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CORRELAGAO ENTRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
INTERLEUCINA-6 (IL-6) E BIOMARCADORES DE RESISTENCIA
INSULINICA EM ADULTOS JOVENS OBESOS

CORRELATION BETWEEN SERUM INTERLEUKIN-6 (IL-6) AND
INSULIN RESISTANCE BIOMARKERS IN OBESE YOUNG ADULTS

Luana Oliboni', Jeferson Noslen Casarin’, Eduardo Ottobelli Chielle’

RESUMO

Introducao: O tecido adiposo € um importante érgao enddcrino secretor de
adipocinas como a interleucina-6 (IL-6), que estimula a producgéo de proteinas de
fase aguda no figado, conduzindo a um estado inflamatério subclinico associado ao
surgimento de comorbidades presentes na obesidade, como a resisténcia a insulina
(RI). O objetivo deste estudo foi avaliar a concentragdo de IL-6 em jovens obesos,
com sobrepeso e de peso normal, correlacionando as concentragdes dessa citocina
com biomarcadores de RI.

Métodos: Foi conduzido um estudo transversal que envolveu 149 individuos: 54 saudaveis
(32 mulheres e 22 homens), 27 com sobrepeso (17 mulheres e 10 homens) e 68 obesos
(41 mulheres e 27 homens). As medidas antropométricas e as concentragdes de IL-6,
insulina, hemoglobina glicada e glicose foram determinadas, assim como os calculos
do Modelo de Avaliagdo da Homeostase (HOMA) e da sensibilidade insulinica (SI).

Resultados: Pacientes obesos mostraram niveis de IL-6, glicose, insulina e HOMA
significativamente superiores e redugao da S| quando comparados com pacientes
de peso normal. Correlacdes positivas foram observadas entre IL-6, glicose, insulina
e HOMA.

Concluséo: Este estudo sugere que a IL-6 pode ter um papel-chave no desenvolvimento
da Rl em obesos e que 0 aumento de sua produgao pode contribuir para a inflamagéao
do tecido adiposo e interferir significativamente na atividade da insulina. Embora
mais estudos clinicos sejam necessarios para elucidar os reais mecanismos de
interferéncia da IL-6 sobre a Sl, sugere-se que essa citocina podera ser, no futuro,
uma determinagao importante para avaliar e monitorar a Rl em obesos jovens.

Palavras-chave: Citocina; obesidade; diabetes; insulina

ABSTRACT

Introduction: Adipose tissue is a major endocrine organ responsible for secretion
of adipokines, such as interleukin-6 (IL-6), which stimulates the production of acute
phase proteins in the liver, leading to a proinflammatory condition associated with the
development of comorbidities in obesity, such as insulin resistance (IR). The aim of this
study was to evaluate the IL-6 concentration in obese, overweight, and normal-weight
young adults, correlating the concentrations of this cytokine with IR biomarkers.

Methods: A cross-sectional study was conducted involving 149 subjects: 54 healthy
subjects (32 women and 22 men), 27 overweight subjects (17 women and 10 men)
and 68 obese subjects (41 women and 27 men). The anthropometric measures and
IL-6, insulin, glucose, and glycated hemoglobin concentrations were determined, as
well as HOMA and insulin sensitivity levels.
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Results: Obese patients showed significantly higher IL-6 levels of glucose, insulin,
and HOMA and lower SI compared with normal-weight patients. Positive correlations
were observed between IL-6, glucose, insulin, and HOMA.

Conclusions: The present study suggests that IL-6 may have a key role in the
development of IR in obese patients, and increasing its production can contribute to
inflammation in adipose tissue and significantly interfere with insulin activity. Although
further clinical studies are needed to elucidate the actual IL-6 interference mechanisms
on SI, we believe that this cytokine may be an important factor to evaluate and monitor
IR in obese young adults in the future.

