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RESUMO

A obesidade € uma doenca comum, complexa e ndo maligna que se desenvolve
devido a interacdes entre 0s genes e 0 meio ambiente. O aumento do tamanho
celular (hipertrofia) altera o funcionamento do tecido adiposo, a secre¢édo e a
sensibilidade a moléculas sinalizadoras, como fatores inflamatérios e hormonais.
Dentre os fatores inflamatérios secretados, destaca-se a Interleucina-6 (IL-6),
importante citocina pleiotrépica atuante na imunidade, hematopoiese,
sensibilidade a insulina e homeostase energética. A modulacdo da expresséo do

7

gene IL6 € resultado de modificacdes gendmicas, como o0s polimorfismos
genéticos, e mecanismos epigenéticos. O polimorfismo rs1800795 é o mais
comumente estudado no gene IL6, encontra-se na posicdo -174 da regido
promotora do gene e caracteriza-se pela troca de um G (guanina) por um C
(citosina). Esse polimorfismo associa-se ao desenvolvimento de DM2 e obesidade.
A metilacdo do DNA é uma modificacdo epigenética envolvida na regulacdo da
expressdo génica, geralmente via silenciamento génico, o que contribui para os
riscos de muitas doencas multifatoriais, como DM2, doencas cardiovasculares e
obesidade. Este estudo tem como objetivo avaliar a ocorréncia do polimorfismo
rs1800795, o padrdo de metilacdo e a expressdo do gene IL-6 e associa-los aos
parametros clinicos e antropométricos de criancas brasileiras com obesidade e
eutrofia. Os parametros bioquimicos (glicemia em jejum, HDL, LDL e insulina)
foram avaliados no soro através de ensaio enzimatico colorimétrico. A avaliacao
do polimorfismo rs1800795 foi feita pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), seguida de tratamento com enzima de restricdo. A metilacdo de
DNA na regido promotora do gene IL6 foi analisada pela técnica de PCR
metilacdo-especifica (MSP). A expressédo de IL-6 foi avaliada por citometria de
fluxo. As frequéncias dos gendtipos e alelos referentes ao polimorfismo genético
rs1800795 nao diferiram entre os grupos. A presenca do alelo C associou-se com
0 aumento da GJ e diminuicdo da Circ.C no grupo com obesidade, e aumento da
insulina no grupo controle. As analises de MSP detectaram a perda da metilagédo
no gene IL6 em criancas com obesidade, e este resultado correlacionou com 0s
niveis de GJ. O percentual de células expressando IL-6 estava aumentado no

grupo com obesidade e correlacionado aos niveis de GJ, HDL e Circ.C. Em



conjunto, os resultados sugerem um papel relevante de IL-6 na obesidade infantil,

assim como dos mecanismos relacionados a sua transcrigdo génica.

Palavras chave: obesidade infantil, polimorfismo genético, metilacio DNA,
Interleucina-6.



ABSTRACT

Obesity is a common, complex, non-malignant disease that develops due to
interactions between genes and the environment. The increase in cell size
(hypertrophy) alters the functioning of adipose tissue, secretion and sensitivity to
signaling molecules, such as inflammatory and hormonal factors. Among the
secreted inflammatory factors, Interleukin-6 (IL-6) stands out, an important
pleiotropic cytokine active in immunity, hematopoiesis, insulin sensitivity and
energy homeostasis. Modulation of IL6 gene expression is the result of genomic
modifications, such as genetic polymorphisms, and epigenetic mechanisms. The
rs1800795 polymorphism is the most commonly studied in the IL6 gene, it is found
at position -174 of the promoter region of the gene and is characterized by the
exchange of a G (guanine) for a C (cytosine). This polymorphism is associated with
the development of DM2 and obesity. DNA methylation is an epigenetic
modification involved in the regulation of gene expression, usually via gene
silencing, which contributes to the risks of many multifactorial diseases such as
T2DM, cardiovascular disease and obesity. This study aims to evaluate the
occurrence of the rs1800795 polymorphism, the methylation pattern and the
expression of the IL-6 gene and associate them with the clinical and
anthropometric parameters of Brazilian children with obesity and eutrophy.
Biochemical parameters (fasting blood glucose, HDL, LDL and insulin) were
evaluated in serum using a colorimetric enzymatic assay. The rs1800795
polymorphism was evaluated using the polymerase chain reaction (PCR)
technique, followed by restriction enzyme treatment. DNA methylation in the
promoter region of the IL6 gene was analyzed by the methylation-specific PCR
(MSP) technique. IL-6 expression was assessed by flow cytometry. The
frequencies of genotypes and alleles related to the genetic polymorphism
rs1800795 did not differ between groups. The presence of the C allele was
associated with increased fasting glucose and decreased waist circumference in
the obese group, and increased insulin in the control group. MSP analyzes
detected loss of methylation in the IL6 gene in children with obesity, and this result
correlated with fasting glucose levels. The percentage of cells expressing IL-6 was

increased in the obese group and correlated with levels of fasting glucose, HDL



and waist circumference. Together, the results suggest a relevant role for IL-6 in
childhood obesity, as well as mechanisms related to its gene transcription.

Keywords: childhood obesity, genetic polymorphism, DNA methylation, Interleukin-
6.
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1- INTRODUCAO

1.1 Obesidade infantil

A obesidade é uma doenga comum, complexa, ndao maligna e se
desenvolve devido as interacdes entre 0s genes e o meio ambiente. A condicao
€ resultado da hiperalimentacdo e reducdo das atividades fisicas, que provoca
desequilibrio no balanco energético (NOROUZIRAD et al, 2017; KUMAR, 2019).
Apesar de ser resultado desse desequilibrio, sua etiologia é multifatorial.
Mudancas socioculturais e ambientais, alteragcbes enddcrinas, predisposicdo
genética e fatores epigenéticos contribuem para o desenvolvimento da
obesidade (VAN DIJK, 2015). Na infancia, a obesidade também é um obstaculo
ao redor do mundo, com a prevaléncia aumentando drasticamente nas ultimas
décadas (FERREIRA et al, 2021). O ultimo inquérito populacional realizado no
Brasil em 2008-2009, observou que 17% dos meninos e 12% das meninas de
até 10 anos apresentavam obesidade, prevaléncia maior que o observado nas
décadas de 1980 e 1990 (POF).

A oferta de alimentos ultraprocessados com menor preco e facilidade de
acesso, influéncia as preferéncias alimentares na infancia, do mesmo modo que
favorece o desenvolvimento da obesidade infantil. Nas ultimas décadas, os
habitos alimentares da populacéo brasileira sofreram mudancas, caracterizadas,
sobretudo, pela substituicdo de alimentos in natura por processados e
ultraprocessados, sendo introduzidos precocemente nos primeiros anos de vida
(GIESTA, 2019).

Alimentos ultraprocessados sdo produtos prontos para consumo
compostos essencialmente de substancias proveniente dos alimentos, como
Oleos, gorduras, acucar e proteinas; ou sintetizadas, como corantes,
aromatizantes, intensificadores de sabor e outros aditivos usados para alterar as
propriedades sensoriais dos alimentos (LOUZADA, 2015). Analises de
pesquisas de orcamento familiar apontam uma predisposicdo do aumento do
consumo de alimentos ultraprocessados, principalmente em paises de renda
baixa e média, como o Brasil (LOUZADA, 2015). Um estudo transversal com

dados obtidos do médulo sobre consumo alimentar de individuos da Pesquisa
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de Orgcamentos Familiares 20//08-2009, mostrou que 0 consumo energeético
médio diario dos brasileiros com dez anos ou mais foi de 1.866 kcal, sendo
69,5% pelo consumo de alimentos in natura ou minimamente processados, 9,0%
de alimentos processados e 21,5% de alimentos ultraprocessados (LOUZADA,
2015). Estes resultados indicam que a dieta da populagédo brasileira supera as
recomendacdes de consumo de densidade energética, proteina, agucar livre,
gordura trans e sbdio e é insuficiente em fibras e potassio (LOUZADA, 2015).
Ademais, o consumo excessivo de alimentos ultraprocessados nas Uultimas
décadas provocou o declinio na ingestdo de frutas e hortalicas, fontes
primordiais de vitaminas, fibras, compostos bioativos e baixa densidade
energética, fazendo com que o seu consumo seja um fator protetor para
comorbidades (diabetes, doencas cardiovasculares, hipertensdo e alguns
canceres) e morbidade (CANELLA, 2018) Segundo a POF, apenas 35% das
criancas e adolescente consomem regularmente hortalicas, enquanto a ingestao
de guloseimas (41,3%) é superior, e 0 de biscoitos doce (32,5%) e salgados
(35,1%) e para os refrigerantes (33,2%) € semelhante (CANELLA, 2018).

Contudo, dado a sua etiologia multifatorial, outros agentes devem ser
destacados no desenvolvimento da obesidade. Fatores hereditarios parecem
contribuir com mais de 50% da variancia ajustada para idade, sexo e gordura
corporal total (BOUCHARD, 1997). Em 2014, um trabalho que estimou a
herdabilidade do IMC, relatou que criancas com sobrepeso eram mais propensas
a se tornarem obesas se tivessem um dos pais obesos (SCHUSTER et al, 2014).
Estudos de associacdo do genoma humano em larga escala (GWASS)
identificaram cerca de 250 loci genémicos e 123 genes humanos associados ao
IMC e suscetibilidade a obesidade (LOCKE et al, 2015; TURCOT et al, 2018).
Ademais, também foram encontrados 300 polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) relacionados ao IMC e adiposidade, capazes de influenciar percepc¢des de
fome e saciedade, ingesta alimentar e acimulo de tecido adiposo, em adultos e
criancas (GOODARZI, 2018; CHOQUET; MEYRE, 2011). Contribuindo para os
estudos de abordagem genética, a literatura também destaca o papel de fatores
epigenéticos no desenvolvimento da obesidade (DRUMMOND; GIBNEY, 2013;
CHANG; NEU, 2011).
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1.2 Patogénese da obesidade

Até pouco mais de duas décadas, o tecido adiposo (TA) era considerado
um reservatoério passivo de energia, contudo, apés investigacdes mais criteriosas
sobre o0 6rgdo, essa classificacdo tradicional estd em desuso. Em 1987,
pesquisadores de OXFORD classificaram o TA como o principal local para o
metabolismo de esteroides sexuais (SITTERI, 1987). Anos depois, em 1994, um
estudo inédito demonstrou que o TA secreta horménios, as adipocinas, capazes
de levar informacgdes da periferia do corpo ao sistema nervoso central (ZHANG,
1994). A partir de entdo, o TA deixou de ser considerado um tecido de
armazenamento inerte e passou a ser denominado como um 6rgao enddécrino.

