendo maior producao de CXCL2 e, consequentemente, o
recrutamento dos neutréfilos (Wang; Wan; Hu, 2023).

Os eosinofilos e basofilos humanos também expressam as formas longa e curta do LepR
na superficie celular. O tratamento com a leptina recombinante in vitro reduz apoptose dos
eosinoéfilos, implicando que a leptina pode atuar como fator de ativagdo e sobrevivéncia para
essas células (Conus; Bruno; Simon, 2005). Além disso, a leptina é capaz de potencializar
varios processos nos eosinodfilos, incluindo migra¢do quimiotatica, expressao de moléculas de
adesdo na superficie celular e produ¢do de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias (Amorim
et al., 2020). A expressao do LepR em bas6filos humanos pode ser aumentada por IL-33, e

esses respondem diretamente a leptina com aumento da migragdo celular, maior sobrevida e
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elevacao de moléculas de ativagdo. Além disso, a leptina exerce efeito de priming sobre a
degranulacao mediada por FceRI e induz a producao de citocinas associadas a respostas Th2,
sugerindo que a sinalizagdo do LepR em basoéfilos pode contribuir para a exacerbagdo da
inflamacao alérgica, especialmente em contextos de obesidade (Suzukawa et al., 2011).

Os mastocitos também respondem a leptina e desempenham papel modulador na

inflamagdo, particularmente no tecido adiposo. Em camundongos Lep®®°

, observa-se reducao
da frequéncia de mastocitos no tecido adiposo, sugerindo envolvimento da leptina na
homeostase local dessas células (Altintas et al., 2012). Além disso, a leptina influencia a
comunicag¢do entre mastocitos e macrofagos, favorecendo um perfil pré-inflamatorio (M 1-like),
caracterizado pelo aumento da producdo de IFN-y e pela inibi¢do de marcadores associados ao
fenotipo anti-inflamatério, como arginase-1 e IL-10 (Zhou ef al., 2015). Esses efeitos
contribuem para o estabelecimento e a manutengao do estado inflamatério do tecido adiposo na
obesidade, no qual os mastocitos também participam do remodelamento tecidual por meio da

secrecao de mediadores inflamatdrios e fatores pro-angiogénicos (Elieh Ali Komi; Shafaghat;

Christian, 2020).

2.3.3 Leptina e imunidade adaptativa

As interagdes entre leptina € o sistema imunologico tém sido bastante exploradas no
contexto da imunidade adaptativa, especialmente nos linfocitos T CD4". A leptina esta
envolvida em diferentes etapas do desenvolvimento dessas células, e a sua deficiéncia ¢
associada a atrofia timica e a reducdo do nimero de linfécitos T circulantes (Gruver;
Ventevogel; Sempowski, 2009; Orlova; Loginova; Shirshev, 2023; Saucillo et al., 2013). O
LepR ¢ expresso em timocitos CD4'CDS8™ (duplo-negativos), CD4°CDS8" (duplo-positivos) e
CD4"°CDS8" (simples-positivos), porém sua expressdo ndo ¢ detectada em timocitos CD8"
simples-positivos (Kim et al., 2010). De maneira consistente, a administragdo de leptina em
camundongos mutantes ob/ob é capaz de restaurar o desenvolvimento de linfocitos T CD4",
sem impactar a diferenciacdo de células T CD8" (Kim et al., 2010).

Nos linfocitos T CD4", a leptina favorece respostas adaptativas pro-inflamatorias.
Linfécitos T auxiliares expostos a leptina apresentam aumento na producdo de citocinas
associadas ao perfil Th1, como IFN-y e IL-2, concomitante a reducado de IL-4, caracteristica de
respostas Th2 (Batra ef al., 2010). Esses efeitos sdo mediados pela ativagdo do LepR, cuja
ligagdo ao ligante induz sua dimerizacdo e subsequente ativagdo da quinase associada JAK2,

desencadeando cascatas de fosforilagdo que engajam vias como PI3K/Akt, mTOR e p38
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(Allison; Myers, 2014).

Em estados de jejum prolongado, nos quais os niveis circulantes de leptina estdao
reduzidos, observa-se diminui¢do da frequéncia de células Th17 e aumento relativo de células
Treg, efeito que € revertido pela reposicao de leptina (Liu et al., 2012; Saucillo et al., 2013). De
forma consistente, camundongos com delecdo especifica do LepR em linfocitos T apresentam
reducdo de células Th17 e expansdo de Treg, evidenciando que a sinalizacao da leptina ¢ critica
para a geracdo ¢ manutencao de respostas Th17 pro-inflamatdrias (Reis et al., 2015). Nesse
contexto, a via do mTOR desempenha papel central, uma vez que sua ativagao sustentada pela
leptina inibe a diferenciagdo de Tregs; assim, a liberagdo excessiva de leptina leva a
hiperestimulagdo de mTOR e ao bloqueio do programa regulatorio dessas células (Procaccini
etal.,2010; Volta et al., 2020).

Além disso, a leptina atua na reprogramag¢ao metabolica dos linfécitos T, aumentando a
captacao de glicose e a atividade glicolitica em linfocitos T efetores, o que, portanto, sustenta
a producao de citocinas inflamatorias. Em contraste, camundongos db/db ou submetidos ao
jejum apresentam linfocitos T CD4" com menor expressio do transportador de glicose GLUTI,
redugdo da glicdlise e comprometimento da respiracdo celular, alteragdes que sdo revertidas
pela administrag@o de leptina (Gerriets et al., 2016).

No contexto patoldgico, a hiperleptinemia cronica contribui para o estabelecimento e a
manuten¢do da inflamagdo sist€émica. Por meio da modulacao das suas vias de sinalizacdo, a
leptina influencia a suscetibilidade a diversas doencas inflamatdrias e metabdlicas (La Cava,
2017). Na obesidade, o excesso de leptina sustenta a ativacao de linfocitos T inflamatodrios que
participam do desenvolvimento da resisténcia a insulina, uma vez que a deplecdo de
componentes da resposta imune adaptativa e inata, como linfocitos T ¢ macrofagos, melhora a
sensibilidade insulinica em modelos experimentais de obesidade (Kiernan et al., 2023).
Adicionalmente, a ativagdo cronica das vias mTOR e p38 tem sido associada a resisténcia
apoptotica e ao aumento proliferativo em diferentes tipos celulares, incluindo neutréfilos e
células epiteliais, contribuindo para a persisténcia do estado inflamatorio (Fazolini et al., 2015).

De modo semelhante, em doengas autoimunes, niveis elevados de leptina agravam a
patogénese. Camundongos deficientes em leptina (ob/ob) ou tratados com anticorpos
neutralizantes anti-leptina sdo protegidos contra a encefalomielite autoimune experimental
(EAE), modelo murino de esclerose multipla, e apresentam expansdo de Treg. A administragao
exdgena de leptina, por sua vez, € capaz de restaurar a suscetibilidade a doenca (De Rosa ef al.,

2006; Gerriets et al., 2016; Matarese et al., 2005).
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A leptina também interfere nos linfocitos B, afetando seu desenvolvimento e fungdo. Em
camundongos, a leptina ¢ necessaria para a formagao adequada de células pré-B e imaturas na
medula 6ssea, uma vez que animais ob/ob ou submetidos ao jejum prolongado apresentam
reducdo dessas populagdes, a qual € revertida pela reposi¢ao de leptina (Tanaka et al., 2011).
Na periferia, a leptina promove a sobrevivéncia dos linfocitos B ao aumentar a expressao de
proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2, e reduzir a expressdo de mediadores pro-apoptoticos,
como Bax e Bim, diminuindo a apoptose e favorecendo a progressao do ciclo celular.
Consequentemente, camundongos db/db exibem aumento da apoptose em linfocitos B e
reducdo da produgdo de IgM por plasmécitos, evidenciando o papel da leptina na manutencao
da homeostase das células B e das respostas humorais efetoras (Lam et al., 2010).

Funcionalmente, a leptina também polariza os linfocitos B para um perfil inflamatorio.
Linfocitos B humanos tratados in vitro com leptina produzem quantidades elevadas de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-6 ¢ TNF-a, além de IL-10, por meio da ativagdo das vias p38 e
ERK, e apresentam aumento na expressao do receptor de reconhecimento de padroes TLR4
(Agrawal et al., 2011; Frasca et al., 2019). Paradoxalmente, apesar do aumento do estado
inflamatorio, essas células exibem redugdo na troca de isotipo de IgM para IgG, resultando em
menor produ¢do de IgG especifica (Frasca et al., 2019). Em modelos de doengas autoimunes,
niveis elevados de leptina favorecem respostas autorreativas de células B. Em um modelo
murino de lapus eritematoso sistémico (LES), por exemplo, a hipoleptinemia induzida por
jejum reduz a producao de autoanticorpos e promove a expansao de Treg, efeitos revertidos
pela administragdo de leptina (Lourengo et al., 2016). Assim, embora a leptina seja essencial
para a manutencao da populacgdo e da ativagdo de linfocitos B, seu excesso pode desviar essas
células para um perfil pré-inflamatério e potencialmente autorreativo, contribuindo para a

exacerbagdo de doengas inflamatorias cronicas.
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Figura 2. Efeitos gerais da leptina sobre c¢lulas imunologicas.
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Legenda: Criado no Biorender. 2026. Representacdo esquematica dos efeitos da leptina sobre células da imunidade
inata e adaptativa. Na imunidade inata (quadro esquerdo), a leptina modula a sobrevivéncia, migracdo,
quimiotaxia, fagocitose, produg@o de citocinas e a polarizagdo funcional de macrofagos. Na imunidade adaptativa
(quadro direito), favorece a ativagao e proliferagdo de linfocitos T efetores, com inibigdo da expansdo de células

T reguladoras, além de promover a sobrevivéncia e ativagdo funcional de linfocitos B.

2.4 Células NK na obesidade

A obesidade, uma condi¢ao que estimulou a pesquisa sobre adipocinas, tem sido
considerada um fator de risco relevante para o desenvolvimento de diversas disfungdes
imunoldgicas (Shaikh et al., 2023). Com o entendimento sobre a a¢do da leptina em diferentes
células imunoldgicas, foi possivel demonstrar que os niveis sist€émicos elevados desse
hormonio na obesidade induzida pela dieta promovem diretamente uma inflamagdo cronica
subclinica associada a um remodelamento metabolico, o que pode gerar perfis disfuncionais em

componentes imunoldgicos, incluindo as células NK (Thomas et al., 2021).

2.4.1 Biologia funcional das células NK

As células NK sdo componentes inatos de origem linfoide com principal atividade
citotoxica, que apresentam papéis importantes nas respostas a infecgdes virais e tumores
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(Bjorkstrom; Strunz; Ljunggren, 2021; Cozar et al., 2021). Essas células exibem elevada
heterogeneidade e podem ser classificadas em trés principais subpopulagdes efetoras: NK 1, que
apresenta predominantemente um perfil citotoxico; NK2, caracterizadas pela produgdo de
citocinas e elevada capacidade proliferativa; e NK3, associadas a fun¢des adaptativas e papéis
imunomoduladores (Rebuffet e al., 2024). Embora essas subpopulagdes representem as
principais fontes de atividade das células NK, fenotipos do tipo memoria também tém sido
descritos, sendo induzidos por citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18 (Foltz et al., 2024; Gang et
al., 2020; Kar; Joosten, 2020).

O microambiente local de cada tecido contribui para a defini¢do das caracteristicas
fenotipicas e funcionais especificas dessas células, resultando em distribui¢des distintas de
subpopulagdes de células NK residentes em tecidos (Haugsteyl et al., 2023). Em humanos, as
células NK sdo classicamente divididas em duas subpopulagdes principais: células NK CD564™
CD16", que sdo funcionalmente maduras, apresentam maior potencial citotoxico e representam
a maior fragdo da populagdo circulante; e células NK CD56¢" CD16~, predominantemente
produtoras de citocinas. Em determinadas doencas cronicas, incluindo a obesidade, as respostas
funcionais das células NK encontram-se frequentemente comprometidas (Béhr et al., 2020).
Observa-se, ainda, maior acimulo de células NK no tecido adiposo visceral (VAT) em
comparagdo ao tecido adiposo subcutineo (SAT) em individuos obesos, sendo o VAT mais
associado a presenca de células imunes pro-inflamatoérias e a um risco aumentado de
desenvolvimento de distirbios metabdlicos (Wensveen et al., 2015).