Keywords: Cytokine; obesity; diabetes; insulin

A obesidade é uma doencga caracterizada
pelo acumulo excessivo de gordura corporal, que
produz efeitos deletérios a saude. Ha um consenso
na literatura de que sua etiologia é multifatorial,
envolvendo aspectos bioldgicos, histéricos, ecoldgicos,
politicos, socioecondmicos, psicossociais e culturais'.
A obesidade se tornou um problema epidémico em
todo o mundo. No Brasil, o crescimento do excesso
de peso e da obesidade é alarmante, sendo que,
atualmente, 52% da populagéo brasileira se encontra
acima do peso recomendado?.

Aobesidade esta fortemente associada a resisténcia
ainsulina (RI), pois o0 acumulo de gordura corporal
ocasiona um aumento na producgao de substancias
inflamatérias. Isso ocorre porque o tecido adiposo é um
tecido metabolicamente ativo que secreta substancias
com acao local ou sistémica, as quais exercem uma
contribuicdo significativa para o desenvolvimento
de desordens metabodlicas®. ARI é frequentemente
associada a hiperinsulinemia, que em obesos parece
ser causada por hipersecregdo hormonal primaria e
compensatoria a resisténcia tecidual a insulina*. ARI
€ caracterizada por uma diminuigdo na capacidade
de ainsulina estimular a entrada e utilizagao celular
da glicose, particularmente pelos musculos e pelo
tecido adiposo. Além disso, tem repercussdes sobre
o metabolismo lipidico e proteico e sobre a fungéo
endotelial vascular e expresséo genética®.

O tecido adiposo € uma importante fonte de IL-6
para a circulacao sistémica. Existe uma correlagao
direta entre a produgédo de IL-6 e a massa adiposa, e
ha evidéncias de que o tecido adiposo visceral seja
0 maior responsavel por essa produg¢ao®. Por outro
lado, uma redugédo da massa adiposa através do
emagrecimento € acompanhada de uma redugéo
das concentragdes circulantes de IL-67. O contetddo
plasmatico de IL-6 apresenta-se positivamente
correlacionado ao aumento da massa corporal, ou seja,
quanto maior o acumulo de gordura corporal, maior
a expressao de IL-6 pelo tecido adiposo®. A secregao
dessa citocina pelos adipdcitos é estimulada pela
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administragdo de insulina e de catecolaminas, via
receptores beta-adrenérgicos®. O impacto metabdlico
produzido pelo aumento da expressao de IL-6
pelos adipdcitos pode ser de crucial importancia na
patogenia da obesidade™. Além disso, foi sugerido
que a IL-6 pode constituir fator de interligagao entre
a aterosclerose e o processo inflamatério, dadas a
demonstragdo de associagado negativa entre IL-6 e
high density lipoprotein cholesterol (HDL-c) e a forte
associagao positiva entre essa citocina e mediadores
inflamatorios™.

Essa citocina € uma proteina de baixo peso
molecular que age de forma local e sistémica,
gerando uma variedade de respostas fisiologicas
também relacionadas as funcdes enddcrinas e
metabdlicas'?. Diversos tipos celulares, além de
macroéfagos e linfocitos, sdo responsaveis pela
secrecgao de IL-6, como as células endoteliais, beta
pancreaticas, hepatdcitos, musculares esqueléticas
e lisas, astrocitos e adipocitos'®. AIL-6 é pleitrépica e
possui importantes fungdes na regulagao de resposta
imune, inflamacao e hematopoiese™.

Uma das fungdes mais conhecidas e estudadas
da IL-6 é estimular a produgéo da proteina C-reativa
(PCR) pelos hepatdcitos. Essa proteina é a principal
mediadora da resposta inflamatéria de fase aguda
e possui fungdes imunorreguladoras, como o
recrutamento e a ativagao do sistema complemento,
0 aumento da reatividade leucocitaria e o estimulo
a liberagdo de citocinas, como a IL-1, a IL-18, a
propria IL-6 e o TNF-a'5. Paralelamente a fungdo
de defesa, a PCR possui também diversas agdes
que estédo implicadas na patogénese de doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica, intolerancia
a glicose e diabetes melito 2 (DM2)'. Por outro
lado, niveis elevados de IL-6 podem igualmente
reduzir a sensibilidade insulinica (SI) por inibigdo do
transportador de glicose 4 (GLUT-4)"". Foi recentemente
proposto que a IL-6 desempenha um papel central
na inter-relacédo entre a obesidade, a inflamacgao e
a doenca coronaria. Assim, além de agravar o risco
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cardiovascular, niveis cronicamente aumentados de
IL-6 podem contribuir para a manutengao do estado
de insulino-resisténcia’. A correlagao direta entre as
concentragdes circulantes de IL-6 e a Rl sugere que a
IL-6 pode ser um importante regulador local da agéo
dainsulina ou ainda, como um hormonio circulante,
levar a um aumento da RI no tecido muscular'®2°,