Os adipécitos, células do TA, sintetizam e liberam inimeras moléculas
peptidicas e ndo peptidicas, como adiponectina, resistina, Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), com func¢des reguladoras no balanco
energético e alimentar, nos metabolismos de glicose e lipideos, imunidade,
termogénese, funcado cardiovascular e resposta inflamatoria, que atuam de forma
enddcrina, paracrina e autocrina (FROY, 2018).

A primeira correlacdo molecular entre obesidade e inflamacéo foi descrita
na década de 90. No estudo, o TNF-q, citocina inflamatéria e multifuncional que
exerce uma infinidade de acdes bioloégicas em diferentes tecidos e espécies,
estava super expressa em roedores obesos e diabéticos, ademais, a neutralizacéo
da citocina potencializou a captacdo de glicose em resposta a insulina
(HOTAMISLIGIL et al, 1993). Poucos anos depois, estas observacfes foram
descritas em humanos (HOTAMISLIGIL et al, 1995), pontuando o inicio da série
de estudos que corroboram a intima relacdo entre obesidade, resisténcia a
insulina (RI) e diabetes tipo 2 (DM2) a inflamacéo cronica, caracterizada pela
expressao alterada de citocinas, aumento de moléculas de fase aguda e ativacéo
de vias de sinalizacao inflamatoria (PICKUP, 2004).

A resposta inflamatoria durante a obesidade tem origem no TA hipertrofiado
(Figura 1), caracterizada por uma sinalizacdo local, sistémica, atenuada e
prolongada. Iniciada pela lesdo tecidual, fibrose, infiltracdo de células do sistema
imune, principalmente neutréfilos, eosindfilos e macrofagos; e sinais classicos de
Celsus imperceptiveis (LUMENG, 2011). Assim como na inflamacdo aguda

decorrente de lesdo ou infeccdo, as respostas fisiopatolégicas da inflamacgéo
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cronica de baixo grau sao desencadeadas por Padroes Moleculares Associados a
Patégenos (PAMPs) e Padrbes Moleculares Associados a Danos (DAMPSs),
ambos reconhecidos pelos Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PPRS),
presentes em ceélulas da imunidade inata. E quando ativados, este grupo celular
expressa citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos em resposta as
perturbacdes teciduais (REILLY; SALTIEL, 2017).

ipopolysaccharide

Macrophage

@

Dead adipocyte Adipocyte

Lipid droplet

Chemokine expression Pro-inflammatory chemokine

(for example, MCP1) expression (for example, TNF)
Inflammatory cell Pro-inflammatory polarization
recruitment of recruited immune cells

Figura 1 Iniciadores da inflamacdo associada a obesidade. Lipopolissacarideos derivados do intestino
estimulam vias inflamatérias ao interagir com o Toll-like receptor-4 (TLR4), um tipo de PPRs presente na
membrana dos adipécitos. Do mesmo modo, Free Fatty Acids (FFAS) ativam a sinalizacdo inflamatéria
através de TLR4 E TLR2. A ativacdo de NOD-like receptor (NLRs) por DAMPs de adipdcitos danificados,
resultado da incapacidade celular em suportar o aumento dos estoques de gordura intracelular. Angiogénese
insuficiente e hipoxia tecidual provocam danos ou necrose do adipécito, que desencadeiam o recrutamento de
células imunes ao local através da formacdo de DAMPs, capazes de ativar TLR4 e NOD. Finalmente, o
estresse mecanico causado pela expansdo do tecido adiposo através da matriz extracelular (ECM) é percebido
pelo mecanismo RhoA-Rock, que leva & inflamagdo. Em conjuntos, essas vias ativam o fator de transcri¢do
NF-xB, envolvido na sinalizacdo inflamatdria de todos esses potenciais iniciadores de inflamacdo do
adipdcito em individuos com obesidade. O resultado é a expressdo de moléculas inflamatdrias como
quimiocinas, citocinas como TNF e IL-6, que juntas promovem a inflamacdo cronica de baixo grau no tecido
(adaptado de REILLY; SALTIEL, 2017).

Durante o ganho de peso, o TA sofre modificagées estruturais e funcionais
gue possivelmente explicam o acionamento do sistema imune (LIMA et al., 2021).

A hipertrofia (aumento em tamanho das células) e hiperplasia (aumento do
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namero de células) dos adipdcitos sdo 0s mecanismos que permitem a expansao
do tecido frente a necessidade de estocar excessos energéticos (JO et al, 2009).
Na obesidade observa-se a predominancia do crescimento hipertrofico (LIMA,
2019) fator contribuinte para a hipdéxia da massa de gordura, decorrente da
ineficdcia da angiogénese de acompanhar o crescimento desse tecido; a presenca
de é&cidos graxos livres (AGLs) oriundos da dieta ou da lipdlise acentuada do
tecido adiposo; o estresse mecéanico devido ao aumento de proteinas de matriz
extracelular que leva a fibrose e morte do adipdcito; a disbiose, que aumenta
permeabilidade intestinal permitindo a passagem de lipopolissacarideos (LPS)
para a corrente sanguinea, identificados como PAMPs; a geracao de DAMPS e o
estresse do reticulo endoplasmatico (REILLY; SALTIEL, 2017). Juntos, estes
gatilhos perpetuam a inflamacéo e alteram o perfil das células residentes do TA.

Entre as alteracdes na fragdo vascular estromal decorrentes da obesidade,
a dos macréfagos é a mais estudada (HILDRETH et al, 2021). Macrofagos sao
células imunes residentes em diversos tecidos que atuam como sentinelas imunes
e, também, sdo responsaveis por garantir a integridade e a funcionalidade dos
tecidos (WCULEK et al, 2022). Eles apresentam uma heterogeneidade na funcao
dependente dos estimulos locais, pois sdo capazes de moldar suas propriedades
e estado de ativacéo a fim de adaptar-se ao ambiente que esta inserido. Portanto,
a depender dos estimulos, sdo expressos padrOes distintos de citocinas,
guimiocinas, marcadores de superficie e enzimas metabdlicas, alterando
completamente sua funcdo (GORDON; TAYLOR, 2005). No contexto da
obesidade, os macrofagos deixam de exibir caracteristicas anti-inflamatorias (M2)
e assumem um perfil inflamatério, denominado M1.

Macrofagos M2 séo ativados alternativamente, em resposta as interleucinas
IL-4 ou IL-13, frequentemente secretadas por eosindfilos (YING et al, 2020). Este
fendtipo é abundante no tecido adiposo de individuos magros, responsavel pelo
aumento da respiracdo mitocondrial, producao de citocinas anti-inflamatdérias e alta
expressdo de arginase-1, enzima que inibe a producdo de éxido nitrico (MILLS,
2012). Em sua superficie, eles exibem os marcadores CD301, CD206, receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy) e o antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1Ra), essencial para a modulagcédo da resposta inflamatéria e
sensibilidade a insulina (ROSZER, 2015; WCULEK et al, 2022). Assim, os
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macrofagos M2 mantém a funcionalidade dos adipdcitos, promovendo reparo
tecidual e angiogénese no TA (LUMENG et al, 2007).

Com o aumento da adiposidade, os macrofagos se acumulam no TA em
razdo da infiltracdo de mondcitos da periferia e proliferacdo local de macréfagos
residentes do tecido (MOGHBELI et al, 2021; XU et al, 2003; SILVA, 2019), onde
adotam um perfil inflamatério M1. Resposta ao crescimento hipertréfico dos
adipécitos, diminuicdo do suprimento sanguineo, hipdxia e necrose tecidual.
(MOGHBELI et al, 2021; WEISBERG et al, 2003). Macréfagos M1 sao ativados
classicamente, através do estimulo dos TLRs por LPS e/ou citocinas como o
interferon gama (IFN-y) (WCULEK, 2022). Este fendtipo é caracterizado pelo
metabolismo glicolitico, expressdo da éxido nitrico sintase (iNOS) e producédo de
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-18 e IL-6 (HARRY; LINCH, 2019). Este
acumulo de macrofagos M1, induzido pela obesidade, € altamente correlacionado
com o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias e a consequente
resisténcia a insulina, em varios modelos de camundongos (WEISBERG et al,
2003; MCCURDY et al, 2012).

Ademais, a expressao alterada de citocinas contribui para a expansao da
inflamacéo, ao estimular e potencializar a ativacdo de pré-adipécitos e o
recrutamento de células imunes periféricas para o TA (WEISBERG et al, 2003).
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-11, IL-15 e MCP-1 atraem células imunes para o tecido
adiposo e amplificam sinais prejudiciais a resolucao da inflamacao (BORISH et al,
2003). Este feedback positivo entre os eventos predispde a inflamacéo sistémica
de baixo grau, fator desencadeante para a patogénese das morbidades
relacionadas a obesidade (EMANUELA et al, 2012).

1.3 Repercussoes sistémicas da obesidade

A inflamacéo crénica de baixo grau associada a obesidade exerce um papel
causal na patogénese de morbidades em diferentes 0Orgdos, ao conduzir
atividades inflamatorias e apoptéticas em tecidos ndo adiposos (TRELLAKIS et al,
2012). Apesar da concentracdo de esforcos no ambiente inflamatério do TA,
estudos com direcionamento sistémico evidenciam uma ativacdo imunologica
geral, associada a alteracbes em metabolismos de diferentes tecidos, como o

0sseo, hepdtico, intestinal e cardiovascular (FAIENZA et al, 2020; ARON-
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WISNEWSKY et al, 2021; MILANESCHI et al, 2019; GKASTARIS et al, 2020).
Shah e colaboradores demonstraram que a infiltracdo de neutrofilos em vasos e a
inflamacgao vascular correlaciona-se com o IMC e presséo arterial, em humanos
(SHAH et al, 2010). Em criancas e adolescentes as repercussdes imunoldgicas
parecem coincidir. Neste estudo recente, a contagem absoluta de neutréfilos
circulantes foi significativamente maior no grupo com obesidade (GALLEGO-
SUAREZ et al, 2020). Nayara e colaboradores observaram a expressio elevada
de TLR-4 (CD284) e HLA-DR em neutréfilos de criancas com obesidade, bem
como o aumento da expressao IL-6, IL-1B3, IL-12 e TNF-a (MEDEIROS et al,
2018). Certamente, o acumulo e hiperatividade de neutréfilos na circulacdo
aumentam a extensao da inflamacao sistémica provocada pela obesidade.

Ainda em criancgas, IMC e percentual de gordura associou positivamente
com a contagem total de leucdcitos, neutrofilos, mondcitos, linfocitos T totais e
células THelper (CD4 +) (ZALDIVAR et al, 2006). Corroborando com o achado,
outras investigacdes revelaram ndo soO proliferacdo aumentada de linfocitos e
leucdcitos, em criancas e adolescentes com sobrepeso/obesidade (GALLEGO-
SUAREZ et al, 2020; MARGINEAN et al, 2020; CHANDRA, KUTTY, 1980), mas
também o possivel prejuizo funcional ou o comprometimento com linhagens
inflamatorias (STALLONE, 1994; NIEMAN et al.,, 1999; MATTOS et al, 2016).
Ainda em criancas com obesidade, mondcitos classicos (CD14 ++ CD16) e ndo
classicos (CD14 + CD16 ++) sdo mais expressos e secretam citocinas com perfil
inflamatorio. Apesar do tipo ndo classico ser atrelado a subpopulacdo de
macrofagos M2 com funcdes reguladoras da inflamacéo (MATTOS et al, 2016).