As células NK apresentam uma série de receptores de ativagao e inibicao que regulam
sua fungdo efetora. Entre esses receptores, destacam-se dois principais tipos de receptores
inibitorios presentes que reconhecem moléculas de HLA: Killer Immunoglobulin-Like Receptor
(KIR), que reconhecem os alelos HLA-A, HLA-B e HLA-C, e o NK group 2 member A
(NKG2A), um heterodimero que reconhece o HLA-E (Sivori ef al., 2019). Tanto o NKG2A
quanto os KIRs possuem caudas citoplasmaticas longas que cont€ém motivos inibitorios de
tirosina (ITIMs) em tandem. Esses ITIMs sdo fosforilados quando ocorre a ligacdo dos
receptores, o que resulta no recrutamento de tirosina fosfatases, que, por sua vez, inibem a
ativacao das células NK (Kumar, 2018).

Quando as NK entram em contato com células que apresentam uma reducdo na
expressao de HLA, comumente observada como mecanismo de evasao viral ou tumoral, ocorre
a interrupcdo do estado inibitorio. Esse desequilibrio de sinalizagdo induz sua ativacao,

permitindo que exercam suas fungdes citotoxicas e de producao de citocinas pro-inflamatorias
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(Bjorkstrom; Strunz; Ljunggren, 2021; Sivori et al., 2019).

Além dos receptores inibitérios, as células NK expressam diversos receptores de
ativagdo que reconhecem moléculas anormais associadas ao estresse celular. Os receptores de
citotoxicidade natural (NCRs), incluindo NKp30, NKp44 ¢ NKp46, representam uma das
principais familias ativadoras, e sdo acoplados a motivos ativadores baseados em tirosina
(ITAMs) (WANG et al., 2024). Além do reconhecimento de ligantes enddgenos induzidos por
estresse ou transformacao celular, alguns receptores de ativagdo também foram descritos como
capazes de reconhecer diretamente componentes derivados de patdgenos, além dos receptores
classicos de reconhecimento de padrdes (PRRs), contribuindo assim para a ativagdo direta das
células NK em contextos infecciosos (Esin et al., 2008; Li et al., 2013; Ziegler et al., 2017).

Outro receptor ativador amplamente caracterizado ¢ NKG2D, que reconhece ligantes
relacionados ao MHC classe I, como MICA/MICB, frequentemente expressos em células sob
estresse celular (Wensveen; JelenCi¢; Poli¢, 2018). Receptores como CDI16 (FcyRlIlla)
permitem a citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC), ligando-se a regido Fc de IgG,
com maior afinidade por IgG1 e IgG3, enquanto outras moléculas co-ativadoras como DNAM-
1, 2B4 e NTB-A também contribuem para o aumento da resposta efetora (Coénon; Villalba,
2022). A ativacdo desses receptores desencadeia cascatas de sinalizagdo downstream que
convergem para a ativagdo de diferentes MAPKs, como p38, ERK1/2 ¢ JNK, promovendo a
ativacdo de multiplos fatores de transcricao envolvidos na inducdo do estado efetor das células
NK, incluindo AP-1, NF-kB, STATs e HIF-1a (Chen; Zhu; Jounaidi, 2024).

A via de sinaliza¢ao p38 MAPK atua diretamente na regulacao da producao de citocinas
pro-inflamatdrias pelas células NK. Estimulos imunomodulatoérios, como IL-12, IL-18 e IL-33,
promovem a fosforilagdo e ativacdo de p38, o que desencadeia uma série de eventos
intracelulares que culminam na expressao e estabilizacdo de transcritos de citocinas. De fato,
Ochayon et al. (2020) mostraram que estimulos combinados de IL-33 e IL-12 em células NK
humanas elevam significativamente a expressao de IFN-y e TNF por meio da ativacao de p38,
enquanto a inibicao especifica dessa via elimina o aumento sinérgico na producao de citocinas
(Ochayon et al., 2020). Além disso, p38 pode fosforilar proteinas de membrana, como a
metaloproteinase ADAMI17, promovendo a clivagem e a liberacdo de TNF ativo (Ochayon et
al., 2020; Scott et al., 2011). Em estados metabolicos alterados, como a obesidade, o acimulo
lipidico e a inflamagdo associada induzem a expressdo de DUSPI (Dual Specificity
Phosphatase 1), que desativa p38 e leva a diminuicdo da secre¢dao de citocinas pelas NK

(Baumer et al., 2025). Dessa forma, a cascata p38 MAPK integra sinais imunes e metabdlicos
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para ajustar a resposta pro-inflamatéria das NK, modulando tanto a transcri¢do quanto a
estabilidade dos mRNAs de citocinas.

A via MAPK/ERK1/2 é determinante para a citotoxicidade das células NK. Sinais de
ativagdo através de receptores ativadores e integrinas, disparam a cascata Ras—MEK-ERK,
polarizando o centro organizador de microtubulos (MTOC) e direcionando os granulos
citoliticos ao alvo (Chen et al., 2006, 2007). Estudos experimentais mostram que a inibi¢ao de
ERK1/2 bloqueia a fosforilagdo de ERK e suprime drasticamente a atividade citotoxica das NK,
sem alterar a formacao inicial do conjugado célula NK-alvo (Zheng et al., 2009). Secretomas
derivados de células NK ativas sdo capazes de induzir a ERK1/2, promovendo uma regulagdo
positiva de receptores de quimiocinas e moléculas associadas ao homing tumoral, o que resulta
em maior infiltracdo tecidual e supressao de metastases em modelos experimentais (Cho et al.,
2025). De forma consistente, foi demonstrado que células NK anérgicas ou exaustas no
microambiente tumoral apresentam disfuncao na fosforilagdo de ERK1/2, associada a perda da
citotoxicidade antitumoral, enquanto estratégias de reprogramacdo funcional restauram a
atividade citotoxica por meio da reativacao do eixo MAPK—ERK (Sabag ef al., 2024).

Adicionalmente, as vias de sinalizagdo mTORC1 e mTORC2 coordenam o estado
metabolico intracelular das NK com sua capacidade funcional. O mTORCI1 ¢ ativado por
estimulos de crescimento e regula a glicolise e a sintese proteica necessarias as respostas
efetoras. Sabe-se que a inibicdo de mTORCI, por rapamicina ou pela dele¢do da proteina
Raptor, reduz consideravelmente a producao de citocinas e de moléculas citotdxicas pelas NK,
além de afetar a sobrevivéncia e a proliferagdo celulares (Donnelly et al., 2014; Yan et al.,
2022). Em contrapartida, o mTORC2 também ¢ crucial para o desenvolvimento e maturagdo
dessas células (Yang et al., 2018; Yang; Malarkannan, 2020). Ambos os complexos sao
necessarios para a maturagdo adequada das NK, por meio do controle da expressao de T-bet e
de Eomes. Funcionalmente, mTORCI1 promove a citotoxicidade e o metabolismo celular,
sustentando a sinaliza¢cdo mediada por IL-15 e STATS, enquanto mTORC2 atua como um
regulador negativo da funcdo efetora ao restringir a hiperativagdo de mTORCI via o eixo

STATS5-SLC7AS (Wang et al., 2018).

2.4.2 Leptina e células NK na obesidade

O papel da leptina na atividade das células NK tem sido investigado progressivamente,
embora algumas informagdes parecam paradoxais. Inicialmente, foi demonstrado que

camundongos obesos com o LepR nocauteado, apresentam uma reducao na reatividade dessas

25



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

células (Tian et al., 2002). Posteriormente, foi identificada a expressao da forma longa do LepR
nas células NK, o que explicaria a modulagdo da atividade dessas células em modelos LepR ™"
(Zhao et al., 2003). Adicionalmente, foi demonstrado um aumento nos niveis do LepR em
células NK de ratos que desenvolveram obesidade induzida por dieta, enquanto a administrag¢do
da leptina resultou em um aumento da atividade dessas células (Nave et al, 2008). Em
camundongos que nao expressam LepR, foi demonstrado uma diminui¢do na populacdo de
células NK na medula 6ssea devido ao aumento da taxa de apoptose, porém, com a
administracdo de leptina recombinante, houve uma melhora na sobrevivéncia celular de células
NK imaturas em camundongos selvagens (Lo et al., 2009).

A leptina parece desempenhar um papel importante na ativagao e no desenvolvimento das
células NK, tanto in vitro quanto in vivo (Tian et al., 2002; Zhao et al., 2003). Como as células
NK expressam ObRb e os camundongos Lep®® (modifica¢do no gene da leptina que leva a
obesidade) apresentam déficit de células NK, ¢ plausivel que a leptina influencie tanto o
desenvolvimento quanto a manutengao dessas células in vivo. Ainda se destaca o papel do ObRb
nas células NK, promovendo sua funcdo citotéxica por meio da ativacdo de STAT3 e da
transcri¢do de IL-2 e perforinas (Tian et al., 2002; Zhao et al., 2003). Apesar da leptina ter uma
funcdo estimulante nessas células, outros dados demonstram que esses efeitos podem ser
negativos, dependendo do contexto fisiologico. Enquanto a exposi¢ao de curto prazo de células
NK humanas a leptina pode aumentar a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias e a
citotoxicidade, alguns estudos mostram que o tratamento por um periodo mais prolongado
prejudica as fungdes celulares e a proliferagao (Jahn et al., 2015; Wrann et al., 2012).

No contexto da obesidade, hd uma remodelagcdo metabolica dessas células, por meio de
hormonios em niveis aumentados, como a insulina e a leptina, e por altos niveis de acidos
graxos circulantes, principalmente acido palmitico e acido oleico (O’Shea; Hogan, 2019).
Diferentes estudos mostram que em camundongos obesos, as células NK tém respostas
antitumorais comprometidas e falham em controlar o crescimento tumoral (Kaur et al., 2018;
Lamas et al., 2015). Em seres humanos com obesidade, tanto em criangas como adultos, sao
observadas frequéncias reduzidas de células NK circulantes além de apresentarem um estado
disfuncional, com menor producido de IFN-y, menor expressdo de granzima B e perforina e
menor citotoxicidade em relacdo as células-alvo tumorais (Béhr ef al., 2020) (Figura 3).

Além disso, investigagdes sobre células NK primarias humanas demonstraram que o
tratamento com altas concentragdes de leptina € capaz de aumentar a producdo de IFN-y em

células NK isoladas de individuos com peso normal, mas ndo em individuos obesos (Laue et
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al., 2015). Em contraste, a leptina em concentracdes fisiologicas foi capaz de diminuir a
citotoxicidade das células NK isoladas de individuos com peso normal, mas ndo de humanos
obesos (O’Shea et al., 2010). Esses dados indicam que as células NK de individuos obesos
apresentam uma modula¢do distinta diante dos efeitos da leptina, o que pode refletir adaptacdes
associadas ao ambiente inflamatorio da obesidade. As células NK de camundongos obesos ou
de humanos com obesidade apresentam taxas metabdlicas substancialmente reduzidas em
comparagao com as cé¢lulas NK de camundongos magros ou de humanos. Essa disfuncao
metabolica tem sido associada ao acumulo de lipidios impulsionado pelo receptor ativado por
proliferadores de peroxissomas (PPAR) nas células NK, resultando em expressdo génica
alterada, a supressdo da sinalizagdo de MYC e mTORCI] e taxas diminuidas de glicolise e
OXPHOS (Michelet et al., 2018).