O conjunto desses achados sugere que a IL-6
pode agir de formas distintas, dependendo da sua
concentragao organica, tanto nos tecidos periféricos
quanto no sistema nervoso central, influenciando o
peso corporal, a homeostase energética e a SI™.
Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a
concentragao sérica de IL-6 em pacientes adultos
jovens obesos, com sobrepeso e de peso normal,
correlacionando as concentragdes da citocina com
biomarcadores de RI.

METODOS

Populacao do Estudo

Neste estudo transversal, os participantes foram
recrutados de unidades basicas de saude no periodo
de marco a agosto de 2015, para o laboratorio
de Bioquimica Clinica da Universidade do Oeste
de Santa Catarina (UNOESC) em Sao Miguel do
QOeste (SC). O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da UNOESC (n° 219.091), e
todos os participantes forneceram consentimento por
escrito. Inicialmente, foram recrutados 183 voluntarios,
que foram classificados de acordo com os critérios
estabelecidos pela Organizagao Mundial da Saude
e pelo National Institute for Health and Clinical
Excellence?', levando em consideracdo indice de
massa corporal (IMC), circunferéncia abdominal
(CA) e porcentagem de gordura corporal. Foram
obedecidos os seguintes critérios de inclusao:
voluntarios de peso normal (IMC 18,5-24,9 kg/m?),
com sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m?) e obesos (IMC
> 30 kg/m?), obesidade central (definida como CA
= 102 cm para homens e = 88 cm para mulheres) e
percentual de gordura (= 20% para homens e = 33%
para mulheres). Foram excluidos os voluntarios que
apresentaram glicemia de jejum e/ou hemoglobina
glicada (HbA, ) fora dos valores de referéncia.
Ahistéria pregressa dos pacientes foi verificada por
meio de um questionario padrao, que possibilitou a
selecao de voluntarios sem doencas prévias, como
DM2, hipertenséo, doengas coronarias, neoplasias
e outras doencgas ou disfungdes que poderiam
influenciar a distribuicdo do gendtipo obeso e os
biomarcadores. A partir dos critérios mencionados,
foram excluidos 34 pacientes, e a amostra foi
composta por 149 individuos pareados por sexo,
idade (18 a 30 anos) e IMC, sendo 54 individuos com
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peso normal (32 mulheres e 22 homens), 27 com
sobrepeso (17 mulheres e 10 homens) e 68 obesos
(41 mulheres e 27 homens). Os participantes ndo
eram fumantes e ndo estavam tomando qualquer
medicacao.

Analise Antropométrica

Todas as medigdes foram realizadas no Laboratério
de Antropometria da UNOESC. A altura (cm) foi medida
com precisado de 0,1 cm através de um estadiémetro
de parede (Charder, modelo HM-210D® - SP - Brasil).
O peso (kg) foi medido com precisédo de 0,1 kg através
de uma balanca eletrénica calibrada (Toledo, modelo
2124® Sao Bernardo do Campo - Brasil). O IMC foi
calculado como peso/(altura)? (kg/m?). A circunferéncia
abdominal (CA) e a circunferéncia do pescoco (CP)
(cm) foram medidas com uma fita flexivel com
precisao de 0,1 cm. Para a CA, a fita foi aplicada
acima da crista iliaca com o abdémen relaxado, os
bragos ao lado do corpo e os pés juntos. Para a CP,
o participante permaneceu na mesma posigao, e a
fita foi colocada sobre a metade da garganta sobre o
osso hioide. Durante as medi¢des antropométricas,
todos os participantes estavam descalgos e vestidos
com roupas leves. O percentual de gordura e peso
de gordura foram determinados por bioimpedancia
(Biodynamics, modelo 450® - SP - Brasil). A analise
antropométrica foi realizada de acordo com métodos
estabelecidos na literatura.