Decerto, a obesidade é acompanhada da leucocitose, principalmente de
linhagem mieloide, como mondcitos, neutréfilos e subtipos de linfocitos circulantes
(ZALDIVAR et al, 2006; KEUSTERMANS et al., 2017; NAGAREDDY et al, 2014);
servindo, inclusive, como biomarcador de risco para doencas associadas a
obesidade, como diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (CANNON et al,
2001 YARNELL et al, 2004; GRIMM; NEATON; LUDWIG, 1985). Panorama
mimetizado em criancas e adolescente (SKINNER et al, 2010). Contudo, 0s
mecanismos subjacentes pelos quais a obesidade desencadeia a leucocitose
periférica ainda sdo escopo para investigacbes. Mas, dado a infiltracdo

exacerbada de células imunes no TA obeso, alguns trabalhos destacaram o
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recrutamento imunolégico como o possivel agente de proliferagdo celular do
sistema imune em outros tecidos (YU et al, 2019).

Em modelo animal, constatou-se que o tecido adiposo visceral
cronicamente inflamado resulta na liberacdo de mediadores proliferativos de
células hematopoiéticas, que atuam na medula éssea (MO), sinalizando a
expansao do tecido e producdo de células mieloides (NAGAREDDY et al, 2014).
Neste caso, a expressado de receptores TLR4 no TA é crucial para a ativagédo da
via MyD88, cujo produto € a IL-1f3, que atua diretamente na MO (NAGAREDDY et
al, 2014). Além disso, sinais sistémicos sdo capazes de impulsionar a expansao
das células troncos. A hiperglicemia associada ao diabetes também foi identificada
como um sinal potencial para o aumento da producéo de células mieloides na MO,
bem como o aumento de LPS circulante e de AGLs em tecidos ndo adiposos
(NAGAREDDY et al, 2013; TRELLAKIS et al, 2012). Nessa teia de gatilhos,
também estdo citocinas que medeiam a conversa com a MO, como a IL-6,
proteina super expressa na obesidade com papel regulador da resposta de fase
aguda e alteragcdes hematoldgicas associadas a obesidade em camundongos
(PINI et al, 2011).

1.4 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina imunomoduladora multifuncional envolvida em
respostas inflamatorias iniciadas por infecgdes ou lesdes, regulacdo de processos
metabdlicos, regenerativos e neurais (GARBERS et al., 2018; SCHELLER et al.,
2011). Seus principais produtores sdo mondcitos e macrofagos, mas células T,
células B, hepatdcitos, células endoteliais células, fibroblastos, queratindcitos,
células mesangiais, adipécitos e células tumorais também expressam IL-6
constitutivamente ou apdés estimulacado (CHALARIS et al., 2011).

O primeiro relato sobre a IL-6 é datado de 1976, realizado pelo grupo
Kishimoto (KISHIMOTO E ISHIZAKA, 1976). Inicialmente, ela foi denominada
como fator estimulador de células B 2 (BSF-2), devido ao seu papel na
diferenciacdo de células B, produtoras de anticorpos (HIRANO et al., 1986).
Somente apdés a clonagem do BSF-2, junto do fator estimulador de hepatdcitos e
do fator de crescimento de plasmocitomas, observou-se a similaridade entre as

moléculas e assim foram definidas como IL-6 (SEHGAL et al., 1989).
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Composta por 184 aminoacidos glicosilados, dispostos em uma estrutura de
feixe em quatro hélices com trés sitios de ligacdo, esta citocina é capaz de
interagir com as moléculas IL-6R e sIL-6R e, posteriormente, a gp130 para formar
o0 complexo receptor de IL-6 e ativar cascatas de sinalizacdo intracelulares

diferentes (Figura 2) (SCHELLER et al., 2011).

Figura 2: Via de sinalizacdo da citocina IL-6. A formacdo do complexo IL-6/ IL-6R/ gp130 induz a
autofosforilacdo e a ativacdo das cinases JAK, associadas ao gp130. Com isso, ocorre fosforilacdo de residuos
de tirosina em gp130, levando ao recrutamento de SHP2 e consequente estimulacdo e ativacdo de MAPK e
PI3K. A fosforilagcdo de tirosinas também recruta, fosforila e transloca STATS para o ndcleo. No ndcleo
celular, a STATS se liga a0 DNA e induz a expressdo de genes como as proteinas de fase aguda e de SOCS3.
SOCS3 inibe JAKs, atuando como regulador negativo das vias de sinaliza¢o associadas ao gp130 (adaptado
de AKBARI; HASSAN-ZADEH, 2018).

A interacdo da molécula de IL-6 com a célula alvo, depende da expresséo
trans-membranar do receptor IL-6R (mIL-6R, CD126), € denominada sinalizacdo
classica, presente em hepatdcitos, alguns leucocitos e células epiteliais (BARAN
et al., 2018; GARBERS et al., 2018). Entretanto, em razdo da incapacidade deste
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receptor membranar em transduzir sinais, IL-6/IL-6R forma um complexo receptor
com o co-receptor transdutor de sinal gp130, que dimeriza e inicia a sinalizagéo
intracelular através da ativacdo de JAK e subsequente fosforilagdo de residuos de
tirosina em sua porgdo citoplasmatica, capazes de ativar vias de transducdo de
sinal, como a JAK/STAT, ERK, MAPK e PI3K (SCHELLER et al., 2011). Alguns
estudos propdem que este modelo de sinalizacdo ativa vias anti-inflamatérias que
resultam na expressao de IL-10 e prostaglandinas E2 (AKBARI; HASSAN-ZADEH,
2018; ROSE-JOHN, 2012)

Além do IL-6R ligado a membrana, uma forma soltuvel de IL-6R (sIL-6R) é
produzida através da clivagem proteolitica do mlL-6R pela desintegrina e
metaloprotease 17 (ADAM17) e, em menor grau, por splicing alternativo de mRNA
(BARAN, et al, 2018; SCHELLER et al.,, 2011). A ligacdo de IL-6 ao slIL-6R
possibilita a interacdo com gpl30, formando o complexo receptor em células
originalmente incapazes de responder a IL-6, devido a auséncia do mIL-6R, mas
gue apresentam constitutivamente o gpl30 em sua superficie de membrana
(ROSE-JOHN, 2012; GARBERS et al., 2018; BARAN, et al, 2018). A capacidade
de interagir com células que ndo necessariamente expressam seu receptor de
membrana, aumenta consideravelmente o espectro de células alvo da IL-6 e,
também, da origem as caracteristicas pleiotropicas e redundantes da citocina
(SCHELLER et al., 2011).

Apesar de ativar vias intracelulares semelhantes a sinalizacdo classica, a
trans sinalizacdo controla principalmente respostas pro-inflamatérias, dado que o
seu bloqueio beneficia uma variedade de modelos pré-clinicos de inflamacéo,
doencas crbnicas e autoimunes (ROSE-JOHN, 2017). Estudos das ultimas
décadas destacaram seu papel na regulacdo da expressdao de moléculas de
adesdo em células endoteliais, controle do trafego de linfocitos durante a
inflamacéo aguda e cronica, regeneracdo hepatocelular e no desenvolvimento de
doencas como diabetes, artrite reumatoide, peritonite e doencas inflamatorias
intestinais (SCHELLER et al., 2011; SCHIRMACHER et al., 1998; CHEN et al.,
2006; JONES, 2005). A trans sinalizacdo precoce em células de tecidos
inflamados suprime a atracdo de neutréfilos, aumentando a expressao de
guimiocinas e moléculas de adesdo para mondcitos e células T, bem como a
inducéo da diferenciacdo de células T em dire¢do ao perfil TH 2 e TH 17 (HURST
et al., 2001; JONES, 2005; HEINK et al., 2017). Quando bloqueada através um
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fator soltvel (gpl130Fc), previne o recrutamento de macréfagos induzido por dieta
rica em lipideos, embora ndo melhore os niveis de glicemia (KRAAKMAN et al.,
2015). Estudos anteriores mostraram que individuos com obesidade apresentam
maior concentracdo sérica de sIL-6R que individuos magros (KRAAKMAN et al.,
2015). Além disso, a dieta rica em lipideos parece aumentar as concentracdes
séricas de sIL-6R. Portanto, a forma solavel do receptor de IL-6 pode tanto
estimular a trans sinalizagdo, quanto modular a inflamagao crbnica de baixo grau
(AKBARI et al., 2018; KRAAKMAN et al., 2015).

Apesar do seu envolvimento em processos inflamatérios, a IL-6 também é
reconhecida pelo seu papel no controle do metabolismo. Existe uma relacao
ambigua entre IL-6 e a regulacdo da glicose, pois o aumento da molécula de
forma aguda melhora a captacao de glicose (CAREY et al., 2006; PEDERSEN et
al., 2007), enquanto cronicamente elevada, € um fator de risco para o
desenvolvimento de DM2 (WANG et al.,, 2013). Nas ultimas décadas, varios
estudos mostraram niveis elevados de IL-6 circulante em pacientes infantis
obesos (DEDOUSSIS et al.,, 2010; PIRSEAN et al., 2019; MDEIROSS et al.,
2018), bem como a correlacéo entre IMC e sensibilidade a insulina com 0s niveis
circulantes da citocina, de forma semelhante a leptina (BASTARD et al, 2000;
KERN et al, 2001). Esta intima relacdo entre IL-6 e adiposidade corporal &
explicada pela origem da sua producéo. Estima-se que 15-35% da concentracao
total de IL-6 no sangue deriva do TA, assim sua producdo aumenta de acordo com
a expansao do tecido (MOHAMED-ALI et al., 1997; NISHIMOTO et al., 2004). A
perda de peso através de dieta hipocalérica € acompanhada de reducbes
significativas nos niveis de IL-6 e leptina tanto no TA quanto no soro. Esse
resultado sugere que, assim como para a leptina, as concentragdes circulantes de
IL-6 refletem, pelo menos em parte, a expansédo do TA (BASTARD et al, 2000)

Os dois principais efeitos adversos do aumento da IL-6 na obesidade sédo a
resisténcia a insulina (RI) e o aumento de complicacdes cardiovasculares (KERN
et al, 2001; RIDKER et al, 2000; YESTE et al, 2007). O tratamento agudo com IL-6
aumenta a captacao de glicose estimulada por insulina em humanos, assim como
a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, que é um importante
receptor para a entrada de glicose na célula, mediado por AMPK (CAREY et al.,
2006). Mas o tratamento crénico induz a Rl em células adiposas e prejudica o

transporte de glicose (ROTTER et al., 2003), mostrando que a cronificagdo € um



28

problema. Inclusive, a administragdo crénica de IL-6 em individuos saudaveis é
capaz de induzir o aumento da glicemia (TSIGOS et al.,, 1997). Um estudo
envolvendo criangas e adolescentes caucasianas com obesidade (14 intolerantes
a glicose, 91 tolerantes a glicose), detectou niveis plasméticos de IL-6
significativamente maiores em pacientes obesos intolerantes a glicose quando
comparados com pacientes obesos normotolerantes e sujeitos controle (YESTE et
al, 2007). No sistema cardiovascular, a IL-6 parece estar envolvida em eventos
formadores de placas de ateroma, bem como da producdo de PCR hepética e
inibicdo vasodilatagdo endotelial, fatores agravantes em doengas coronarianas
(SACHECK, 2008; BHAGAT; VALLANCE, 1997).