Nesse contexto, ainda hd muitas questdes sobre como a leptina, em condi¢des
suprafisioldgicas, influencia diretamente as respostas das células NK. Portanto, neste trabalho
foi investigado, in vitro, o efeito da leptina em células NK de individuos obesos € normopesos,

através de perfis fenotipicos e moléculas de sinalizacdo intracelular.
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Figura 3. Efeitos da obesidade em células NK.
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Legenda: Adaptado de Andrade et al. 2025. Modulagao das células NK na obesidade. a) A sinalizagdo da leptina
por meio do receptor de leptina (LepR) altera a citotoxicidade das células NK, prejudicando a liberagdo dos
granulos citotoxicos granzima (GZM) e perforina (PERF). b) O aumento da captacdo de lipidios pelas células
NK ¢é mediado pela elevagdo da expressdao de transportadores de lipidios, como CD36 ¢ LDLR, impulsionada
pelos acidos graxos livres (FFAs) circulantes. ¢) O reprograma-mento metabdlico das células NK envolve o
aumento da expressdo de PPARa/d e a inibicdo da glicolise e da OXPHOS mediadas por mTORCI. d) A
quimiotaxia e a expressao de receptores de superficie das células NK, incluindo a regulagdo positiva de NKG2D,
NKp46 e CD158, sdo moduladas em resposta a quimiocinas como CCL2, impactando a migracdo e a funcdo das
células NK em ambientes teciduais obesos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito imunomodulador da leptina sobre as células NK na obesidade em

modelo in vitro de obesidade.
3.2 Objetivos Especificos
Investigar, em células NK, como a leptina altera:

e O perfil de ativagdao, com base na expressao dos receptores NKp46 e CD16;
e A capacidade citotoxica, avaliada pela expressdo de granzima e CD107a;
e A produgdo de citocinas, com foco em IFN-y ¢ TNF-q;

e A ativacao dos componentes de sinalizagao p38, ERK1/2, mTOR e NF-«xB.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras Clinicas

As amostras de sangue foram coletadas de 20 voluntérios com idade entre 18 e 40 anos,
distribuidos igualmente em dois grupos experimentais. O grupo de individuos normopesos (NP)
(n = 10) incluiu participantes com indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 24,9 kg/m?,
sendo 6 mulheres e 4 homens. O grupo de individuos obesos (OB) (n = 10) foi composto por
participantes com IMC entre 30 e 34,9 kg/m? (obesidade grau I), sendo 5 mulheres e 5 homens.
Foram excluidos do estudo individuos que relataram qualquer processo infeccioso até um meés
antes da coleta das amostras, aqueles em uso continuo ou recente de medicamentos que afetam
diretamente a fun¢do imunologica, bem como gestantes.

A composicdo corporal dos participantes foi avaliada por bioimpedancia elétrica
(modelo HBF-514C, fabricante OMRON). Foram obtidos os seguintes parametros: peso, IMC,
percentual de gordura corporal, percentual de massa muscular e nivel de gordura visceral, de
acordo com as estimativas fornecidas pelo equipamento. Os valores de gordura visceral
correspondem a uma escala relativa, com 30 niveis, estabelecida pelo fabricante (< 9: Normal /
10— 14: Alto /> 15: Muito alto). Todos os dados e analises sobre os parametros antropométricos
dos voluntarios estdo descritos nos apéndices A e B.

Todos os individuos que contribuiram para este estudo participaram voluntariamente,
apos serem informados sobre a importancia da pesquisa e assinarem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Satde/UFPB (Numero de Aprovagdo: 6.723.650 e certificado CAAE:
77985223.3.0000.5188). Todos os experimentos seguiram as regulamentagdes aplicaveis, as
diretrizes institucionais e os padrdes éticos estabelecidos na Declaracdo de Helsinque. O
consentimento informado foi obtido de todos os participantes que se inscreveram
voluntariamente no estudo. Além disso, os voluntarios responderam a um questionario clinico-
epidemiologico contendo dados gerais, informagdes sobre o estado de satide, bem como

aspectos clinicos e laboratoriais relacionados a pesquisa.
4.2 Isolamento de PBMCs

Aproximadamente 10 mL de sangue periférico dos voluntarios recrutados foram
coletadas em tubos heparinizados para obten¢do de PBMCs, mediante separacdo por gradiente

de densidade (Ficoll Paque™ Plus - GE Healthcare, Life Sciences, Pittsburgh, PA, EUA).
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Inicialmente, uma dilui¢ao 1:1 do volume de sangue coletado com Solugdo Fosfato Salina
(PBS) foi realizada em tubos Falcon estéreis. Em seguida, as amostras diluidas foram
cuidadosamente depositadas sobre o Ficoll e, posteriormente, submetidas a centrifugacao (20
min, 2700 rpm, 20 °C). Com isso, o anel de PBMC foi coletado, lavado 3 vezes com PBS e, em
cada ciclo de lavagem, as amostras foram centrifugadas (10 min, 1500 rpm, 4 °C) e o
sobrenadante descartado.

As células foram mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com
antibioticos (penicilina, 200 U/mL; estreptomicina, 0,1 mg/mL), 1 mM de L-glutamina (1 mM)
e 10% de Soro Bovino Fetal (Sigma-Aldrich). As culturas foram estabelecidas em uma
concentragio de 2,5 x 10° células/poco em placas de 96 pogos em 4 condigdes: células nio
estimuladas (Controle - CTR), células estimuladas com leptina a uma concentragdao de 10 nM
(Lep10) e células estimuladas com leptina a uma concentracao de 50 nM (Lep50). As células
foram incubadas por 16 horas em estufa a 5% CO> a 37 °C. Em seguida, foi adicionado
brefeldin-A (1 mg/mL, Sigma-Aldrich), seguido de mais 4 h de incuba¢do em estufa a 5% de
C0O2a37°C.

4.3 Marcacio dos Parametros Intracelulares e de Superficie

Apos a incubagdo com Brefeldin-A, a placa foi centrifugada por 8 minutos a 4° C, 1300
rpm, sem aceleracdo ou desaceleracdo. O sobrenadante foi, entdo, removido e a placa agitada.
Para a marcagdo extracelular, os anticorpos, diluidos em Solucdo de Diluicdo de Anticorpos
(SDA), foram adicionados em concentragdes previamente padronizadas de 100 puL por poco.
Os anticorpos utilizados nesse procedimento estdo descritos na Tabela 1. A placa foi incubada
a 4 °C por 30 minutos.

Em seguida, 100 uL de PBS por pogo foram adicionados, ¢ a placa foi centrifugada por
8 minutos a 4 °C, a 1300 rpm. O sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas
com agitacdo. Posteriormente, 100 pL de PBS e 100 puL de formaldeido a 4% foram adicionados
a cada poco, seguidos de incubacao a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, a
placa foi centrifugada a 4 °C por 8 minutos, a 1500 rpm, sem aceleragdo ou desaceleragao. Apds
descartar o sobrenadante, a placa foi agitada e foram adicionados 150 pL de PBS por pogo,
seguida por outra centrifuga¢do a 4 °C por 8§ minutos, 1500 rpm. ApoOs esse processo, o
sobrenadante foi descartado, a placa foi agitada e 150 pL da solugdo de permeabilizagdo do kit
BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience) foram adicionados a cada pogo para permeabilizar a

membrana celular para marcagdo intracelular.
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A placa permaneceu em repouso por 10 minutos, seguida de centrifugacao por 8 minutos
a 4 °C, 1500 rpm, sem aceleracdo ou desaceleracdo. Apds remover o sobrenadante e
ressuspender as células com agitador, 100 pL de misturas de anticorpos intracelulares, diluidas
em solucdo de permeabilizacdo, foram adicionados aos pocos de interesse. Os anticorpos
utilizados nesse procedimento estdo descritos na Tabela 1. A placa foi incubada a temperatura
ambiente por 45 minutos, seguida da adi¢do de 100 pL da solucdo de permeabilizagdo por pogo.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 8 minutos a 4 °C, 1500 rpm. ApOs esse
intervalo, o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas com agitacao.
Finalmente, 200 pL de Solugdo de Lavagem B (PBS/BSA) foram adicionados, e as amostras
foram transferidas para tubos de citometria para leitura. Os tubos foram armazenados a 4 °C

para evitar a perda de fluorescéncia dos fluorocromos até a leitura.

Tabela 1. Anticorpos utilizados para a marcagdo de parametros intracelulares e de superficie.

Numero
Anticorpo Clone Isotipo Marca
Cat.

APC Mouse Anti Human CD3 555335 UCHTI Mouse IgG1, BD Biosciences
PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD56 555517 B159 Mouse IgG1, k BD Biosciences
PE-Cy™7 Mouse Anti-Human IFN-y 557643 B27 Mouse IgG1, k BD Biosciences
PE Mouse Anti-Human TNF 559321 MAbI1 Mouse IgG1, k BD Biosciences
PE Mouse Anti-Human NKp46 557991 9-E2 Mouse IgG1, BioLegend
FITC Mouse Anti-Human CD16 561308 B73.1 Mouse IgG1, BD Biosciences
FITC Mouse Anti-Human Granzyme 560211 GBIl Mouse IgG1, k BD Biosciences
Alexa Fluor® 647 anti-human

555801 H4A43 Mouse IgG1, BD Biosciences
CD107a
Alexa Fluor® 647 anti-human P-

564242 021-404 Mouse IgG1, x BD Biosciences
mTOR
PE-Cy7 anti-human P-ERK1/2 560116 204 Mouse IgG1, k BD Biosciences

36/p38
Alexa Fluor® 488 anti-human P-P38 612594 Mouse IgG1, k BD Biosciences
(pT180/pY182)

PE-Cy7 anti-human P-NF- kB 560335 K10-895.12.50 | Mouse IgG2a, k | BD Biosciences
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4.4 Aquisicao de Dados por Citometria de Fluxo

As preparacdes celulares marcadas com anticorpos monoclonais fluorescentes foram
avaliadas em um citdometro de fluxo modelo FACSCANTO II (BD Biosciences). Durante a
aquisicao dos dados, pelo menos 30.000 eventos filtrados foram adquiridos e, posteriormente,
analisados usando o software FlowJo v.10.9 (BD, Ashland - EUA). A figura 4 representa a

estratégia de analise utilizada nos experimentos.

Figura 4. Estratégia de analise utilizada nos dados de citometria de fluxo.
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Legenda: Analise de dados de citometria de fluxo. O gate de linfocitos totais foi inicialmente selecionado com
base nos perfis de SSC e FSC-A, seguido pela separagdo de singletos utilizando os pardmetros FSC-A x FSC-H.
Em seguida, a populacdo de células NK foi definida com base nos parametros CD56" ¢ CD3". Por fim, os
marcadores de interesse foram definidos dentro da populagdo de células NK (por exemplo, CD16). Amostras

FMO foram utilizadas para garantir uma analise precisa.

4.5 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 9.0 (San Diego,
EUA). Os dados foram submetidos a andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA),
seguida do teste post hoc de Tukey para comparacdes multiplas entre os grupos. Quando

apropriado, comparagdes diretas entre dois grupos foram realizadas por meio do teste ¢ de
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Student nao pareado. Para controlar o erro decorrente da realizagao de multiplos testes entre
todos os marcadores e comparacdes, os valores de p foram ajustados pelo método de correcao
de Falsa Taxa de Descoberta (False Discovery Rate — FDR) de Benjamini—Hochberg.

As analises de correlagdo foram realizadas no software R (versdo 2025.09.2), utilizando
o coeficiente de Spearman, e os resultados foram visualizados por meio de graficos de dispersao
gerados com o pacote ggplot2. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média. O intervalo de confianga adotado foi de 95%, e os valores foram considerados

estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao quantitativa dos niveis de células NK

Para avaliar quantitativamente a frequéncia de células NK circulantes em individuos
normopesos (NP) e obesos (OB), a propor¢do dessas células foi analisada entre os grupos
estudados. O grupo OB apresentou frequéncia significativamente menor de células NK em
comparagdo ao grupo NP na condicdo basal (p = 0,001) (Figura 5A). Essa reducgdo foi
particularmente observada em mulheres obesas em comparagdao as mulheres NP (p = 0,006)
(Figura 5C). Nao se observou significancia estatistica entre os homens (p = 0,06) (Figura 5B).

Além disso, o tratamento com leptina ndo induziu alteragdes na frequéncia de células NK.