Testes Laboratoriais

As amostras de sangue foram coletadas apés
um jejum de 12 horas, sendo utilizado sangue total
com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e soro.
Ainsulina foi determinada por eletroquimioluminescéncia
em analisador Elecsys 2010® (Roche Diagnostics -
Forrenstrasse - Suica). O indice de RI foi calculado
pelo Modelo de Avaliagdo da Homeostase para
Resisténcia a Insulina (HOMA-IR) — insulina em
jejum (mlIU/L) x glicemia de jejum (mg/dL)/22,5,
como descrito por Matthews et al.?%. A avaliagdo da
Sl foi realizada pelo indice de QUICKI (Quantitative
Insulin Sensitivity Check Index), conforme recomenda
Katz etal.*. AHbA, foi mensurada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em equipamento Tosoh
2.2 Plus A1C® (Tosoh Corporation, Toquio, Japao)
e expressa em percentual, método certificado pelo
National Glycohemoglobin Standardization Program e
padronizado pela International Federation of Clinical
Chemistry. A glicose foi determinada enzimaticamente
em equipamento BIO2000® (Bioplus - Barueri -
Brasil), com utilizacao de um kit de ensaio comercial
(Glicose Liquiform® - Labtest Diagnostics, Brasil).
Os niveis séricos de IL-6 foram determinados por
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
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em equipamento semiautomatizado MCL-2100C®
(Mecan Guangzhou - China), com utilizagao do kit
Human IL-6 Protein (Minneapolis R&D Systems®,
EUA). Os limites de deteccéo dos ensaios foram os
seguintes: 0,09 pg/mL, sensibilidade de 2 pg/mL e
intervalo da curva de 23,3 a 2.560 pg/mL.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software
Statistica 6.0° (StatSoft, Tulsa, EUA). Os dados sé&o
expressos como média t desvio padrdo ou mediana e
intervalo interquartil. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para examinar a distribuicao de variaveis.
Comparagdes de dados de base entre os grupos
foram realizadas através da analise de variancia
one-way (ANOVA one-way), seguida pelo teste de
Tukey (variaveis paramétricas) ou teste de Kruskal-
Wallis e, por fim, pelo teste de comparagéo multipla
de Dunn (variaveis ndo parameétricas). Os coeficientes
de correlagdo de Spearman foram calculados para
descrever as associagdes entre as variaveis e o efeito
de potenciais fatores de confusao, que foi testado
em regresséo linear multipla. O valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Caracteristicas Gerais da Populagao Estudada

As caracteristicas basais e a idade dos participantes
do estudo estdo descritas na Tabela 1. Como
esperado, peso, IMC, circunferéncia do quadril e da
cintura, porcentagem de gordura corporal e peso de
gordura corporal no grupo obeso apresentaram um
aumento significativo (p < 0,001) na comparagao
com o0s grupos de peso hormal e sobrepeso.

Tabela 1: Caracteristicas basais da populagdo do estudo.

Analises Laboratoriais

As concentragdes bioquimicas estdo expressas
nas Figura 1a-f. O grupo obeso apresentou um
significativo aumento nas concentragées de insulina,
glicose, HbA, , HOMA (p <0,0001) e IL-6 (p < 0,05),
quando comparado com o grupo de peso normal.
O grupo obeso também mostrou uma diminuigao
significativa da Sl (p < 0,0001) quando comparado com
0 grupo de peso normal. Além disso, o0 grupo obeso
apresentou um aumento significativo (p < 0,001) nos
niveis de insulina, HbA, e HOMA, e uma redugéo
significativa (p < 0,0001) na Sl quando comparado
com o grupo com excesso de peso. Nao foram
observadas diferencgas significativas entre homens
e mulheres.