De fato, a IL-6 € imprescindivel no contexto da obesidade. Protocolos que
investigaram o tratamento exogeno com doses relativamente altas de IL-6,
detectaram o aumento agudo dos niveis circulantes de triglicerideos e glicose
(HOLMES et al., 2008). Paralelamente, o efeito do KO IL-6 também foi prejudicial,
dado que os camundongos desenvolveram obesidade, metabolismo de
carboidratos e lipidios perturbado, niveis aumentados de leptina e diminuicdo da
capacidade de resposta ao tratamento com leptina (TSIGOS et al., 1997,
NONOGAKI et al., 1995; WALLENIUS, 2002). Em adipdcitos cultivados com IL-6,
observou-se aumento da lipolise (PETERSEN et al.,, 2005). Contudo, os
mecanismos nos quais a IL-6 modula o metabolismo ndo s&o totalmente
elucidados, embora ha algumas hipoteses avaliadas. Camundongos tratados com
IL-6 apresentaram hipertrigliceridemia devido a secrecao hepatica de triglicerideos
independente de catecolaminas (NONOGAKI et al., 1995), assim como foi visto a
participacdo da IL-6 na resisténcia a insulina ao prejudicar a fosforilacdo do
receptor de insulina e do substrato-1 do receptor de insulina por meio da
expressao de SOCS-3 (AKBARI; HASSAN-ZADEH, 2018).

1.5 Polimorfismo genético e a IL-6

A hereditariedade da obesidade infantil ja foi observada e demonstrada. H&
um risco quatro vezes maior do desenvolvimento dessa doenca caso um dos pais
seja obeso, e um risco 10 vezes maior se ambos os pais forem obesos (REILLY et
al., 2005).
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Estudos epidemiolégicos moleculares apontam a associagdo de diferentes
variagdes gendmicas com o desenvolvimento da obesidade em criangas e
adolescentes (YU et al.,, 2012; ZHAO et al, 2009). Através da Genome Wide
Association Studies (GWAS), inimeras mutacdes no DNA foram relacionadas a
obesidade, incluindo polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) (RAO et al.,
2014; CHAMBERS et al., 2012). Outro estudo realizado na india com 1.325
criangas, entre obesas e eutrdficas, avaliou as variantes dos genes IL-6, LEPR e
PBEF1. Mutagbes comuns nos genes estudados foram associadas a medidas
guantitativas de adiposidade (peso, IMC e circunferéncia da cintura e do quadril), e
mostraram promover maior susceptibilidade a obesidade e medidas de
adiposidade (TABASSUM et al., 2012). Estas descobertas explicam, em parte, a
predisposicdo genética a obesidade, uma vez que que polimorfismos funcionais
podem alterar a funcéo e a expressao de genes associados ao consumo e gasto
caldrico (HU et al., 2018).

SNPs sao a forma mais abundante de variagdo genética humana, definida
pela troca de uma unica base em um locus especifico do DNA (ROCHA, 2007,
MARTH et al.,, 1999). A regido promotora do gene IL6 exibe alguns SNPs
comumente estudados, como os polimorfismos funcionais rs1800795 (-174 G/C)
(Figura 3) (BOETA-LOPEZ et al., 2018).
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Figura 3: Representacdo da regido promotora do gene IL6 e seus fatores de transcri¢do. (adaptado de
TERRY et al.,2003).

A troca do nucleotideo guanina por citosina, no lécus -174 da regido
promotora do gene da IL-6, é o principal alvo de pesquisas na obesidade. Uma

Unica mudanca de nucleotideo nesta posicao pode influenciar a expressao de IL-6,
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ao interferir na ligacdo dos fatores de transcricdo a regido promotora e,
consequentemente, inibir a transcricdo do mRNA da citocina (TERRY et al.,2000
TCC, FISHMAN et al., 1998). Numerosas evidéncias associam o genoétipo GG a
maior expressao de IL-6, contudo ha evidéncias que contestam essa afirmacéo
(WERNSTEDT et al.,, 2014; FISHMAN et al., 1998; RIVERA-CHAVEZ et al.,
2003; TODENDI et al., 2015; GARCIA-CALZON et al., 2017). A partir das
evidéncias do papel funcional da IL-6 nos disturbios relacionados a obesidade e o
papel funcional do SNP rs1800795, muitos estudos foram conduzidos a fim de
elucidar a associacao entre esses fatores.

O impacto do SNP rs1800795 na obesidade € assegurado por estudos em
modelo animal e humano, em faixas etarias e etnias distintas. Um estudo polonés,
conduzido com criangas de 10 a 17 anos, identificou a presenca frequente do alelo
C na regiao promotora do gene IL-6 no grupo obeso (POPKO et al., 2009). No
Egito, um estudo com criancas de 9 a 18 anos apresentou resultado semelhante
(IBRAHIM et al., 2017). Entre criangas romenas, 0 grupo obeso também estava
mais associado ao alelo C (OANA et al, 2014). Mas, diferente do que é esperado,
este alelo também apresentou uma caracteristica mais protetora para o acumulo
de gordura na regidao abdominal em uma populacdo polonesa na faixa etaria de 10
a 18 anos (PYRZAK et al., 2009). O unico estudo conduzido no Brasil,
especificamente no Rio Grande do Sul, ndo encontrou associacdo entre o0
rs1800795 com adiposidade em criancas e adolescentes de origem germanica
(TODENDI et al., 2015).

A perceptivel escassez de dados sobre a influéncia dos polimorfismos de
nucleotideo Unico na obesidade infantil € um estimulo para investigar associacdes
entre 0 SNP, bem como a relacdo com fendtipo e parametros bioquimicos de
individuos obesos e eutrdéficos, visto a importancia da IL-6 na patogénese da
obesidade. A investigacdo do polimorfismo genético permitirA um melhor

entendimento da doenca e a identificacdo de marcadores de susceptibilidade.
1.6 Metilacéo e IL-6
O corpo humano é composto por um de células diversas, com o mesmo

material genético, que se mantém através da intensa divisao celular sofrida pelo
zigoto (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013). A regulagdo da expressdo génica



31

explica este potencial de um mesmo genoétipo originar fenotipos diferentes
(DUNCAN et al.,, 2014). Mecanismos epigenéticos sdo marcas mitoticamente
hereditérias capazes de alterar o fendtipo celular, através da regulacdo da
expressdo, sem comprometer a sequéncia nucleotidica do DNA. Entre os
mecanismos que alteram a molécula de DNA, destacam-se a modificagdo de
histona e alteragdes quimicas nos nucleotideos, como acilacdo, adenilacao,
fosforilagéo e a metilagdo. (MOROVVIK, 2021).

A metilacdo do DNA é uma modificacdo covalente, resultado da adicdo de
um grupo metili no carbono 5 da base citosina (5mC), que ocorre
predominantemente em citosinas que precedem as guaninas (CpG) (CANOVAS et
al., 2017). E o mecanismo epigenético mais estudado, envolvido na regulacio
transcricional, diferenciacdo celular, silenciamento de elementos repetitivos do
DNA, imprinting gendmico e inativagdo do cromossomo X (MOORE et al., 2013;
EDWARDS et al., 2010). A presenca da 5mC altera a estrutura da cromatina para
uma configuragcdo de heterocromatina, associada a repressao transcricional
(MOORE et al., 2013). Em células somaticas, os padroes de metilacdo sé&o
relativamente estaveis, ainda que durante o desenvolvimento embrionario ocorram
ondas de hipermetilacdo e hipometilacio do DNA (BOGDANOVIC, 2017).
Contudo, estimulos ambientais como alimentacdo, tabagismo, atividade fisica,
poluicdo e estresse podem desestabilizar esse padrédo (STEVENS et al., 2018). A
abelha Apis mellifera € um exemplo classico sobre a influéncia da alimentacao na
metilacdo do DNA. As abelhas operarias estéreis e a rainha fértil sdo fendétipos
diferentes de larvas geneticamente idénticas, visto que as larvas destinadas as
abelhas rainhas sdo alimentadas de geléia real, enquanto as operarias sao
alimentadas com pélen, néctar e mel (PAGE et al., 2001).

O efeito de repressdo transcricional esta diretamente relacionado a
localizagdo da 5mC. O genoma humano € rico em dinucleotideos CpG, que sao
altamente metilados quando estdo espalhados pelo genoma, mas desmetilados
nas ilhas CpG, local conhecido por abrigar a maioria dos promotores de genes
(MOORE et al., 2013). Sequéncias altamente conservadas, com aproximadamente
1000 pares de base de comprimento e ricas em dinucleotideos CpG sao
classificadas como ilhas CpG (CROSS; BIRD et al., 1995). Essas regides
aumentam a acessibilidade do DNA a magquinaria transcricional e promovem a

ligacdo dos fatores de transcricdo, mas quando metiladas, resultam no
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silenciamento da expressao génica ao inibir a ligacédo dos fatores de transcrigéo e
recrutar proteinas inibitorias (MOORE et al., 2013; CARNINCI et al., 2006).
Entretanto, a metilacdo em regides relacionadas aos promotores de genes
importantes para o tipo celular, dificiilmente acontece (EDWARDS et al., 2017;
IRIZARRY _et al., 2009).