Figura 5. Propor¢ao de células NK nos individuos normopesos e obesos.
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Legenda: Frequéncia de células NK (A) Frequéncia total de células NK em individuos normopesos (NP) e obesos
(OB). (B-C) Frequéncia de células NK em homens (B) e mulheres. Os graficos sdo apresentados como média +
erro padrio da média (SEM). **p < 0,01; ***p < 0,001. NP = normopeso (n = 6 mulheres ¢ 4 homens); OB =

obeso (n =5 mulheres e 5 homens).

5.2 Avaliacao do perfil de ativacio e inibicdo de células NK

Para caracterizar o estado de ativag¢do das células NK dos grupos NP e OB, avaliamos a
expressao de NKp46 e CD16 em resposta ao tratamento com leptina nas concentragdes de 10
nM (Lep10) e 50 nM (Lep50). Nossos resultados demonstraram que a frequéncia de células NK
NKp46* foi significativamente menor no grupo OB em comparagdo ao grupo NP nas condi¢des
controle (CTR; p = 0,0068), Lep10 (p = 0,0005) e Lep50 (p = 0,0001) (Figura 6A, C). Da

mesma forma, a frequéncia de células NK CD16* também foi reduzida no grupo OB em relagao
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ao grupo NP sob as mesmas condigdes experimentais (CTR: p = 0,001; Lep10: p = 0,0006;
Lep50: p <0,0003) (Figuras 6B-D).

Figura 6. Analise do perfil de ativagdo das células NK.
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Legenda: Expressao de receptores de ativagdo. (A-B) Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando
a expressdo de NKp46 e CD16 em células NK de individuos NP e OB tratados com Lep50. Frequéncia de células
NK NKp46* (C) e CD16" (D) nos grupos NP e OB sob as condi¢gdes CTR, Lepl0 e Lep50. Os graficos sdo
apresentados como média =+ erro padrdo da média (SEM). **p < 0,01; ***p < 0,001. NP = normopeso (n = 10);

OB = obeso (n = 10); CTR = controle; Lep10 = leptina 10 nM; Lep50 = leptina 50 nM.

5.3 Avaliacao da capacidade citotéxica de células NK

A produgdo de CD107a e de granzima B (GZMB) foi analisada para inferir a capacidade
citotoxica das células NK. A analise da frequéncia de células NK CD107a" e GZMB" nao
revelou diferengas significativas entre os grupos experimentais nem entre as diferentes
concentracdes de leptina testadas (Figuras 7A—C). Embora as frequéncias ndo tenham se
alterado, a anélise da intensidade média de fluorescéncia (MFI) demonstrou que o tratamento

com Lep50 no grupo OB resultou em redugdo significativa da GZMB em comparacdo com o
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respectivo controle (p = 0,024) (Figura 7B-D).
Adicionalmente, as células NK do grupo OB apresentaram menor intensidade de GZMB
em ambas as concentragdes de leptina testadas (Lepl10: p = 0,027; Lep50: p = 0,002) quando

comparadas as células NK do grupo NP submetidas aos mesmos tratamentos (Figura 6C).

Figura 7. Comparacdo da capacidade citotoxica em células NK.
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Legenda: Comparacao da atividade citotdxica das células NK. (A-B) Graficos representativos de citometria de
fluxo mostrando a expressdo de CD107a e granzima B (GZMB) em células NK de individuos normopeso (NP) e
obesos (OB) tratados com Lep50. (C-D) Frequéncia e intensidade média de fluorescéncia (MFI) de células NK
CD107a" (C) e GZMB" (D) nos grupos NP e OB sob as condicdes CTR, Lepl0 e Lep50. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01. NP = normopeso (n = 10); OB
= obeso (n = 10); CTR = controle; Lep10 = leptina 10 nM; Lep50 = leptina 50 nM.

5.4 Avaliaciao da producio de citocinas por células NK

A produgdo de IFN-y e TNF-a por células NK também foi avaliada apds a estimulagdo
com leptina. Em relagdo ao IFN-y, as células NK do grupo NP apresentaram aumento
significativo na frequéncia de células IFN-y* apds o tratamento com Lep50, em comparacao
com o respectivo controle (p < 0,05). Em contraste, ndo foram observadas alteragdes
significativas apos o tratamento com Lepl10. No grupo OB, o tratamento com Lep50 resultou
em reducdo significativa da frequéncia de células NK IFN-y* em comparagdo ao controle OB
(» < 0,05). Além disso, as células NK de individuos OB apresentaram respostas

37



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

consistentemente menores de IFN-y em todas as condigdes avaliadas quando comparadas ao
grupo NP submetido aos mesmos tratamentos (Figura 8A, C). Quanto a producdo de TNF-a,
ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos experimentais nem entre 0s
tratamentos com leptina (Figuras 8A e 8D).

Para avaliar se a leptina poderia modular a produgdo de citocinas em resposta a uma
ativacdo mais intensa, células NK de individuos OB foram tratadas com 50 nM de leptina e,
posteriormente, estimuladas com SEB. Apesar da ativagdo induzida pelo SEB, o tratamento
com leptina reduziu significativamente a frequéncia de células NK produtoras de IFN-y em
comparac¢do ao controle (p < 0,05), enquanto a producdo de TNF-a permaneceu inalterada

(Figura 8B, E-F).

Figura 8. Analise da producao de citocinas por células NK.
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Legenda: Produg@o de citocinas em células NK. (A) Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a
expressao de IFN-y e TNF-a em células NK de individuos normopeso (NP) e obesos (OB) tratados com Lep50.
(C-D) Frequéncia de células NK IFN-y* (C) e TNF-a' (D) nos grupos NP e OB sob as condigdes CTR, Lep10 e
Lep50. (B) Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a expressdo de IFN-y e TNF-o em células
NK de individuos OB tratados com leptina e SEB. (E-F) Frequéncia de células NK IFN-y* (E) e TNF-o" (F) de
individuos obesos apos estimulagdo com SEB, na auséncia ou presenga de Lep50. Os dados sdo apresentados
como média + erro padrio da média (SEM). *p < 0,05. NP = normopeso (n = 10); OB = obeso (n = 10); CTR =
controle; Lep10 = leptina 10 nM; Lep50 = leptina 50 nM; SEB = enterotoxina estafilococica B.

5.5 Avaliacao das moléculas p38 e ERK1/2 nas células NK

Diferentes moléculas de sinalizacdo também foram analisadas para compreender a
interferéncia da leptina na atividade das células NK. A analise de p-ERK 1/2 revelou alteragoes
significativas tanto na frequéncia de células positivas quanto na intensidade de fluorescéncia.
No grupo OB, o tratamento com Lep50 resultou em reducgdo significativa da frequéncia de
células NK p-ERK1/2* em comparagdo ao respectivo controle (p = 0,003) e ao grupo NP
submetido ao mesmo tratamento (p = 0,005). A analise da MFI de p-ERK1/2 apresentou um
padrdo semelhante, com redu¢ao no grupo OB tratado com Lep50 quando comparado tanto ao
controle correspondente (p = 0,04) quanto ao grupo NP (p = 0,005). Além disso, o tratamento
com Lep10 também resultou em redugao significativa da MFI de p-ERK1/2 no grupo OB, em
relagdo ao grupo NP (p = 0,023) (Figura 9B,D).

Para investigar se essa redugdo estava funcionalmente relacionada a capacidade
citotoxica em individuos OB, foi realizada uma analise de correlagdo entre a expressdo de p-
ERK1/2 e GZMB sob tratamento com Lep50 (Figura 9F), na qual se observou uma forte
correlagdo positiva (R* = 0,953; p <0,0001).

Por outro lado, a analise de p-p38 nao revelou significancia estatistica na frequéncia de
células positivas. No entanto, observou-se reducao da MFI no grupo OB tratado com Lep50,
em comparagdo com o respectivo controle (p = 0,024) e com o grupo NP submetido ao mesmo
tratamento (p = 0,026) (Figura 9A-C). Além disso, observou-se correlagdo positiva
significativa entre a expressao de p-p38 e de IFN-y em células NK tratadas com 50 nM de

leptina (R*=0,739; p <0,01) (Figura 9E).
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Figura 9. Anélise de MAPKs nas células NK.
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Legenda: Sinalizagdo por MAPKs em células NK e correlacio com a fungdo efetora. (A-B) Graficos
representativos de citometria de fluxo mostrando a expressao de p-p38 (A) e p-ERK1/2 (B) em células NK de
individuos normopeso (NP) e obesos (OB) tratados com Lep50. (C-D) Frequéncia e intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de células NK p-p38* (C) e p-ERK1/2* (D) nos grupos NP e OB sob as condi¢des CTR,
Lepl10 e Lep50. (E-F) Analises de correlag@o entre p-p38 e IFN-y (E) e entre p-ERK1/2 e granzima B (GZMB)
(F). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01. NP =
normopeso (n = 10); OB = obeso (n = 10); CTR = controle; Lep10 = leptina 10 nM; Lep50 = leptina 50 nM.

5.6 Avaliacio de mTOR e NF-kB em células NK

A avaliagdo de p-mTOR demonstrou diferencas especificas na analise da frequéncia de

células NK positivas. O grupo OB apresentou menor frequéncia de células NK p-mTOR* em
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comparagao ao grupo NP sob as condigdes de tratamento com Lep10 (p = 0,03) e Lep50 (p =
0,009) (Figura 10A e 10C). Nao foram observadas alteragdes significativas na MFI desse

marcador.

Em relagdo ao p-NF-kB, ndo foram observadas diferengas entre as condi¢des ou os

grupos experimentais (Figuras 10B e 10D). Todos os valores de MFI estio descritos na Tabela
2.

Figura 10. Anélise de mTOR e NF-«xB nas células NK.
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Legenda: Sinalizagdo por mTOR e NF-kB em células NK tratadas com leptina. (A-B) Graficos representativos de
citometria de fluxo mostrando a expressdo de p-mTOR (A) e p-NF-«kB (B) em células NK de individuos
normopeso (NP) e obesos (OB) tratados com Lep50. (C-D) Frequéncia de células NK p-mTOR" (C) e p-NF-xB*
(D) nos grupos NP e OB sob as condi¢des CTR, Lep10 e Lep50. Os dados sdo apresentados como média + erro
padrao da média (SEM). *p < 0,05. NP = normopeso (n = 10); OB = obeso (n = 10); CTR = controle; Lep10 =
leptina 10 nM; Lep50 = leptina 50 nM.
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Tabela 2. Valores de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).

Normopeso (NP)
Marcadores CTR Lepl0 Lep50
p-p38 7.59 £0.45 7.48 +0.42 7.44 +0.40
Granzima B 19.53 +2.68 21.38+2.75 19.38 +2.43
CD107a 3.37+£0.53 3.65 +£0.59 3.46 +0.49
p-ERK1/2 6.42 +0.69 6.50 £0.91 5.38+0.79
IFN-y 29.7+£5.61 30.01 £ 6.11 35.95+6.06
p-NF- kB 8.73£1.07 8.77+1.02 8.65+1.17
p-mTOR 3.26 +£0.37 3.34+0.49 3.34+£0.44
CDl16 198.33 +24.74 194.27 + 31.63 207.33 +£23.25
NKp46 27.42 £5.96 26.28 £ 7.60 29.50 £ 7.50
TNF-a 8.62+1.28 838 +1.21 8.41+1.37
Obeso (OB)
Marcadores CTR Lepl0 Lep50
p-p38 7.48 £0.18 7.28 £0.17 6.87 £0.30
Granzima B 18.60 £ 2.65 18.20 +£2.03 17.60 +2.80
CDI107a 4.28 +1.54 3.77+0.74 3.28 +£0.54
p-ERK1/2 578 £1.27 5.71+1.29 4.80+1.17
IFN-y 30.68 +2.69 30.40 +3.82 28.45+£2.19
p-NF- kB 9.22+1.88 9.14+1.77 9.20+1.91
p-mTOR 3.45+0.64 3.55+0.56 3.73£0.68
CD16 189.33 +16.38 199.00 + 24.03 185.33 £27.51
NKp46 29.53 £ 8.96 31.93+10.92 30.03+11.07
TNF-a 8.77 £ 1.35 8.51+1.34 7.70 = 1.40

Legenda: Valores brutos (ndo normalizados) da intensidade média de fluorescéncia (MFI) para os marcadores
fenotipicos, funcionais e de sinalizagdo medidos em células NK humanas de individuos normopeso (NP) ¢ obesos
(OB) sob condigdes controle (CTR) ou apos estimulagdo in vitro com leptina (10 nM ou 50 nM). Os dados sdo
apresentados como média + SEM. Os valores de MFI apresentados correspondem as medigdes originais de

citometria utilizadas para a normalizagdo nas figuras principais.
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5.7 Diferencas na expressao dos marcadores entre voluntarios do sexo masculino e
feminino

As diferencas de sexo no fenotipo das células NK apos o tratamento com Lep50 foram
avaliadas nos grupos NP e OB (Figura 11). Foram observadas diferencas significativas,
dependentes do sexo, em GZMB, IFN-y e p-mTOR. No grupo NP, as células NK de mulheres
apresentaram menor frequéncia de células GZMB" em comparagdo com os homens apds o
tratamento com Lep50 (p <0,05), enquanto essa diferen¢a nao foi mais observada no grupo OB
(Figura 11D).