Correlagées Entre os Parametros Analisados

Correlacbes positivas foram observadas entre
IL-6 e IMC (r = 0,365; p = 0,002) (figura 2a); IL-6 e
glicose (r=0,271; p=0,02) (figura 2b); IL-6 e insulina
(r = 0,249; p = 0,04) (figura 2c); e IL-6 e HOMA
(r=0,287; p = 0,01) (figura 2d). Ja uma correlagéo
negativa foi observada entre IL-6 e Sl (r = -0,270;
p = 0,02) (figura 2e).

DISCUSSAO

Este estudo permitiu comparar concentragdes
séricas de IL-6 com marcadores de Rl em individuos
jovens com peso normal, com sobrepeso e com
obesidade. Cabe ressaltar que todos os pacientes,
inclusive os obesos, eram pacientes saudaveis,
sem doencas prévias ou instaladas. Concentracdes
elevadas de IL-6 no grupo obeso eram esperadas,
uma vez que pacientes obesos apresentam inflamagao
cronica de baixo grau, e uma das principais fontes

Grupos

Peso normal Excesso de peso Obeso
N 54 27 68
Masculino/Feminino 22/32 10/17 27141
Idade (anos) 21,0 (19,8-24,0) 24,0 (21,0-26,0) 25,0 (22,0-27,0)
Peso (Kg) 60,1+9,4 77,2 £7,0 97,7 £ 16,0*
IMC (Kg/m?) 20,9 (19,3-22,6) 28,1 (26,5-28,7)* 34,1 (32,4-37,5)*
CC (cm) 72,3+6,8 87,7 £ 6,3* 104,2 £ 13,7*
CQ (cm) 95,7 £ 6,2 107,1 £ 5,5* 117,8 £ 8,9*¥

Gordura corporal (%)
Massa corporal gorda (Kg)

25,3 (18,9-28,9)
14,9 (12,7-17,9)

33,3 (27,4-36,8)"
24,2 (21,0-28,3)*

38,7 (34,8-41,6)
36,1 (31,1-40,7)*

Os dados sao expressos como média + SD ou mediana (interquartis). Os dados foram processados para analise de variancia One-way, seguido
pelo teste de Tukey ou Kruskal Wallis seguido pelo teste de comparagao multipla de Dunn. IMC: Indice de Massa Corporal; CC: circunferéncia
da cintura; CQ: circunferéncia do quadril. * p <0,0001 em comparagéo com o grupo de peso normal. ¥ p <0,0001 comparado ao grupo com

excesso de peso.
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Figura 1. Caracteristicas bioquimicas da populagéo do estudo. (a) Insulina; (b) Glicose; (c) HbA, ; (d) HOMA,;
(e) Sensibilidade Insulinica (SI); (f): IL-6. Os dados sao expressos como média + SD ou mediana (interquartis). Os
dados foram processados por andlise de Variancia (One-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey ou teste de Kruskal
Wallis seguido pelo teste de comparagao multipla de Dunn. * p <0,05 em comparagao com o grupo de peso normal. **
p <0,0001 em comparagao com o grupo de peso normal € com 0 grupo com sobrepeso.

de citocinas s&o os tecidos adiposos subcutaneo e
visceral. Assim, o aumento do tecido adiposo esta
associado a superexpressao de adipocinas, como
TNF-alfa, IL-6 e PAI-1, e uma subexpressao de
adiponectina’®.

A condicao pro-inflamatéria e inflamatéria esta
intimamente associada ao desenvolvimento de RI,
uma vez que se tem demonstrado que citocinas
como a IL-6 podem interferir na atividade da insulina
e influenciar a disfungdo endotelial, em especial no
estagio inicial do processo de aterosclerose, em
individuos obesos e em pacientes com DM2°.