Transferir o radical metil da S-andenosilmetionina (SAM) para o quinto
carbono da citosina requer a participagdo da familia DNA metiltransferases
(Dnmt), composta enzimas por estruturalmente semelhantes, com um dominio N-
terminal altamente variavel, responsavel pelas propriedades e func¢des bioldgicas
especializadas, e uma regidao C-terminal com atividade catalitica enzimatica
(MOORE et al.,, 2013; JIN; ROBERTSON, 2013; CHEN; LI, 2004; SMITH;
MEISSNER, 2013). Dnmt3a e Dnmt3b catalisam a metilagdo de novo, fundamental
durante a definicdo dos padrbes de metilagdo do DNA durante o desenvolvimento
(ZHANG; XU, 2017). Enquanto a Dnmt3a participa da metilacdo de regides
especificas dos genes nos estagios finais do desenvolvimento embrionario, a
Dnmt3b modifica regibes amplas de sequéncias gendmicas em embrides iniciais
(HERVOUET et al., 2018; SMITH; MEISSNER, 2013). A expressao de Dnmt3a e
Dnmt3b estd aumentada em células indiferenciadas, durante a embriogénese e no
desenvolvimento das células germinativas, enquanto em células somaticas a
expressdo é reduzida, contribuindo para a estabilidade do metiloma (JELTSCH,;
JURKOWSKA, 2016). Dnmtl é responsavel pela manutencao de toda a metilacdo
no genoma. Sua afinidade por DNA hemimetilado possibilita a replicacdo dos
padrdoes de metilagcdo da fita molde para a fita recém-sintetizada e o reparo de
fragmentos desmetilados acidentalmente (ZHANG; XU, 2017; MORTUSEWICZ et
al., 2005). A expressdo de Dnmtl é ativada durante a fase S do ciclo celular e,
portanto, € presente na maioria das células mitéticas (KISHIKAWA et al., 2003).
Apesar dos beneficios didaticos da classificacdo funcional das Dnmt, estudos
apontam a sobreposicéo funcional entre a manutencédo e a divisdo de novo (JIN;
ROBERTSON, 2013). Ademais, essa familia também é composta pelas enzimas
Dnmt2, envolvida na metilacdo de pequenos RNAs de transferéncia (tRNAS)
eDnmt3L, enzima sem atividade catalitica, mas que ao formar heterotetrameros de
Dnmt3L-Dnmt3a, facilita a metilacédo de residuos de citosina (CHEN; LI, 2004).

Embora os padrbes de metilagdo sejam relativamente estéveis, alguns

mecanismos de acgdo passiva ou ativa sdo capazes de restabelecer o estado néo
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modificado da citosina. A desmetilacdo passiva é a diluicdo das bases 5mC
durante sucessivas replicagfes, por uma reducdo na atividade ou auséncia de
Dnmts (SMITH; MEISSNER, 2013). Mecanismo presente no desenvolvimento
inicial dos mamiferos, durante a remocéo gradual e passiva da metilacdo por meio
da reducédo das Dnmts (ROUGIER et al., 1998; BHUTANI et al., 2011). A segunda
via de desmetilacdo depende da atividade enzimatica para modificar, remover e
substituir a 5mC, por isso é classificada como ativa (MESSERSCHMIDT et al.,
2014). O processo envolve enzimas da familia Ten-eleven translocase (Tet), que
modifica as citosinas metiladas primeiro por hidroxilacdo e depois por oxidacao;
seguida das familias da citidina desaminase induzida por ativacao e polipeptideos
cataliticos de edicdo de mRNA da apolipoproteina B (AID/APOBEC), que
desamina as bases modificadas; e finalmente, uma familia de glicosilases de
reparo por excisao de bases (BER), que inicia o reparo do DNA (MOEN et al.,
2015; SMITH; MEISSNER, 2013; BHUTANI et al., 2011).

Na obesidade os processos de metilacdo e desmetilacdo estédo alterados,
ocasionando epigenomas distintos quando comparados individuos obesos e
eutroficos, independentemente da idade (LIMA et al., 2020, SAMBLAS et al.,
2019). Estas alteracbes podem desempenhar um papel na obesidade, induzindo a
expressdo inadequada ou silenciamento de genes relacionados a obesidade e
sequéncias regulatérias, levando assim a desequilibrios metabdlicos. Por
exemplo, a avaliacdo do estado de metilacdo do DNA extraido de glébulos
brancos identificou trés regides diferencialmente entre criancas obesas e nao
obesas, sugerindo um papel da regulacdo epigenética na obesidade infantil
(MANSEGO et al., 2017). Em adolescentes, o nivel de metilacdo do DNA em
genes relacionados a obesidade também foi diferente entre os grupos (HE et al.,
2019). Estudos de associacdo ampla do epigenoma (EWAS) identificaram genes e
vias relacionadas a obesidade infantii e pubere, através de analises de
comparacodes entre grupos (DING et al., 2015; DEMERATH et al., 2015; DICK et
al.,, 2014) No entanto, a maior parte dos artigos que identificaram sitios CpGs
diferencialmente metilados, ndo encontraram associacdo dos achados com a
obesidade, indicando a existéncia de falsos positivos nos estudos EWAS (HUANG
et al.,, 2015; FRADIN et al., 2017; DING et al.,, 2015). Analises especificas de
genes relacionados a obesidade infantil sdo escassas, inclusive nenhuma

investigagao foi conduzida sobre o perfil de metilacdo do gene IL6 até 0 momento.
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Em populacdes adultas, alguns estudos destacam o papel da metilacdo do
gene IL6 na obesidade. Em 2015, a hipermetilagdo do gene foi observada em
mulheres obesas coreanas (NA, 2015). Assim como associacdes entre alteragdes
nos perfis na metilagdo e doencgas, incluindo a obesidade, Diabetes mellitus 2,
hipertensédo e outras doencas coronarianas (SCHMIDT- ARRAS, 2016). Foi
descrito também que o aumento da expressdo de IL-6 e TNF-a devido a
hipometilacdo, em individuos obesos e portadores de DM2, podem contribuir para
o risco de doenca arterial coronariana (INDUMATHI, 2020); e que a
hiperalimentacdo com dietas ricas em lipideos induzem ganho de peso e
alteracbes epigenéticas no tecido adiposo humano, inclusive na regidao promotora
IL6 (PERFILYEV, '2017).

Visto que a obesidade €& um fator de risco estabelecido para o
desenvolvimento das doencas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes

mellitus tipo 2, doenca cardiovascular, doengcas neurodegenerativas, cancer e
doenca hepatica gordurosa nao alcoodlica (STEFAN, 2021), e considerando que
criancas e adolescentes, de 5 a 19 anos, estdo envolvidas no crescimento global
da epidemia de obesidade (WHO, 2018), estudar esta condi¢do nunca foi tao
importante no ambito da saude publica. Tendo em vista a importancia de I1L-6 na
patogénese da obesidade e a escassez de estudos sobre a ocorréncia de
polimorfismos e da metilacdo do gene IL6 na obesidade infantil, s&o necessarios
estudos para investigar a ocorréncia desses eventos e sua associagdo com a

expressao génica de IL-6.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia do polimorfismo rs1800795, o padrédo de metilagéo
e a expresséo do gene da interleucina-6 na obesidade infantil.

2.2- Objetivos Especificos

Avaliar parametros clinicos e antropométricos em criancas obesas e

eutroficas.

Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo

rs1800795 do gene IL6 em criangcas com obesidade e eutroficas.

Avaliar o perfil de metilacdo no promotor do gene IL6 em criancas

obesas e eutrodficas.

Avaliar a expressao da interleucina-6 no sangue periférico de criancas

obesas e eutroficas.

Avaliar associacdo do polimorfismo, do perfil de metilacdo e da
expressdo do gene da interleucina-6 com o0s parametros clinicos e

antropomeétricos em criangas obesas e eutroficas.
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3- METODOLOGIA

3.1 Selecao amostral

O grupo amostral foi selecionado entre os pacientes do Servi¢co de Medicina
Preventiva (SEMPRE) em Aracaju (SE, Brasil). O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido dos responsaveis dos individuos que concordaram participar
do estudo. A avaliacdo antropométrica consistiu na afericdo de peso (kg), altura
(cm) e circunferéncia de cintura (CC) na posicado vertical, a partir da balanca
mecéanica antropométrica Filizola M31 (FILIZOLA, Brasil) e o ultimo por fita
métrica. O IMC (kg/m2) foi calculado pela razdo do peso pelo quadrado da altura
em metros, seguida da classificacdo através das tabelas de crescimento
elaboradas pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(KUCZMARSKI, 2002).

O grupo com obesidade infantil (O) refere-se as criangas entre 7 a 13 anos
cujo o resultado do IMC para idade era igual ou superior ao do 95° percentil, de
acordo com as tabelas do CDC. As criancas deveriam participar do programa de
emagrecimento, nunca ter usado medicacdo anti-obesidade e consentir em
participar do estudo (Anexo 1). O grupo controle (C) foi composto por criancas
com IMC para idade classificado entre os percentis 10 e 85 e também apresentar
0 consentimento em participar do estudo. Foram excluidas as criancas que:
apresentavam doenca psiquiatrica, como depressdo e esquizofrenia; usaram
medicacdo anti-obesidade anteriormente ou estavam em uso de algum
medicamento no momento do estudo; apresentavam transtornos alimentares,
como bulimia; receberam imunizacdo nos 3 meses anteriores a coleta; recusaram
participar do estudo. Seguindo tais critérios, 88 criancas (7 a 13 anos de idade)
foram selecionadas para ambos os grupos, obeso (n=44) e controle (n=44).

Todos os participantes e responsaveis legais foram informados sobre os
objetivos e protocolos deste estudo e assinaram um termo de consentimento
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos
os individuos atendidos foram submetidos a um protocolo padrédo de avaliacéo,
acompanhamento e tratamento clinico, independente da participacdo. Esse estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica na Plataforma Brasil (CAAE-
04065412.6.0000.5526) (Anexo 2).
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3.2 Coleta de amostras

As amostras de 12mL de sangue periférico foram coletadas ap6s 12h de
jejum, através de puncdo venosa usando trés tubos estéreis Vacutainer®, cada
um com 4mL. Os tubos contendo &cido etilenodiamino tetraacético (EDTA) como
anticoagulante foram usados para obter sangue total para os ensaios de citometria
de fluxo e de biologia molecular. Os tubos sem anticoagulante foram utilizados
para obter soro para a determinacdo dos niveis séricos dos marcadores
bioquimicos. As amostras foram coletadas por uma enfermeira treinada no
SEMPRE, em Aracaju.

3.3 Determinacdo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos foram avaliados a partir das amostras de soro
em ambos o0s grupos: controle (n=44) e obeso (n=44). Através de ensaio
enzimatico colorimétrico, utilizando o analisador bioguimico automatico Roche-
Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Basileia, Suica), foram determinados colesterol
total (CT), triglicerideos (TRIG), lipoproteina de alta densidade (HDL) e glicemia de
jejum (GJ). Por meio da férmula de Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972) foram

calculados os valores de lipoproteina de baixa densidade (LDL).