Em contraste, a produgdo de IFN-y foi significativamente maior nas células NK de
mulheres do que nas de homens, tanto nos grupos NP quanto OB (p < 0,05) (Figura 11E). Os
niveis de p-mTOR foram significativamente mais elevados nas células NK de homens NP em
relagdo as mulheres, apds o tratamento com Lep50 (p < 0,05); entretanto, essa diferenca
dependente do sexo foi perdida no grupo OB (Figura 111).

A visualizag¢do por meio de radar plot resume esses achados ao ilustrar um perfil mais
amplo de ativagdo citotdoxica e metabodlica nas células NK de homens NP, impulsionado
principalmente por maiores niveis de GZMB e p-mTOR, enquanto as células NK de mulheres
apresentaram um perfil direcionado para a producdo de citocinas, caracterizado pelo aumento

de IFN-y (Figura 11K)
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Figura 11. Caracteristicas fenotipicas das células NK em homens e mulheres.
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Legenda: Diferengas sexuais no fenotipo das células NK apods tratamento com Lep50. (Esquerda) Graficos de
violino mostrando a frequéncia de células NK e a expressdo de marcadores citotoxicos (granzima B, CD107a),
de citocinas (IFN-y, TNF-a), de receptores ativadores (NKp46, CD16) e de sinalizacdo (p-p38, p-ERK1/2, p-
mTOR, p-NF-kB) em células NK de homens ¢ mulheres, estratificados nos grupos NP e OB, apds o tratamento
com Lep50. (Direita) Graficos radar resumindo a distribui¢ao relativa desses marcadores de células NK em

homens e mulheres NP e OB. *p < 0,05. NP = normopeso; OB = obeso.
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6 DISCUSSAO

A leptina, um hormonio produzido predominantemente pelo tecido adiposo, ¢
reconhecida como um importante modulador da resposta imune, integrando sinais nutricionais
e metabdlicos ao sistema imunoldgico (Naylor; Petri, 2016). Na obesidade, caracterizada por
niveis cronicamente elevados de leptina circulante, um estado de resisténcia central a leptina
compromete suas acdes fisiologicas classicas, incluindo seu papel na regulacao das células NK
(Izquierdo et al., 2019; La Cava; Matarese, 2004). Essa condicdo metabolica complexa
modifica o microambiente sistémico e celular, afetando nao apenas a propor¢ao, mas também
a funcionalidade das células NK, o que pode contribuir para o aumento da suscetibilidade a
infecgdes e para as disfungdes imunologicas observadas em individuos obesos (De Andrade et
al., 2025).

Achados anteriores indicam que a imunovigilancia mediada por células NK pode estar
comprometida, tanto quantitativa quanto qualitativamente, em individuos obesos. Nesse
sentido, os dados apresentados neste estudo demonstram uma diminui¢ao significativa na
frequéncia de células NK em individuos obesos quando comparados a individuos com peso
normal. Essa redugdo quantitativa associada a obesidade tem sido documentada em diversos
estudos e representa um achado consistente na literatura (Bahr ez al., 2020; O’Shea et al., 2010;
O’Shea; Hogan, 2019).

A reducdo numérica das células NK pode ser atribuida a multiplos fatores presentes no
ambiente metabolico alterado da obesidade. O estado de inflamacgao cronica de baixo grau,
caracterizado por niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e proteina
C-reativa (PCR), pode induzir apoptose precoce dessas células ou comprometer sua maturacao
na medula 6ssea (Thomas et al., 2021). Além disso, niveis aumentados de acidos graxos livres,
especialmente 4cido palmitico e oleico, comuns na obesidade, podem exercer efeitos
citotdxicos diretos sobre as células NK, alterando a integridade de suas membranas celulares e
a funcdo mitocondrial (Michelet et al, 2018). No entanto, essas disfungdes podem ser
parcialmente revertidas por intervencdes de perda de peso, que restauram tanto a fun¢ao quanto
o numero de células NK. (Lamas; Martinez; Marti, 2004; O’Shea et al., 2010; Scanga et al.,
1998).

Observou-se uma redugdo mais pronunciada de células NK circulantes em mulheres do
grupo OB. Esse achado pode estar relacionado a um possivel aumento do recrutamento dessas
c€lulas para o tecido adiposo, especialmente o VAT, onde j& foi descrito maior acimulo de

células NK em associagdo com inflamagdo cronica e resisténcia a insulina (Wouters et al.,
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2020). Considerando que mulheres apresentam diferencas na distribui¢do de gordura corporal
e maior propor¢ao de tecido adiposo, a expansdo adiposa na obesidade pode favorecer o
sequestro de células NK da circulagdo periférica para o compartimento tecidual (Pluta;
Lubkowska; Dudzinska, 2025; Van den Munckhof ef al., 2023). Apesar disso, o tratamento
com leptina nas diferentes concentragdes ndo promoveu alteragdes na frequéncia de células NK,
possivelmente em fun¢do do tempo de exposicao (20 horas), uma vez que a literatura indica
que o tratamento cronico com leptina (7 dias) € capaz de reduzir a proliferacao de NKs humanas
(Wrann et al., 2012).

Para caracterizar o estado de ativagdo dessas células, os receptores NKp46 ¢ CD16
foram analisados apds o tratamento com leptina recombinante. Ambos os receptores
apresentaram frequéncias consistentemente reduzidas no grupo OB em todas as condic¢des
experimentais. Evidéncias provenientes tanto de modelos murinos quanto de estudos em
humanos com cancer de mama associado a obesidade indicam reducao de sua expressao em
células NK circulantes (Elaraby et al., 2021; Spielmann et al., 2020). Além disso, ha indicios
de que a leptina, no contexto da obesidade, pode contribuir para essa alteracdo ao reduzir a
expressao do mRNA de NKp46 (Béhr ef al., 2017). De forma consistente, estudos em humanos
demonstraram que a obesidade e o sobrepeso estdo associados a menores niveis de expressao
de NKp46, corroborando os achados do presente estudo (Laue et al., 2015; Naujoks et al., 2020;
Viel et al., 2017).

De maneira semelhante, o CD16, um receptor FcyRIIl que medeia a citotoxicidade
celular dependente de anticorpos (ADCC) e define a principal subpopulagdo citotoxica de
células NK (Chen; Zhu; Jounaidi, 2024), também apresentou frequéncia reduzida no grupo OB.
Diversos estudos documentaram a redugdo da expressao de CD16 em individuos obesos,
sugerindo que essa alteragdo pode comprometer significativamente a capacidade das células
NK de realizar ADCC (Viel et al., 2017; Wrann et al., 2012). A estabilidade observada na
frequéncia das moléculas NKp46 e CD16 apos o tratamento com leptina, em relagdo aos
respectivos controles, pode sugerir que essa modulagao ocorra de forma cronica (Béhr et al.,
2020; Shoae-Hassani et al, 2017), ndo sendo detectdvel no periodo padronizado dos
experimentos deste estudo.

Além do perfil de ativacdo, a capacidade citotoxica das células NK foi avaliada por meio
do CD107a, um indicador de degranulacdo vesicular, e da granzima B, uma protease com
atividade citotoxica (Prager; Watzl, 2019). Embora a frequéncia de células NK positivas para

essas moléculas tenha sido semelhante entre os grupos, o que provavelmente reflete sua
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expressao constitutiva, o MFI da granzima apresentou reducdo significativa em individuos
obesos tratados com leptina a 50 nM. Isso sugere que, apesar de a propor¢ao de células que
expressam granzima B permanecer inalterada, a quantidade produzida por célula e,
consequentemente, o seu potencial citotoxico estdo reduzidos em individuos obesos sob niveis
patoldgicos de leptina.

Essa resposta reflete uma deficiéncia intrinseca das células NK na obesidade, na qual o
ambiente inflamatorio cronico e as alteragdes metabolicas impactam negativamente fungdes
efetoras essenciais da imunidade inata, como a citotoxicidade (Andersen; Murphy; Fernandez,
2016). Diversos estudos corroboram essa perspectiva, demonstrando que a obesidade esta
associada a disfun¢do das células NK, incluindo a diminui¢do da produg¢do de moléculas
citotoxicas, comprometendo a capacidade dessas células de exercer suas fun¢des antitumorais
e antivirais (Michelet et al., 2018; O’Shea et al., 2010). Adicionalmente, a reducao de granzima
B em ambas as concentragdes de leptina (10 nM e 50 nM), quando comparadas ao grupo NP,
também indica uma deficiéncia basal das células NK em individuos obesos. Isso sugere que o
ambiente metabolico alterado da obesidade, por si s6, compromete a capacidade citotoxica
dessas células, possivelmente por meio de alteragdes no metabolismo celular, aumento do
estresse oxidativo ou modificagdes epigenéticas que afetam a expressao de genes relacionados
a citotoxicidade (De Barra; O’Shea; Hogan, 2023; Michelet et al., 2018; Simar et al., 2014).

O tratamento com 50 nM de leptina afetou negativamente a citotoxicidade das células
NK em mulheres NP, evidenciado pela redugdo da granzima B, enquanto as células NK de
homens NP mostraram-se menos sensiveis a exposi¢ao a leptina. Essa diferenga, dependente
do sexo, ndo foi observada em individuos obesos, sugerindo que as alteracdes metabolicas
associadas a obesidade sobrepdem os efeitos sexo-especificos da leptina sobre a programacgao
citotoxica das células NK. Diferencas basais mediadas por hormodnios sexuais e pela
adiposidade provavelmente modulam as interagdes entre a leptina e as células NK.

E importante destacar que os niveis circulantes de leptina sio marcadamente mais
elevados em mulheres do que em homens, mesmo com niveis equivalentes de gordura corporal.
Dados clinicos demonstram que a leptina sérica em mulheres ¢ aproximadamente 2 a 3 vezes
maior do que em homens (Hellstrom et al., 2000). Esses niveis elevados de leptina
provavelmente refletem maior quantidade de gordura subcutanea e os efeitos do estrogénio.
Assim, as células NK de mulheres estdo cronicamente expostas a niveis mais elevados de
leptina e podem responder de forma distinta.

Outra perspectiva ¢ que homens geralmente apresentam maior porcentagem de células

47



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

NK circulantes e maior atividade citotoxica dessas células, enquanto mulheres tendem a montar
respostas imunes inflamatorias e mediadas por citocinas mais robustas (Cheng et al., 2023;
Huang et al., 2021). Alguns estudos apontam que mulheres em idade fértil apresentam menor
citotoxicidade de células NK, possivelmente devido ao estrogénio, em comparagdo aos homens
(Azargoon et al., 2019; Yang et al., 2024). Essas disparidades imunolégicas relacionadas ao
sexo sugerem que os efeitos da leptina sobre as células NK podem ser sexo-especificos, embora
estudos diretos ainda sejam escassos. A perda da diferenca entre os sexos na producdo de
granzima B em individuos obesos pode refletir a predominancia da disfuncdo metabdlica e
inflamatoria sobre a regulacdo hormonal sexual. A obesidade impde uma crise metabolica,
como glicolise prejudicada, acimulo lipidico e supressdo de mTOR, que atenua de forma
global, as fung¢des efetoras das células NK, eliminando distingdes com base no sexo (Michelet
etal.,2018).