Este estudo explorou o impacto do sobrepeso
e da obesidade nas concentragdes séricas de IL-6

152 Clin Biomed Res 2016;36(3)

em voluntarios jovens, evidenciando que a IL-6
se correlacionou a obesidade, apresentando uma
associagao positiva com o IMC e com a RI. Amesma
correlagao foi encontrada entre a IL-6 e os niveis
plasmaticos de glicose e insulina e os valores de
HOMA, e o oposto foi evidenciado com a Sl, em
que foi observada uma correlagdo significativamente
negativa. Isso se justifica porque o aumento da
concentracao de IL-6 na obesidade esta associado
a expressao reduzida de substrato 1 do receptor da
insulina (IRS-1) e do GLUT-4 nos tecidos muscular,
adiposo e hepatico. Essas alteragdes induzem a R,
além de estimular a produgdo de PCR3?%, AIL-6 tem
efeito direto na sinalizagao da insulina em adipdcitos

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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Figura 2: Correlagdes entre IL-6 e as variaveis. (a) IL-6 — IMC, (b) IL-6 — Glicose, (c) IL-6 — Insulina, (d) IL-6 — HOMA,
(e) IL-6 — Sensibilidade Insulinica (Sl). Valores de r e p para correlagdo entre as variaveis foram obtidos através de

Correlagdo de Spearman.

e hepatdcitos, o que atrapalha a sua ligagao aos
receptores especificos, além de estimular a lipdlise
e a liberagdo de graxos livres na circulagao?.
Destaca-se também que a IL-6 pode induzir a RI
por diminuicdo da secre¢ao de adiponectina, uma
importante citocina que atua beneficamente na agéo
da insulina?’.

Dados sugerem que, enquanto o TNF-alfa age
de forma paracrina no adipécito, a IL-6 circula no
plasma em concentragdes relativamente altas, sendo,
portanto, muito mais importante sistemicamente,
podendo ser chamada de citocina enddcrina. Alguns
dos efeitos metabdlicos da IL-6 demonstrados in vitro
sugerem que essa citocina induz uma inibicao

http://seer.ufrgs.br/hcpa

dose-dependente sobre a liberagdo de insulina.
Em estudos com adipdcitos in vitro, a administragéo
de IL-6, além de comprovar essa estimulagao
autocrina, induziu a Rl através de uma inibicéo
aguda da fosforilagdo dos componentes da cascata
de sinalizagdo da insulina, mais precisamente na
subunidade beta do receptor de insulina. No tecido
adiposo de individuos resistentes a insulina, ficou
demonstrado que a expressao génica da IL-6 se
encontra exacerbada, exercendo efeitos inibitorios
na transcricao de IRS-1, GLUT-4 e Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor-y (PPARY)'%2,

In vivo, a IL-6 recombinante induziu alteragbes
metabdlicas usualmente encontradas em estados
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catabdlicos, aumentando as concentragdes
plasmaticas de glicose sem alterar significativamente
as concentracgdes plasmaticas de insulina®. Apesar
das células gordurosas contribuirem com 1/3 da
concentragdo circulante de IL-6, existem outras fontes
importantes de produgao dessas células, como os
mondcitos € macréfagos. Esse mecanismo pode
ser importante no desenvolvimento da RI, uma vez
que o tecido adiposo apresenta um nimero maior de
macrofagos infiltrados. Nesse contexto, talvez a IL-6
represente um fator hormonal que contribui para a
RI, uma vez que os macrofagos séo estimulados a
liberar substancias em virtude da hipdxia que ocorre
no tecido adiposo quando hipertrofiado®.

Ja foi demonstrado que pacientes com DM2
apresentam concentragdes plasmaticas elevadas
de IL-6, particularmente aqueles com caracteristicas
da sindrome de RI. Uma interpretagdo para esse
dado é que, no DM2 e na RI, ha uma resposta de
fase aguda devido ao aumento de IL-6 derivada da
secrecao imune ou do tecido adiposo, que nao sofre
restricdo e que atua em adipécitos hipersensiveis®.
De fato, ha dados mostrando que as concentragdes
plasmaticas de marcadores de fase aguda estéo
aumentadas nessas condigdes, como PCR, proteina
amiloide sérica A, alfa 1 glicoproteina acida, acido
sidlico e cortisol*'. Quando a inflamagao é mantida,
cronica ou descontrolada, como na obesidade, e
quando o estimulo se torna excessivo, os efeitos
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