3.4 Citometria de fluxo do sangue periférico

Para os experimentos de citometria de fluxo, foram avaliadas amostras de
sangue periférico dos grupos controle (n=9) e obeso (n=11). O sangue periférico
dos pacientes foi incubado por 4 horas em CO2 a 5% a 37°C com Brefeldina-A
(SIGMA-USA) (10ug/ml). Apdés a incubacdo, 100uL de sangue foram
ressuspendidos e colocados em tubos com 2uL de anticorpos monoclonais nao
diluidos para identificacdo de moléculas de superficie por 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Em seguida, foram submetidos a lise de
eritrécitos por incubacdo com 2mL de solugcdo comercial de lise (FACS Lysing
Solution-BD, USA) por 10 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram

lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) com 1% de albumina
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de soro bovino (BSA), permeabilizada usando PBS com 0,5% de saponina e
incubado com 1uL de anticorpos monoclonais n&o diluidos IL-6 (MQ2-6A3) —
marcados com PE. As amostras foram lavadas e fixadas com solucdo de
formaldeido a 2% e adquiridas em citbmetro de fluxo FACSCantoTM Il (BD
Biosciences, Breda, Holanda). No total, 70000 eventos foram obtidos por amostra.
As analises foram feitas usando o software FlowJo 7.9.3 (Tree Star Inc., Ashland,
OR, EUA). Para realizar a sele¢édo de linfécitos, granulécitos e mondcitos, foram
utilizados os parametros de Forward-scatter (FSC) e Side-scatter (SSC). A partir
da selecdo, foi possivel determinar a frequéncia de células expressando o
marcador de IL-6.

S5C-A

10 1[11 1E]2 1[.'l3 1E]4

Comp-PE-A IL-6 PE-A

Figura 4: Método de andlise das citocinas expressas pelos leucdcitos. (a) Gréafico de dispersdo
pontual de tamanho celular (FSC) versus granulosidade celular (SSC) para definicdo das regides
correspondentes das populagdes de granuldcitos, monocitos e linfocitos totais. Foi construido um “gate” (em
vermelho) selecionando a populacdo de leucdcitos totais. (b) Sobreposi¢do dos graficos de histograma que
representam as células ndo marcadas (area cinza) e a amostra a que corresponde ao grafico de dispersdo
pontual (&rea branca) para avaliagdo da expressdo intracelular de citocinas (IL-6, no caso da figura) na

populagdo de leucdcitos totais

3.5 Extracdo do DNA

Para os experimentos de biologia molecular para a avaliagdo do SNP e da
metilacdo de IL6, foram avaliadas amostras de sangue periférico dos grupos
controle (n=44) e obeso (n=44). A amostra de sangue foi incubada com proteinase

K, a 55°C, até a sua completa digestdo. Apds esse procedimento, o DNA foi
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submetido a extracdo pelo kit QlAamp DNA Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), de acordo com as instrugbes do fabricante. O DNA obtido foi
guantificado em espectrofotometro (Denovix DS-11 FX+) e estocado a -20°C.
Parte do DNA extraido foi designada para a avaliagdo da metilacao e outra para a

avaliagédo do polimorfismo.

3.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A avaliacdo do polimorfismo de IL6 (rs1800795) foi feita pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica consiste na amplificacdo
especifica de sequéncias de acidos nucléicos in vitro, utilizando uma DNA
polimerase termoestavel e pares de primers de DNA especificos da regido de
interesse. ApOs a extracdo do DNA, as aliguotas das amostras do DNA obtidas
foram submetidas a PCR utilizando os seguintes pares de primers: 5- 3’
CAGAAGAACTCAGATGACTG-3" (forward) e 5’ GTGGGGCTGATTGGAAACC-3"
(reverse), resultando em um produto de 431 bp (KLEINA et al., 2001). As aliquotas
de PCR continham volume de 25pul, sendo que apresentavam 200 ng de DNA,;
12,5 ul prémix IB buffer (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil), 0,5 pl de cada primer
(20 pM/reacao) e H20 destilada para completar o volume de 25ul. A reacao foi
mantida a 94°C por 3 min., seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 35 s e
72°C por 30 s, e extenséo final a 75°C por 5 min, seguido de resfriamento a 4°C
por 3 min. As reacbes de PCR foram realizadas no termociclador Mastercycler
personal (Eppendorf AG, Alemanha). Os produtos da PCR foram visualizados em
gel de poliacrilamida com concentracdo de 6,5% corado com solucdo de prata
14,4AmM. Posteriormente, 6,5 ul do produto de PCR de cada amostra foram
incubados com 10u de enzima Hspll (Promega, Madson, USA) a 37°C, por 4
horas, para a digestdo enzimatica. Apds a digestao, foi possivel detectar os alelos
G (229 + 173 + 29 bp) e C (229 + 122 + 51 + 29 bp). Os produtos da digestao
foram visualizados apés eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% e corados
com solucdo de prata 14,4mM, formando os padrbes de banda conforme

ilustrados na Figura 5.
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Figura 5: Representagdo dos gen6tipos para o polimorfismo genético rs1800795 ap6s digestdo com

enzima Hspll.

3.7 Tratamento do DNA com bissulfito de sédio

Para a avaliacdo do perfil de metilagdo das amostras, uma fragcdo do DNA
extraido foi modificado por tratamento com bissulfito de sédio, como previamente
descrito por Goldenberg et al. (2004). O tratamento com bissulfito de sddio
promove a desaminacdo das citosinas ndo-metiladas e as converte em uracila,
enquanto as citosinas metiladas permanecem como citosinas. Esta técnica
permite distinguir o DNA metilado (M) do ndo-metilado (U) apos a PCR. Para essa
reacao, 0,5ug de DNA desnaturado, pela incubagdo com 2uL de hidréxido de
sodio (NaOH) 3M por 20min a 50°C, foi tratado com bissulfito de sodio 2,5M e
hidroquinona 1M por 3h a 70°C. ApGs a incubacao, as amostras foram purificadas
com a resina de purificacdo Wizard DNA (Promega, Madison, WI, EUA) e eluidas
em agua destilada. NaOH 3M foi adicionado para completar a modificacdo e esta
foi seguida por precipitacdo com etanol. Apés centrifugacdo por 15min a 13000g,
os pellets foram ressuspendidos em Tris-EDTA, e novamente quantificados e

armazenados a -20 °C até a sua posterior utilizacéo.
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3.8 PCR metilagédo-especifica (MSP)

A técnica de PCR especifico para a metilacdo (MSP) baseia-se em
alteracbes produzidas apds o tratamento do DNA com bissulfito de sédio. Para
cada amostra foram realizadas duas PCRs, usando primers especificos para o
DNA metilado (M) e nao-metilado (U). As sequéncias de primers utilizadas,
especificas para a regido promotora do gene da IL-6 (AY170325-1), foram
desenhadas com o auxilio do programa MethPrimer Design for Methylation PCR
(LI E DAHIYA, 2002). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total 25
I, contendo 200 ng de DNA, 0,5ul de cada primer a 20 pm e 12,5 pl de mastermix
(Phoneutria). As reacbes foram incubadas no termociclador Eppendof AG
(Germany) por 3 min a 94° C, seguidos de 35 ciclos de 94° C por 1 min, 60° C por
35 seg para o primer M e 55° C por 35 seg o primer U; 72°C por 30 seg, com
extenséo final de 5 min a 72°C. As reacdes de MSP resultaram em um produto de
104pb. DNA tratado com a CpG Methyltransferase (M.Sssl) (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA) foi usado como controle positivo nas rea¢des envolvendo o par
de primers metilados. DNA totalmente metilado (Qiagen) foi usado como controle
positivo para as reacdes envolvendo DNA ndo-metilado. Os produtos da PCR
foram analisados apds eletroforese em gel de acrilamida a 6,5% e corados pelo

meétodo da prata.

Figura 6: Representacdo dos diagnosticos sobre os status de metilacdo das amostras. M+: amostra

totalmente metilada, M+/U+: amostra parcialmente metilada, U+: amostra totalmente ndo metilada.
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3.9 Avaliagéo qualitativa e semi-quantitativa da técnica de MSP

Para o diagnostico qualitativo do MSP, quando houve a amplificacdo da
amostra apenas na reacdo com primers metilados (M), a amostra foi avaliada
como metilagédo total (M+); quando houve a amplificagcdo apenas na reacdo com
primers ndo metilados (U) foi interpretada como uma amostra totalmente néo
metilada (U+). A metilagdo parcial (M+/U+) foi definida quando houve a
amplificacdo da amostra para ambos os primers M e U, de acordo com Kwon et al.
(2008).

Os niveis de metilacdo foram estimados a partir da metodologia semi-
guantitativa, descrita por Keyes et al. (2007). Técnica baseada no calculo da
densidade Optica integrada (IOD), que é o produto do nivel de cinza médio dos
pixels da regido selecionada pela area. Para a analise, as bandas geradas apos o
MSP, foram selecionadas e quantificadas usando o software ImageJ.

O percentual de metilagcdo para cada amostra foi calculado utilizand

0 a relacao entre o valor de 10D da banda metilada e da ndo-metilada para
cada amostra, como feito em Keyes et al (2007), tendo como referéncia a seguinte
equacao: % metilacdo = 100 x I0Dm I0Dm + 10Du, onde IODm e I0Du séo as
densidades Opticas integradas do metilado e ndo metilado de cada amostra,

respectivamente.

3.10 Analise estatistica

Foram realizadas andlises estatisticas com os resultados obtidos utilizando
0 programa estatistico GraphPad Prism 8.0. Os dados qualitativos foram
avaliados pelo teste qui-quadrado. Os dados quantitativos inicialmente foram
avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. A partir desse teste,
se haviam duas variaveis foram aplicados os testes de Mann-Whitney para o0s
dados que nao seguiram distribuicdo normal ou teste t de Student para os dados
gue seguiram distribuicdo normal. Se havia trés variaveis, foi utilizado Kruskal-

Wallis Em todos os casos, o nivel de significancia assumido foi de 5%.
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4- RESULTADOS

4.1 Caracterizacao do grupo de estudo

Na tabela 1, estdo detalhados os dados clinicos e bioquimicos do grupo
de estudo. As criancas do grupo com obesidade apresentaram maior peso, IMC,
circunferéncia de cintura (CC), glicemia de jejum (GJ) e LDL, comparado ao grupo
controle. Por outro lado, tiveram menores niveis de lipoproteina de alta densidade

(HDL) e menor altura comparado ao grupo controle.