Além da citotoxicidade, as células NK sdo centrais na imunidade antitumoral e antiviral
precoce, por meio da rapida produgao de IFN-y (Bjorkstrom; Strunz; Ljunggren, 2021; Coénon
et al., 2024). Sua produgado ¢ rigidamente regulada por sinais metabolicos e pela sinalizagdo de
citocinas, particularmente por vias que integram a disponibilidade de nutrientes, respostas ao
estresse e ativacao mediada por receptores (Kennedy et al., 2024; Mah; Cooper, 2016). Como
a leptina atua como um hormonio imunomodulador, variacdes nos niveis de leptina e na
sensibilidade a leptina podem influenciar a produgao de citocinas por células NK.

No presente estudo, concentragdes mais elevadas de leptina aumentaram a produgado de
IFN-y em células NK de individuos NP, mas reduziram a produgao de IFN-y em células NK de
individuos obesos. Resultados semelhantes ja foram observados anteriormente no contexto da
obesidade (Béhr ef al., 2020). Laue et al. demonstraram que o tratamento iz vitro por 24 horas
com altas doses de leptina aumentou a fragao de células NK produtoras de [FN-y em voluntarios
NP, enquanto doadores obesos ndo apresentaram o mesmo efeito (Laue et al., 2015). Achados
consistentes também foram observados em modelos murinos, nos quais camundongos
deficientes no receptor de leptina (db/db) apresentam redugdo no ntimero de células NK e
ativagdo prejudicada. De fato, a obesidade estd associada a uma mudanca nos subtipos de
células NK e no fendtipo basal, sendo que individuos obesos apresentam menor numero de
células NK CD569™ IFN-y", indicando uma redugio do efeito imunorregulador desse subtipo
celular na obesidade (Béhr et al., 2018).

As diferengas sexuais nas respostas imunes sao bem documentadas em humanos, sendo

que mulheres frequentemente desenvolvem respostas inatas e adaptativas mais intensas do que
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homens, um padrdo associado tanto a influéncia hormonal quanto aos efeitos da dosagem de
genes imunologicos localizados no cromossomo X (Klein; Flanagan, 2016). De fato, estudos
que caracterizam a fun¢do das células NK entre os sexos relatam que mulheres podem
apresentar respostas de citocinas mais robustas, incluindo IFN-y, do que homens sob diferentes
condi¢des de estimulacdo (Al-Attar et al., 2016; Cheng et al., 2022; Prather et al., 2009;
Pujantell; Altfeld, 2022). De acordo com isso, a observagao de que o tratamento com leptina a
50 nM induz maior produ¢do de IFN-y em células NK de mulheres, em relagdo a homens,
possivelmente reflete mecanismos regulatdrios imunes especificos do sexo.

Hormonios sexuais, como os estrogénios, tém sido associados ao aumento das respostas
do tipo Th1 e a uma maior produgdo de citocinas em diversos subtipos linfocitarios, enquanto
os androgenos frequentemente exercem efeitos supressores nessas vias, embora de forma
dependente do contexto. Os estrogénios podem potencializar a imunidade do tipo 1 e a producao
de IFN-y em concentragdes baixas ou moderadas, mas exercer efeitos supressores em
concentracoes elevadas ou em diferentes contextos celulares, o que reflete um papel regulatorio
bifasico. Baixos niveis de estrogénio tém sido associados a promoc¢do de respostas pro-
inflamatorias e polarizadas para Thl, enquanto niveis elevados geralmente atenuam a
inflamacdo e a producdo de IFN-y em células da imunidade inata (Arnold et al., 2022). O
impacto da testosterona sobre respostas do tipo 1 é menos direto; embora frequentemente
descrita como imunossupressora, dados prévios do nosso grupo demonstraram que linfocitos T
de homens que se recuperaram da COVID-19 produziram mais IFN-y do que os de mulheres
quando estimulados com antigenos do SARS-CoV-2 (De Andrade et al., 2025), enquanto dados
clinicos sugerem que a deficiéncia de testosterona se correlaciona com piores desfechos na
COVID-19 (Duarte-Silva et al., 2023), indicando que os androgenos também podem sustentar
uma imunidade do tipo 1 eficaz em determinadas condigdes.

Além dos marcadores classicos de células NK, diferentes moléculas de sinalizagdo
fosforiladas foram analisadas para compreender mecanisticamente as modulacdes induzidas
pela leptina no contexto da obesidade. A via ERK1/2 ¢ fundamental para multiplos processos
celulares das células NK, incluindo proliferagcdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e, de forma
critica, a fungao citotoxica (Cubitt et al., 2024; Li et al., 2008, 2021) A ativacao de ERK1/2 ¢
necessaria para a degranulacdo eficiente de granulos citotoxicos contendo granzimas e
perforinas, bem como para a sintese de novo dessas moléculas efetoras (Li et al., 2008). A
diminui¢do observada tanto na frequéncia quanto na MFI de p-ERK1/2 em células NK de

individuos obesos tratados com leptina esta alinhada a redu¢do da intensidade de granzima B
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nesses mesmos individuos. Essa reducdo da p-ERK1/2 pode sugerir uma deficiéncia na
transdugdo de sinais de ativagcdo, comprometendo nao apenas a liberacao imediata de granulos
citotdxicos, mas também a sua capacidade de reposi¢ao apds a ativacao (Teng et al., 2020). A
redu¢do de p-ERK1/2 foi mais pronunciada com o tratamento com leptina a 50 nM em células
de individuos obesos, o que demonstra que niveis patoldgicos de leptina podem prejudicar
ativamente essa via de sinalizagdo. Esse efeito inibitdrio pode estar, em parte, relacionado a
ativacdo de fosfatases especificas, como a proteina PTPIB, que ¢ conhecida por estar
superexpressa em estados de estimulo excessivo ao LepR e por interferir na sinalizagdo
downstream de ERK, p38 e JNK (Dubé¢; Cheng; Tremblay, 2004; Nasimian ef al., 2013; Read;
Wilson, 2024).

A andlise do p-mTOR, por sua vez, demonstrou uma reducdo considerdvel em
individuos obesos. A via do mTOR é um componente central da sinalizacdo do receptor da
leptina e, em células NK, ¢ essencial para a biogénese mitocondrial, a sintese proteica e o
metabolismo da glicose (Jones; Pearce, 2017; Yang; Malarkannan, 2020). A diminui¢cdo da
frequéncia de células NK p-mTOR" indica um estado de desregulagdo metabolica na obesidade.
Considerando que a leptina normalmente ativa o mTOR por meio da sinalizagcao PI3K/Akt, essa
reducdo provavelmente reflete uma parcial dessensibilizagdo das vias metabdlicas dependentes
de leptina. Tal comprometimento da sinalizagdo via mTOR pode contribuir diretamente para a
reducdo da capacidade de killing das células NK, uma vez que estudos prévios demonstraram
uma forte associagao entre a atividade do mTOR e a fun¢ao efetora dessas cé¢lulas, incluindo a
resposta citotoxica (Margais et al., 2017).

Em individuos NP, observou-se uma ativa¢ao mais robusta do mTOR em células NK
de homens ap6s estimulo com leptina, em comparagao as mulheres. Essa diferenca pode ser
impulsionada por regulacdes distintas das vias de deteccdo de nutrientes e hormonais. A maior
atividade de estradiol/ERa em mulheres esta associada a redugdo da autofagia por meio da
ativacdo do mTOR, o que sugere uma regulagdo mais refinada nessas células que pode limitar
a ativacao excessiva do mTOR (Tao et al., 2018).

Na obesidade, entretanto, essa diferenca sexual na ativacdo de mTOR induzida pela
leptina pode ser atenuada por diversos mecanismos. A hiperleptinemia cronica e a inflamagao
metabolica presentes em individuos obesos podem desorganizar as vias candnicas de
sinalizacdo da leptina, incluindo a ativagdo PI3K/Akt/mTOR (Tan ef al., 2025). Além disso, o
ambiente hormonal local pode se modificar no contexto da obesidade; por exemplo, 0 aumento

da atividade da aromatase no tecido adiposo masculino eleva os niveis locais de estrogénio, o
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que pode alterar a dinamica de sinalizagdo dos receptores de estrogénio e, consequentemente,
modular a regulacio do mTOR (Ahmed ef al, 2025). Em conjunto, essas perturbagdes
metabolicas e hormonais associadas a obesidade provavelmente se sobrepdem aos mecanismos
regulatorios basais dependentes do sexo, resultando na atenuagao das diferengas na ativagao do
mTOR entre homens e mulheres. Embora as evidéncias diretas em células NK humanas ainda
sejam limitadas, essas observacdes sdo consistentes com a literatura, que demonstra a
modulagdo, dependente do sexo, da sinalizagdo por citocinas e das vias metabolicas.

Em relacdo a p-p38, aredugdo observada na intensidade de fluorescéncia no grupo obeso
apos o tratamento com leptina sugere uma desorganiza¢do do eixo de sinaliza¢do de quinases
de estresse em células NK, o que pode contribuir para respostas de citocinas prejudicadas
(Arthur; Ley, 2013; Ochayon et al., 2020). A via da p38 MAPK ¢ um regulador bem
estabelecido das respostas inflamatorias e da producao de citocinas em linfocitos inatos. Sua
ativacdo, classicamente mediada pelas quinases MKK23/6, sustenta o controle transcricional e
pos-transcricional de genes de citocinas, incluindo a estabilizacao de transcritos de IFNG e o
aumento da secrecdo de IFN-y e de outros mediadores pro-inflamatorios, especialmente sob
estimulos sinérgicos, como a combinagdo de IL-12 e IL-33 (Ochayon et al., 2020). Além disso,
a sinalizagdo via p38 tem sido implicada no aumento da responsividade das células NK a
estimulos associados a patdégenos e na coordenagido da produgdo de citocinas, incluindo IFN-y,
em células linfoides inatas (Li et al., 2024).

A diminuig¢do especifica da p-p38 apos o tratamento com 50 nM de leptina em doadores
obesos pode, portanto, refletir uma disfun¢do induzida pela leptina ou um feedback inflamatorio
cronico que atenua essa via, limitando a capacidade das células NK de sustentar respostas de
producao de citocinas. Corroborando essa hipodtese, células NK de individuos OB apresentam
déficits funcionais e redugdo da produgdo de IFN-y ap6s estimulo com leptina, em comparacao
com células de individuos NP, indicando um comprometimento associado a obesidade na
sinalizagdo de receptores de citocinas e adipocinas (Laue et al., 2015). Essa deficiéncia pode
comprometer ndo apenas a fungado direta das células NK, mas também sua capacidade de ativar
outras populagdes celulares e coordenar respostas imunoldgicas mais amplas (Jiang; Jiang,
2023; Tosello-Trampont et al., 2017).

Assim, esses dados indicam que a hiperleptinemia associada a obesidade desorganiza a
sinalizacdo das células NK, afetando predominantemente vias relacionadas a citotoxicidade, a
ativacao metabolica e a producao de citocinas. Esse desequilibrio também se reflete na redugao

da expressdao de moléculas efetoras chave, incluindo granzimas B e os receptores ativadores
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NKp46 e CD16, essenciais para o reconhecimento de células-alvo e a fungao citotoxica. Em
conjunto, essas alteracdes integradas podem contribuir para a disfun¢cdo imune observada em
estados de comprometimento metabolico. Embora o tamanho amostral possa limitar a detec¢@o
de efeitos mais sutis, e o presente estudo tenha abordado principalmente desfechos funcionais,
a consisténcia desses achados sustenta sua relevancia biologica e refor¢a a necessidade de
estudos futuros para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes e explorar estratégias

terapéuticas voltadas a restauracdo da fun¢do das células NK em individuos obesos.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a obesidade estd associada a comprometimentos amplos na
biologia das células NK, incluindo redu¢do do nimero dessas células e menor expressdo de
receptores envolvidos em sua ativagdo. Além disso, a leptina em alta concentragdo prejudicou
seletivamente as respostas efetoras das células NK, evidenciado pela redugdo da citotoxicidade
e da producdo de IFN-y, mesmo sob fortes estimulos com SEB, juntamente com a diminui¢ao
da ativacdo de importantes vias de sinalizacdo. Esses achados sugerem que a hiperleptinemia
cronica nao suprime, de forma global, as células NK. Em vez disso, promove um estado de
disfun¢do induzida pela leptina, caracterizado por sinalizagdo defeituosa dependente de
MAPKSs e por programas efetores comprometidos.