Tabela 1 Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos individuos

Grupo Controle (C) Grupo Obeso (O) Valor de p

n, total 44 44

Género 0,077

Masculino 27 (61,33%) 19 (43,2%)

Feminino 17 (38,63%) 25 (56,8%)

Idade 9,409 + 9,591 +1,618 0,6050
1,675

Altura (cm) 154,0 + 145,1 £ 9,630 0,0004**
26,40

Peso (kg) 38,89 + 59,23 + 14,31 <0,0001***
12,02

IMC (kg) 17,99 + 27,42 + 3,882 <0,0001***
2,940

GJ 82,50 + 88,07 £ 10,99 0,0201*
10,29

Insulina 17,51 + 14,94 + 8,324 0,5788
10,16

LDL 92,91 + 107,0 + 31,06 0,0289*
25,29

HDL 48,93 t 37,93 + 7,403 < 0,0001***
8,021

Circ.C 65,11 + 5,662 87,09 + 10,40 < 0,0001***

GJ: glicemia de jejum; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL.: lipoproteina de alta densidade;
Circ.C.: circunferéncia de cintura. Foram aplicados os testes de Mann-Whitney para os dados que nao
seguiram distribuicdo normal ou teste t de Student para os dados que seguiram distribui¢do normal. Os
resultados estdo expressos como média * desvio padrdo. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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4.2 Estudo genotipico

As frequéncias dos gendtipos e alelos referentes ao polimorfismo
rs1800795 do gene IL6 nos grupos controle e obeso estdo descritas na tabela 2.
Os resultados ndo foram diferentes entre os grupos. O GG foi o gendtipo

predominante e o gendtipo CC menos frequente em ambos o0s grupos.

Tabela 2:Frequéncias dos genétipos e alelos referentes ao polimorfismo rs1800795 (IL-6 G/C) na
posicdo — 174 nos grupos controle e obeso

Controle (n=44) Obeso (n=44) Valor de P
GG (%) 25 (56,8) ' 27 (61,4) | '
GC (%) 15 (34,1) 13 (29,5) 0,8959
CC (%) 4(9,1) 4(9,1)
Alelo
G (%) 65 (73,9) 67 (76,1) 0,8620
C (%) 23 (26,1) 21 (23,9)

As andlises foram realizadas pelo teste qui-quadrado.

Uma vez que o polimorfismo genético avaliado é a troca de G por C na
posicdo -174, comparamos a frequéncia dos genoétipos com a presenca do alelo
polimorfico (gendtipo C+) em relacdo ao gendtipo com auséncia do alelo
polimorfico nos grupos de estudo (genotipo C-). Nao foi observada diferenca entre
0s grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia dos genétipos C+ versus genétipo C- para o polimorfismo rs1800795 (IL6
G/C) na posigdo —174.

Controle (n=44) Obeso(n=44) Valor de P
I | 1
Gendtipo C+ 19 (43,2) 17 (38,6)
(GC + CC) ()
0,6646
Gendtipo C- 25 (56,8) 27 (61,4)
(GG) (%)

As andlises foram realizadas pelo teste qui-quadrado.
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4.3 Associacao do Polimorfismo genético IL6 (G/C) rs1800795 com parametros

clinicos e bioquimicos dos individuos

Na Tabela 4, estdo representados os dados referentes as medidas
antropométricas e parametros laboratoriais nos individuos com os genotipos C+ e
C- do polimorfismo IL6 nos grupos estudados. Foi observada associacdo da
glicemia de jejum e a circunferéncia de cintura com o SNP, representada pelo
aumento valores de GJ e diminuicdo da Circ. C, na presenca do alelo C no grupo
obeso. No grupo controle, genétipos com a presenca do alelo C foram associados
ao aumento de insulina. A tabela 5 estdo detalhados os dados considerando os
genotipos GG, GC e CC em cada grupo.
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Tabela 4- Associacdo entre as medidas antropométricas e parametros laboratoriais com genétipos C+ e C- do polimorfismo rs1800795 (IL6 G/C) nos grupos

estudados
Controle Obeso
GG GC+CC Valor de p GG GC+CC Valor de p
N 25 19 - 27 17 -
G 82,44 (+ 10,27) 82,58 (+ 10,58) 0,8924 84,70 (+ 10,04) 93,41 (+ 10,56) 0,0123*
: L 89,44 (+ 25,04) 97,47 ( 25,55) 0,2966 106,2 (£ 29,03) 108,10 (+ 34,93) 0,8464
ot H 49,96 (+ 7,26) 47,58 (+ 8,95) 0,2159 36,41 (£ 6,51) 40,35 (+ 8,26) 0,1609
DL_ In 14,81 (£ 9,41) 21,07 (x 10,24) 0,0266* 15,64 (+8,91) 13,81 (£ 7,43) 0,4263
s(,:u.lln:: 64,28 (+ 6,87) 66,21 (+ 3,39) 0,7413 89,56 (+ 9,64) 83,18 (+ 10,64) 0,0463*
irc.

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. GJ: glicemia de jejum; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; HDL.: lipoproteina de alta densidade;
Circ.C: circunferéncia de cintura. Foram aplicados os testes de Mann-Whitney para os dados que ndo seguiram distribuicdo normal ou teste t de Student para os dados que
seguiram distribuicdo normal, classificados pelo teste Shapiro-Wilk. *p<0,05

Tabela 5- Associacdo entre as medidas antropométricas e pardmetros laboratoriais entre gen6tipos GG, GC e CC do polimorfismo rs1800795 (IL6 G/C) nos grupos

estudados
Controle Obeso

GG GC CC Valor de p GG GC CcC Valor de p
GJ 87 (74-89) 86 (76-92) 80,5 (71,25-92) 0,9407 87 (76-90) 89 (88-98,5) 95 (91-98,25) 0,0289*
LDL 80 (78-99) 88 (78-110) 104 (81,3-125,3) 0,3261 106 (78-130) 96 (78,5-145) 107(90,5-116,8) 0,9473
HDL 47 (45-55) 46 (43-48) 51,5 (43,5-67,8) 0,2613 38 (33-39) 40 (34-44) 36,5 (32,5-57) 0,3209
Insulina 12 (7,15-20,5) 20 (9,2-31) 28 (21,5-33,75) 0,0252* 13,7 (10-20) 11 (10-18,5) 10,25(5,8-21,8) 0,6447
Circ.C 65 (60-70) 67 (65-70) 65 (65-67,25) 0,7657 89 (84-94) 79 (74,5-90) 86,5 (72,75-103,3) 0,0794
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Os resultados estdo expressos como mediana (intervalo interquartil). GJ: glicemia de jejum; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta
densidade; Circ.C.: circunferéncia de cintura. Foi avaliada a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, e posteriormente foi realizado Kruskal-Wallis para os dados que seguiram
distribuicdo normal e ANOVA para 0s que seguiram a distribuicdo normal.
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4.4 Metilagéo do gene IL6

O diagnostico qualitativo das bandas geradas no experimento MSP,
revelou um perfil de metilacdo parcial na maioria das amostras, em ambos 0s
grupos (Tabela 6), apesar do grupo controle ser o Unico a apresentar amostras
totalmente metiladas (11,4%). A andlise qualitativa de metilacao revelou diferenca
significativa entre os grupos, sugerindo a diminuicdo da metilagdo da regiédo
promotora de IL6 no grupo com obesidade (Tabela 6; p= 0,0221).

Tabela 6: Resultado qualitativo da técnica de MSP para o gene IL6.

Controle (n=44) Obeso (n=44) Valor de P
M+ (%) 5 (11,4%) 0
U+ (%) 4 (9,1%) 1 (2,3%) p=0,0221
M+/U+ (%) 35 (79,5%) 43 (97,7%)

M+: metilacdo total; U+: ndo-metilacdo total; M+ /U+: metilacdo parcial; * p-valor calculado pelo teste
exato de Fisher.

Na analise semi-quantitativa, ndo houve diferenca significativa (p= 0,5009)

entre 0s grupos controle e com obesidade para o promotor de IL6 (Figura 7).
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Figura 7: Andlise semi-quantitativa da metilacdo no gene da citocina IL6 na obesidade infantil. O
grafico destaca a mediana e o intervalo interquartil. O: amostras do grupo com obesidade; C: amostras do
grupo controle. Teste t p = 0,5009

4.5 Correlagcdo da metilagdo de IL6 com parametros clinicos e bioquimicos dos
individuos
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CorrelagBes entre as medidas clinicas e bioquimicas foram realizadas a
partir das porcentagens de metilacdo de cada amostra, obtidas pela anélise semi-
guantitativa (Tabela 7). Assim como nos achados do SNP, a GJ correlacionou-se
com o percentual de metilagdo das amostras do estudo (p=0,0495). Considerando
apenas o grupo obeso, manteve-se a correlagcédo positiva entre a porcentagem de
metilacéo e GJ (p= 0,0234).

Tabela 7: Correlacdo entre parametros bioquimicos e metilagdo semi-quantitativa de IL-6 das
amostras totais.

GJ: glicemia de jejum; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade; INS:

GJ LDL HDL INS Circ.C

MetI-L6 0,0495*  0.1962 0,8355 0,9278 0,3218

insulina; Circ.C.: circunferéncia de cintura. n para essa analise foi de 88 (n=44 do grupo controle e n=44 do

grupo com obesidade). *p<0,05. As correlacfes foram determinadas pelo teste de Pearson e pelo teste de
Spearman.

4.6 Expressao de IL-6
A partir da andlise por citometria de fluxo, pode-se observar que a

frequéncia de células expressando a citocina IL-6 esta aumentada no grupo de

criancas com obesidade em comparagdo com o grupo controle (Figura 8).

60

N
o

% frequéncia IL-6

N
o

T T
C o

Figura 8: Frequéncia de células expressando IL-6 no sangue periférico de criangas dos grupos obeso
e controle. n=9 do grupo controle e n=11 do grupo com obesidade. Teste de Mann-Whitney. p< 0,0001

4.7 Correlagdo da frequéncia de células expressando IL-6 com paréametros

clinicos e bioquimicos dos individuos
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Ao correlacionar os parametros clinicos e bioquimicos com a frequéncia de
células expressando a citocina IL-6, foram observadas correla¢cdes positivas
considerando os parametros GJ, HDL e Circ.C (Tabela 8). Tais resultados nao

foram encontrados nas andlises em que as amostras dos grupos controle e com
obesidade foram separadas.

Tabela 8: Correlacéo entre parametros clinicos e bioquimicos com a frequéncia de células expressando IL-6,
considerando a amostra total

GJ LDL HDL INS Circ.C

% frequéncia de células 0,0096* 0,0583 0,0005* 0,3001 0,0001*
expressando 1L-6

GJ: glicemia de jejum; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade; Circ.C:
circunferéncia de cintura. n para essa analise foi de 20 (n=9 do grupo controle e n=11 do grupo com
obesidade). *p<0,05. As correlacdes foram determinadas pelo teste de Pearson e pelo teste de Spearman.