De forma conjunta, nossos resultados indicam que a obesidade estabelece um estado
basal de disfuncdo das células NK, o qual ¢ ainda agravado pela sinalizagdo patoldgica da
leptina. Esses achados fornecem um elo mecanistico entre a desregulacdo metabolica e o
comprometimento da defesa imunologica. Tais defeitos podem ajudar a explicar a maior
suscetibilidade de individuos obesos a infec¢des virais e ao cancer, bem como respostas
subdtimas a imunoterapias € a vacinacdo. Nesse contexto, destaca-se a necessidade de
estratégias terapéuticas voltadas a modulagao do eixo metabolismo—imunidade para restaurar a

funcao das células NK na obesidade.
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Figura 12. Esquema dos efeitos observados nas células NK.
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Legenda: Criado no Biorender. A hiperliptemia associada a obesidade promove disfun¢do das células NK ao
prejudicar a expressdo de receptores e vias de sinalizagdo intracelular. A obesidade esta associada a redugao da
expressdo de receptores ativadores de NK (NKp46 e CD16; setas laranjas), enquanto a sinalizacdo pela leptina
atenua seletivamente as vias de MAPK, incluindo p38 ¢ ERK1/2 (setas vermelhas), levando a diminuig¢do da
producdo de IFN-y e granzima B e ao comprometimento da fungdo citotoxica. Alteracdes basais na sinalizagio de
mTOR podem resultar em desregulagdo metabolica e contribuir para o prejuizo funcional das células NK na

obesidade.
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APENDICE A — Grifico

e (Comparagdo da composi¢ao corporal entre os voluntarios dos grupos NP e OB.
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APENDICE B — Tabela

Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

e Dados antropométricos e de composigao corporal individuais dos participantes dos

grupos NP e OB.
Normopeso (NP)
Cédigo Sexo Idade IMC Musculo (%) | Gordura (%) | Gordura visceral

P02 Feminino 33 21,9 28,4 31,5 4
P03 Masculino 36 20,1 36,6 18,9 3
P05 Feminino 22 22,1 25,3 35,5 4
P09 Feminino 19 23,5 25,7 36,9 5
P10 Feminino 25 22,6 26,4 32,2 4
P12 Masculino 21 22,3 37,2 17,8 3
P14 Feminino 25 21,8 27,1 33,8 4
P15 Masculino 28 23,1 25,4 20,2 3
P16 Masculino 27 22,4 26,9 34,6 4
P18 Feminino 30 23,1 27,6 33,1 4

Média (F) 6 257+5,1 | 22,40+0,72 | 27,15+1,17 | 33,83+2,12 4,17 £ 0,41

Meédia (M) 4 280+6,3 | 21,98+1,27 | 34,03+4,87 | 22,88+7,60 3,25 +0,50

Meédia (total) 10 26,6+54 | 22,28+0,94 | 29,66+4,75 | 29,45+7,42 3,80%0,63

Obeso grau | (OB)
Codigo Sexo Idade IMC Musculo (%) | Gordura (%) | Gordura visceral

PO1 Masculino 36 30,8 36,9 30,5 8
P04 Feminino 37 33,6 33,6 48,6 10
P06 Masculino 40 35 26,3 41,5 23
P07 Feminino 21 30,9 26 43,4 7
P08 Masculino 19 35 30,5 37,1 14
P11 Masculino 34 34,8 29,8 38,3 11
P13 Feminino 22 32,4 29,1 44,2 9
P17 Masculino 28 33,1 31,7 36,5 13
P19 Feminino 24 31,5 27,4 46,1 9
P20 Feminino 27 34,2 28,2 46,3 12

Meédia (F) 5 26,2+6,5 | 32,52+1,49 | 28,86+2,88 | 46,00+1,94 9,40 +1,82

Meédia (M) 5 31,4+87 | 3394+1,42 | 30,56+3,00 | 36,84+3,93 13,80+ 5,63

Meédia (total) 10 288+74 | 33,23+1,63 | 29,71+3,09 | 41,42+5,80 11,60+ 4,86
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA T
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA C B i dt ec : ))
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR E Gantrys dé Bintanologi
MOLECULAR R 6 ~\-._~____-/../\

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TITULO DO PROJETO: INTERACOES IMUNOENDOCRINAS ENTRE LEPTINA E
CELULAS NK NA OBESIDADE

PESQUISADORA: Tatjana Keesen De Souza Lima

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de uma pesquisa sobre o impacto
da obesidade na funcio de células de defesa do corpo. Durante a obesidade, o corpo pode estar mais
inflamado e estressado, o que altera a resposta imune. Isso acontece porque pessoas com excesso de
peso, muitas vezes, tém outros problemas de sal(de relacionados 4 obesidade, como doencas
cardiovasculares, problemas nos pulmoes e diabetes. Nosso objetivo com essa pesquisa ¢ avaliar a
ideia de que a obesidade e alteragdes associadas a essa condi¢do podem alterar as defesas naturais
do corpo. Para isto, vamos realizar um estudo do seu sistema de defesa (imunologico), no qual serdo
analisadas células “natural killer” (NK), que sdo um tipo de célula de defesa capazes de defender o
organismo contra células tumorais e células infectadas com virus. Caso aceite participar do estudo,
vocé deverd permitir a realizacdo da coleta do seu sangue. Além disto, vocé deverd autorizar a
avaliacdo de bioimpeddncia, para que possamos coletar dados que confirmem e possam ser
correlacionados com os dados obtidos posteriormente. Vocé também deverd responder um
questiondrio a respeito da sua saide. Quando vocé estiver respondendo esse questiondrio se alguma
pergunta lhe causar constrangimento vocé podera deixar de respondé-la.

Vamos a seguir, explicar a vocé para que utilizaremos o material coletado e os riscos e
desconforto que poderdo existir.

Avaliagiio de bioimpedancia - O indice de Massa Corporal (IMC) sera calculado a partir da
relagdo peso (kg)/altura2 (m) e classificado de acordo com proposto. A avaliagio da composigdo
corporal sera realizada pelo método de Bioimpedancia. Os pacientes serdo selecionados segundo os
critérios de inclusdo: ter IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m2 para individuos ndo obesos, entre 25 e 29,9
kg/m2 para individuos com sobrepeso, entre 30 e 34,9 kg/m?2 para individuos com obesidade grau 1,
e, valores entre 35 e 39,9 kg/m2 para individuos com obesidade grau 2.

Coleta de sangue - Serdo coletados, por uma pessoa devidamente (reinada,
aproximadamente 10 mL do seu sangue; utilizando material estéril e descartavel. Os riscos e
desconfortos que vocé correrd nessa coleta sdo minimos e poderdo ser desmaio, sangramentos,
manchas arroxeadas ou infec¢do no local da coleta. Entretanto minimizaremos estes riscos com
cuidados na realizacdo deste procedimento, que sdo a limpeza no local da coleta através da utilizagao
de alcool e pressionando a regido do brago onde foi feita a coleta com algodao por alguns minutos,
apos a retirada da agulha. Com o sangue coletado iremos realizar um exame laboratorial das células
do seu sangue (hemograma e medidas de marcadores de doenga), para determinar o seu estado atual.
Destas células do sangue iremos realizar o estudo determinando caracteristicas especificas

81



Interagées imunoendocrinas entre leptina e células NK na obesidade

importantes da doenga, para estudar seu sistema de defesa (sistema imunolégico). Todos os
procedimentos estardo de acordo com a Resolugdo do Conselho Nacional de Satde (CNS - 441/11,
Art. 1°, itens 2.11 e 6; Portaria MS 2.201/11, Capitulo 11, Artigos 5° e Capitulo 111, Artigo 8).

O material biologico utilizado neste trabalho (sangue periférico) serd utilizado somente para
pesquisa e em seguida devidamente descartado.

Sua participagdo € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento,
retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Os beneficios da sua participag¢do nesta pesquisa € que vocé sera informado do resultado
que iremos realizar com a amostra do sangue coletado.

Vocé também ird contribuir com a busca pela melhoria dos estudos na pesquisa dessa
doenca com informagoes que poderdo beneficiar o tratamento da doenga e/ou da cura.

Garantimos que todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo serd
identificado em nenhum momento. Os dados serio guardados em local seguro e a divulgacdo dos
resultados sera feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Objetivando o carater confidencial,
todos os voluntirios dessa pesquisa serdo identificados por codigos, que serdo inseridos no
questionario. Assim, o(a) Sr.(a) ndo sera identificado em qualquer publicagio que este estudo podera
resultar. Caso vocé tenha interesse nos resultados da pesquisa basta solicitar ao pesquisador
responsavel.

Apesar de existir o risco de vazamento de dados presentes nos prontudrios dos pacientes
para fora da equipe de pesquisa, os dados dos prontuarios e questionarios aplicados serdo guardados
em local seguro, conhecido apenas pela equipe envolvida na pesquisa, no tempo de execucio deste
projeto. Garantimos que seus dados e suas amostras serdo utilizados apenas para este estudo e, em
seguida, descartados.

Sua participaciio nesta pesquisa ¢ voluntaria, vocé ndo sera pago por participar do estudo.
No entanto, caso vocé tenha algum gasto que seja devido a sua participagio na pesquisa, vocé serd
ressarcido, e se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera
direito a indenizagao.

Of(a) Sr.(a) ficard com uma copia deste documento e em caso de interesse na obten¢do dos
resultados (exames) referentes a sua amostra sanguinea ou de davidas a respeito deste estudo basta
contatar a pesquisadora responsavel, Dr* Tatjana Keesen de Souza Lima, no Centro de Biotecnologia,
Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cidade
Universitaria- Jodao Pessoa - PB - Brasil - CEP: 58051-900 Fone: (83) 3216-7173 ou outro membro
da equipe cujo contato sera fornecido no local da coleta.

Para esclarecimentos referentes a questdes éticas desta pesquisa o (a) voluntario(a) podera
entrar em contato com a Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) localizada no Centro de Ciéncias da Satde (1° andar / Campus 1 / Cidade Universitaria CEP:
58.051-900 - Jodo Pessoa-PB Tel. (83) 3216 7791 email: comitedeeticai@ces.ulpb.br e/ou Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), enderecada na Esplanada dos Ministérios, em Brasilia —
DF (CEP: 70058-900; Tel: (61) 33155877; e-mail: conep(@saude.gov.br) responsavel por elaborar e
atualizar normas acerca dos aspectos éticos das pesquisas que envolvem seres humanos no Brasil
além de coordenar os CEPs das instituicoes.
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Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera desenvolvida, os riscos e
beneficios envolvidos, bem como os meus direitos, e concordo em participar voluntariamente do
estudo “INTERACOES IMUNOENDOCRINAS ENTRE LEPTINA E CELULAS NK NA
OBESIDADE" autorizando o uso do meu sangue para a realiza¢do deste estudo.

Voluntario:

Data: / /
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do CEP

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE S Emo"g“lo
FEDERAL DA PARAIBA - asil
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS PROGNOSTICOS E POTENCIAL
ANTI-INFLAMATORIO DE FITOCANABINOIDES EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE

Pesquisador: Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente
Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 77985223.3.0000.5188

Instituicao Proponente: Centro de Biotecnologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.723.650

Apresentacao do Projeto:

O projeto trata de Avaliar biomarcadores prognosticos na sub populacao de linfocitos T regulatorios,
mondcitos e células natural killers T invariantes, bem como do potencial anti-inflamatorio de fitocanabinoides
em pessoas com obesidade e comorbidades associadas

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primdrio:

Gerar conhecimento sobre as conexoes entre obesidade e comorbidades associadas e seus aspectos
imunolégicos. Para tal, serao avaliados os mecanismos celulares e moleculares de subtipos de linfocitos T,
células natural killers T invariantes e mondcitos caracteristicos da obesidade, correlacionando com achados
clinicos e laboratoriais. Além disso, serao investigados os potenciais mecanismos desencadeados nestas
células frente ao tratamento com Cannabis sativa.
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ANEXO B — Publicagoes (artigos e capitulos de livro)

o Leptin, NK cells, and the weight of immunity: Insights into obesity

International Immunopharmacology 147 (2025) 113992

Contents lists available at ScienceDirect

International Immunopharmacology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/intimp

ELSEVIER

Leptin, NK cells, and the weight of immunity: Insights into obesity

Arthur Gomes de Andrade *, Shayenne Eduarda Ramos Vanderley °, Lorrane de Farias Marques®,
Fernanda Silva Almeida *, Luiz Henrique Agra Cavalcante-Silva ", Tatjana Souza Lima Keesen **

® Immunology Laboratory of Infectious Diseases, Department of Cellular and Molecular Biology, Federal University of Paraiba, Joao Pessoa, Parafba 58051-900, Brazil
® Medical Sciences and Nursing Complex, Federal University of Alageas, Arapiraca 57309-005, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Obesity is a chronic inflammatory disease that affects more than 1 billion people worldwide and is associated

Hormones . with various metabolic and physiological dysfunctions, directly impacting the dynamics of the immune response,

;Tmt?_endocrme partly due to elevated leptin levels. Leptin is an important peptide hormone that regulates neurcendocrine
etabolism

function and energy homeostasis, with its blood levels reflecting energy reserves, fat mass, or energy deprivation.
This hormone also plays a fundamental role in regulating immune function, including the activity of NK cells,
which are essential components in antiviral and antitumor activity. In obese individuals, leptin resistance is
commonly established, however, NK cells and other immune components remain responsive to this hormone. So
far, leptin has demonstrated paradoxical activities of these cells, often associated with a dysfunctional profile
when associated with obesity. The excessive fat is usually related to metabolic remodeling in NK cells, resulting
in compromised antitumor responses due to reduced cytotoxic capacity and decreased expression of cytokines
important for these defense mechanisms, such as IFN-y. Therefore, this review approaches a better understanding
of the immunoendocrine interactions between leptin and NK cells in the context of obesity.

Innate immunity

1. Introduction

Natural killer (NK) cells are type I innate lymphoid cells (ILC1), well
known for their ability to kill virus-infected and cancerous cells through
cytotoxic mechanisms [1-4]. The activation of NK cells depends on the
action of activating (e.g., NKp30, NKp44, and NKp46) and inhibitory
(KIR) receptors that play crucial roles in immunosurveillance and

healthy cells [5]. They also play an important role by producing these
cytokines and chemokines, interacting with other immune and non-
immune cells, and either stimulating or inhibiting them, depending on
the context [3.4,6-9].

These cells exhibit a high heterogeneity and can be classified into
three main effector subsets: NK1, which primarily has a cytotoxic pro-
file; NK2, known for cytokine production and high proliferative capac-

cytotoxicity, including mechanisms that prevent the elimination of ity; and NK3, characterized by adaptive functions and

Abbreviations: 25HC, 25-hydroxycholesterol; 27HC, 27-hydroxycholesterol; ARC, Arcuate Nucleus; BAT, Brown Adipose Tissue; BMI, Body Mass Index; CAR,
Chimeric Antigen Receptor; CART, Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript; (CCL2), C-C motif ligand 2; COVID, Coronavirus Disease; DLD, DLD-1 (colon
adenocarcinoma cell line); DMH, Dorsomedial Hypothalamus; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; ER, Endoplasmic Reticulum; FBP1, Fructose Bisphosphatase
1; GABA, Gamma-Aminobutyric Acid; GZM, Granzyme; HSL, Hormone-Sensitive Lipase; IFN, Interferon; IGF, Insulin-Like Growth Factor; IL, Interleukin; ILC, Innate
Lymphoid Cells; ILC1, Innate Lymphoid Cells Type 1; iNKT, Invariant Natural Killer T cells; IRS, Insulin Receptor Substrate; JAK, Janus Kinase; JNK, c-Jun N-terminal
Kinase; KIR, Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; LDLR, Low-Density Lipoprotein Receptor; LEP, Leptin; LepR, Leptin Receptor; LH, Luteinizing Hormone;
MC4R, Melanocortin-4 Receptor; MCP, Monocyte Chemoattractant Protein; MCP-1, Monocyte Chemoattractant Protein-1; ME, Median Eminence; MPO, Median
Preoptic Nucleus; MSH, Melanocyte-Stimulating Hormone; mTOR, Mammalian Target of Rapamycin; MYC, Myc Proto-Oncogene; NA, Noradrenaline; NAFLD, Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease; NEFAs, Non-Esterified Fatty Acids; NK, Natural Killer; NKG2D, Natural Killer Group 2, Member D; NPY, Neuropeptide Y; NTS, Nucleus
of the Solitary Tract; OXPHOS, Oxidative Phosphorylation; PD, Programmed Death; PKA, Protein Kinase A; PKC, Protein Kinase C; POMC, Pro-opiomelanocortin;
PPAR, Peroxisome Proliferator-Activated Receptors; PTP1B, Protein Tyrosine Phosphatase 1B; PVN, Paraventricular Nucleus; SAT, Subcutaneous Adipose Tissue;
SOCS3, Suppressor of Cytokine Signaling 3; SREBP, Sterol Regulatory Element-Binding Protein; STAT, Signal Transducer and Activator of Transcription; TGF,
Transforming Growth Factor; Th, T Helper Cell; TIL, Tumor-Infiltrating Lymphocytes; TNF, Tumor Necrosis Factor; UCP, Uncoupling Protein; VAT, Visceral Adipose
Tissue; VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor; VMH, Ventromedial Hypothalamus; WAT, White Adipose Tissue.
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Magna Suzana Alexandre-Moreira?,
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Luiz Henrique Agra Cavalcante-Silva
Center, Federal University
and Immunity, Institute of B
oas, Maceic, Brazil, *Medical Sciences and M

Brazil

‘Biotechnolog

Complex, Federal U ty of Alageas,

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive primary brain tumor in adults,
characterized by rapid proliferation, diffuse infiltration, and resistance to
conventional therapies. Despite advances in surgery, radiotherapy, and
chermnotherapy, the prognosis remains dismal, with median survival rarely
exceeding 15 months. The immunosuppressive and heterogeneous tumor
microenvironment (TME), along with profound tumor-intrinsic resistance
mechanisms, contributes significantly to treatment failure. Cardiotonic steroids
(CTS), such as ouabain, have recently gained attention for their pleiotropic effects
beyond Na*/K*-ATPase inhibition, including modulation of intracellular
signaling, induction of cell death, and immune regulation. In GBM, ouabain has
been shown to reduce tumor cell viability, impair migration, disrupt angiogenesis,
and alter different signaling pathways. Although direct evidence of ouabain’s
effects on the GBM immune microenvironment is limited, findings from other
models suggest that it can modulate both innate and adaptive immune
responses, affecting T cells, regulatory T cells, dendritic cells, monocytes, and
NK cells. While previous reviews have explored the anticancer and
pharmacological aspects of cardiotonic steroids, the immunological dimension
of ouabain's activity remains underrepresented. This review integrates current
evidence on ouabain’s dual actions in tumor biology and immune regulation,
emphasizing its emerging therapeutic potential and the need for deeper
investigation within high-grade glioma models.

HEYWORDS

cancer, cardiotonic steroid, tumor microenvironment, GBM, cytotoxicity
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards:
Antiviral immunity
Spike protein

Following SARS-CoV-2 infection, COVID-19 vaccination remains prudent as a form of combined protection. This
strategy fosters the development of a hybrid immune response in individuals, surpassing the protective efficacy
of natural infection or just vaccination. However, many questions remain unsolved, and more studies are needed

E)T;L?;: to understand this type of immunity. Considering this, this study aimed to compare the T-cell immune profile of
Vaccines unvaccinated and vaccinated patients who had previously recovered from mild COVID-19. In a quiescent state

characterized, CD8" T cells derived from individuals who had experienced mild COVID-19 and remained un-
vaccinated exhibited elevated expression of CD69 and IFN-y compared to the group that received the vaccina-
tion. Conversely, within the CD4" T cell population, greater levels of IFN-y, TNF-tt, CD107a, and perforin are
observed in the unvaccinated group compared to those vaccinated. Furthermore, a distinct funetional profile
emerges in T cells obtained from COVID-19-vaccinated patients who experienced mild COVID-19. Upon exposure
to spike antigens, CD4" T cells demonstrate heightened activity and functionality. This is evidenced by the
augmented expression of CD137, CD&9, and IL-10 compared to similarly affected yet unvaccinated patients.
Moreover, the CD8™ T cell subset within the vaccinated cohort displays heightened levels of perforin, TNF-a, and
IL-10 when juxtaposed with the unvaccinated group. These findings collectively imply the ability of unvacci-
nated individuals to develop an effector-oriented profile in their immune responses. Conversely, individuals who
have encountered mild COVID-19 and subsequently received vaccination can orchestrate a proficient antiviral
immune response, coupled with a major immunoregulatory capacity.

1. Introduction

The emergence of the COVID-19 outbreak has presented the scien-
tific community with the imperative to devise strategies to limit the
dissemination of the SARS-CoV-2 virus. These strategies encompass a
spectrum of non-pharmacological interventions, therapeutic modalities,
and the pursuit of vaccine development [1-4], Paramount among these
strategies is the advent of vaccines, which played a pivotal role in
mitigating the pandemic’s impact [5-7]. Diverse technological ap-
proaches, encompassing novel and established methodologies, were
harnessed to yield safe and efficacious vaccines [8,9]. Foremost among
the approved vaccines was an mRNA-based formulation, marking a
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significant milestone [10]. Subsequently, many other vaccine types were
supported, spanning viral vector constructs, inactivated whole virus
formulations, and peptide-based candidates [8,11].

The inquiry into the immune response elicited by vaccination and
that arising from natural infection continues to be a subject of investi-
gation. While the innate immune response, mediated by cellular com-
ponents and cytokines, such as interferons (IFN) o/f and &, is deemed
crucial for curbing the initial infection [12,13], a robust T cell response
is required for achieving viral clearance in mild COVID-19 patients [14,
15]. It is essential to underscore that CD4" and CD8" T cells exhibit
responsiveness to various antigens, spanning structural and nonstruc-
tural proteins [16-18] investigations have highlighted a predominant
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Abordagens terapéuticas com células natural killers contra o glioblastoma
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RESUMO

O glioblastoma (GBM) é o tumor maligno primario mais comum e agressivo do
sistema nervoso central, com prognodstico reservado e resisténcia significativa
as abordagens terapéuticas convencionais. A baixa imunogenicidade do GBM,
somada a presenca de células regulatérias e a producgéo de citocinas imunos-
supressoras, compromete a eficacia das terapias. Nesse cendrio, as células
Natural Killer (NK) surgem como uma alternativa estratégica, por apresentarem
atividade citotéxica independente de antigenos tumorais apresentados por
MHC. No entanto, sua atuac¢do no GBM é limitada por multiplos mecanismos
de evasao presentes no microambiente tumoral, como a supresséo por cito-
cinas anti-inflamatdrias, a baixa expressao de ligantes ativadores e a inibigao
via checkpoints imunolégicos. Este capitulo revisa criticamente as principais
abordagens para potencializar a resposta de células NK contra o GBM, com
énfase em terapias baseadas em células geneticamente modificadas, blogueio
de receptores inibitérios, uso racional de citocinas e quimiocinas para aumentar
a viabilidade e o trafego celular, e desenvolvimento de engajadores biespeci-
ficos e triespecificos capazes de recrutar e ativar células NK de forma direcio-
nada. A integragcdo dessas estratégias reflete uma mudancga de paradigma na
tentativa de ampliar o repertério terapéutico disponivel para o tratamento de
gliomas de alto grau, particularmente aqueles refratarios as abordagens atuais.

Palavras-chave: imunoterapia; engenharia celular; microambiente imunossupressor;
receptores de checkpoint.
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Resumo: Desenvolvimento de polipeptideo imunogénico do SARS-CoV-2 e
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caracterizado por peptideos imunogénicos do coronavirus e sua
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