4.8 Associacao da frequéncia de células expressando IL-6 com os genaotipos do

polimorfismo rs1800795 e com a porcentagem de metilacéo do gene IL6

Considerando as amostras avaliadas no experimento de expresséo de IL-6
(n=20), ndo foi observada associacdo entre a expressdao de IL-6 e o SNP

avaliado. O mesmo foi observado em relacédo a metilacdo (Figuras 9 e 10)
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Figura 9: Andlise entre a frequéncia de células expressando IL-6 e os genétipos do SNP rs1800795.
(@) n=20, p=0,07; (b) n=9, p=0,46; (c) n=11, p=0,34. Teste Kruskal-Wallis.
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Figura 10: Andlise de correlacdo entre a frequéncia de células expressando IL-6 e a % de
metilacdo do gene IL6. (a) n= 20, p= 0,27; (b) n=9, p= 0,58; (¢) n=11, p= 0,59. Teste de Spearman.
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5- DISCUSSAO

A OMS classifica a obesidade infantil como um dos mais sérios desafios de
saude publica do século 21. Esse problema é resultado da resposta inflamatéria
cronica, prolongada e suas decorrentes repercussées metabdlicas (SINGER et
al., 2017; HANNON et al., 2005; SRINIVASAN et. al., 2002). Sdo bem descritas
na literatura as alteracbes bioquimicas e antropométricas apresentadas em
criangas obesas. Concordando com os resultados obtidos no presente trabalho,
outros estudos ja verificaram diminuicdo dos niveis plasmaticos de HDL no grupo
obeso (FREEDMAN et al., 2001; LYNGDOH et al., 2013; PORKKA et al.,1994);
maior peso, IMC, circunferéncia de cintura (PYRZAK et al, 2009), LDL (GEISS et
al., 2001; COOK et al., 2011) e glicemia de jejum no grupo obeso ao comparar
com o grupo controle (MATTOS et al., 2016).

Alteracbes bioquimicas decorrentes da obesidade, como a dislipidemia e
RI, sd&o comuns e interligadas (JANGHORBANI et al., 2017). A literatura
reconhece a Rl como o distarbio metabdlico mais comum na obesidade, e que
tem papel fundamental no desenvolvimento da dislipidemia, sendo assim
classificada como “dislipidemia metabdlica” (KLOP et al., 2013). Suas principais
caracteristicas sédo niveis elevados de TRIG e niveis reduzidos de HDL. E embora
0 numero de particulas de LDL possa aumentar, concentracbes Otimas ou
moderadamente elevadas séo possiveis (OTVOS et al., 2011).

O elo entre esses disturbios pode ser resumido pelas alteracdes estruturais
e funcionais das células adiposas frente a hiperinsulinemia. Ao inibir a lipase
horménio sensivel (LSH), a insulina reduz a lipdlise no TA, regulando assim a
liberacdo de AGLs na corrente sanguinea (DIMITRIADIS et al., 2011). De maneira
conjunta, ela reduz a capacidade do figado de secretar VLDL e acelera a
degradacéao da apolipoproteina B-100 (apoB-100) (HAAS et al., 2013). A insulina
também promove a degradacdo de lipoproteinas ricas em TRIG, através do
estimulo a atividade da lipase hepatica (LH) e lipase lipoproteica (LPL) na
circulacdo (HAAS et al., 2013). Em adicdo, atua nos processos de desfosforilagdo
da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA) no figado, ativando a
enzima e aumentando a taxa de sintese de colesterol (DIMITRIADIS et al., 2011).
E reconhecido que as adipocinas expressas pelo TA estressado sdo 0s
mediadores moleculares mais significativos da RI relacionada a obesidade
(HARDY et al.,, 2012). Além disso, adipécitos hipertrofiados inflamados sé&o

resistentes a insulina
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e lipoliticos, contribuindo para o aumento de AGLs. Na outra via, 0 aumento da
concentracdo de AGLs causa a dessensibilizagdo do receptor de insulina e o
consequente aumento da glicose plasmatica (HABER et al., 2003).

N&o houve associagdo entre o polimorfismo rs1800795 e o0s grupos
estudados no presente trabalho. Pesquisas anteriores que analisaram a possivel
ligacdo entre o polimorfismo rs1800795 e a obesidade relataram resultados
conflitantes (IBRAHIM, 2017; PYRZAK, 2009; SUASO, 2014; TODENDI, 2015;
OANA et al.,, 2014; RAMREZLOPEZ et al.,, 2013). A presenca do alelo C do
polimorfismo do gene IL6 foi associada a obesidade infantil no Egito e no México.
No Egito, o grupo obeso teve predominancia do genoétipo GC em relacdo ao
gendtipo GG, mais frequente no grupo controle (IBRAHIM, 2017); no México, o
grupo obeso teve predominancia do gendtipo CC em relacdo ao grupo controle
(RAMREZ-LPEZ et al., 2013). Na Polonia, ao dividir criangas e adolescentes entre
10 e 18 anos de acordo com a presenca do alelo C (genoétipos C+ e C-), aqueles
com o alelo C apresentaram menor espessura de tecido subcutadneo e maiores
concentracfes de HDL do que os individuos com o alelo G. Este estudo deu
origem a hipotese de que o alelo C poderia ser protetor para o desenvolvimento
de obesidade abdominal e sindrome metabdlica, mesmo sendo o alelo mais
frequente em obesos (PYRZAK, 2009). Um estudo recente, realizado com
criancas iraquianas, associou o alelo C ao aumento do risco de obesidade
(KADHIM et al., 2020). Por outro lado, estudos realizados no Chile (SUASO,
2014) e no Brasil (TODENDI, 2015) com criancas de origem germanica no Rio
Grande do Sul, concordaram com os achados do presente estudo de que nao
havia relacédo entre o polimorfismo rs1800795 e a obesidade infantil.

A presente investigacao revelou que o alelo G foi mais prevalente (75%) na
populacdo estudada do que o alelo C (25%), contudo os grupos avaliados néo
diferiram quanto a frequéncia de distribuicdo alélica. Esses achados sé&o
consistentes com pesquisas realizadas no Rio Grande do Sul, onde os grupos
amostrais também apresentaram maior frequéncia do alelo G (67,2%) do que do
alelo C (32,8%) (TODENDI, 2015). Saxena et al. (2014) relatou que o
gendtipo CC foi muito raro em seu estudo. No Egito, 64,1% dos individuos com
obesidade possuiam o0 alelo G, enquanto o alelo C correspondeu a 35,9%
(IBRAHIM, 2017). Na Polénia, o alelo G esteve presente em 62,4% do grupo
obeso e o0 alelo C, em 37,6%. No Chile, o alelo C esteve presente em 23% das
criangas
com sindrome metabdlica (SUASO, 2014). Finalmente, segundo RAMREZ-LPEZ
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et al. (2013), 84,5% de todos os adolescentes mexicanos avaliados tinham o alelo
G. Esses resultados demonstram que o alelo C é menos frequente, embora sejam
perceptiveis diferencas percentuais na frequéncia de cada alelo dependendo da
comunidade estudada. Tal fato se justifica pelo background genético inerente a
cada populacao.

Foi demonstrado que o polimorfismo rs1800795 na regido promotora
influencia a transcricao de IL6 (JOFFE et al. 2013). Estudos relacionam o alelo C
ao aumento dos niveis de IL-6 em populacdes majoritariamente caucasianas
(HADDY et al., 2005; BRULL, 2001; YU et al., 2012; HENNINGSSON et al., 2006;
WALSTON et al., 2007), apesar da existéncia de estudos onde individuos com os
gendtipos GG e GC mostraram ter maiores niveis plasmaticos de IL-6, maior
atividade transcricional e maior resposta induzida por IL-6 ao comparar com
individuos CC (FISHMAN et al.,1998; KADHIM et al., 2020; TETZLAFF et al.,
2018). Ademais, outros estudos nao observaram impacto desse polimorfismo nos
niveis séricos de IL-6 em doenca arterial coronariana e infarto do miocardio
(NAUCK et al., 2002); em adultos iranianos (ROSTAMI et al., 2010) e em criancas
e adolescentes brasileiras com obesidade (TODENDI et al., 2016). E interessante
acentuar que diversos fatores como sexo, idade, consumo de tabaco, IMC,
leucocitos e HDL podem influenciar diretamente nas concentracdes de IL-6
(HADDY et al., 2005).

Nosso estudo encontrou associagado entre o polimorfismo rs1800795 e os
valores de GJ, Insulina e Circ.C. A GJ estava aumentada em criancas obesas
com os gendtipos C+. Resultado similar & pesquisa iraniana com participantes
adultos, na qual pessoas obesas com o alelo C apresentavam niveis de glicose
no sangue em jejum consideravelmente maiores do que aqueles com o alelo G
(ROSTAMI et al.,, 2010). Em contrapartida, estudos da Espanha e Italia
associaram o alelo C com niveis plasmaticos de glicose reduzidos (CRUDELE et
al., 2021; FERNANDEZ-REAL et al., 2000), enquanto o estudo com criancas
gregas ndo observou associacéo entre 0 SNP e a GJ (DEDOUSSIS et al., 2004).
Apesar dos niveis plasméaticos de insulina ndo divergirem entre 0os grupos do
estudo, os gendtipos C+ foram associados a maiores niveis de insulina apenas
para os individuos do grupo controle, resultado inédito na literatura. Em relagcéo a
Circ.C, foi verificado um aumento da circunferéncia nos individuos do grupo
obeso com o gendtipo C-. Diferentemente do achado em homens idosos suecos,
onde as analises de correlagdo revelaram que o genotipo C+, gordura corporal

total e abdominal estao
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relacionados positivamente (STRANDBERG et al.,, 2008). Estes resultados
discordam da pesquisa brasileira com criancas de Santa Catarina, na qual
nenhuma associacdo entre o SNP e a Circ.C foi verificada (TODENDI, 2015).
Estudos anteriores ressaltam a ligagdo entre os niveis plasmaticos de IL-6 com as
concentracbes de gordura abdominal, depésito de gordura mais lipolitico e
inflamatério que secreta IL-6 proporcionalmente (FRIED et al., 1998;
MALAVAZQOS et al., 2007; ZICCARDI et al., 2002).

Uma vez que € descrita a influéncia transcricional do polimorfismo
rs1800795, associacBes sobre variacdes na glicemia, insulina e acumulo de
gordura abdominal podem ser entendidas através das possiveis alteracdes nos
niveis de IL-6, visto o seu papel no metabolismo de carboidratos e lipideos. A IL-6
induz proteinas supressoras da sinalizacéo de insulina (SOCS3) e, na sequéncia,
ocorre a fosforilacdo do receptor de insulina 1 (IRS-1) em serina ao invés de
tirosina. Com isso, a cascata de sinalizacdo desse horménio B-pancreatico €
prejudicada, impedindo a translocagdo do GLUT4 para a membrana celular e a
subsequente captacdo da glicose plasmatica (DANDONA, ALJADA,
BANDYOPADHYAY, 2004). Além disso, a IL-6 estimula a lipolise e secrecao de
AGLs, derivados do tecido adiposo, que também contribuem para a resisténcia a
insulina e aumento da geracao de glicose hepatica (CARTIER, 2008).

Portanto, é fundamental investigar a relacdo desse polimorfismo com o
metabolismo da glicose e suas possiveis repercussoes fisioldégicas, pois € bem
documentada a correlacéo entre a IL-6 e a RI, mesmo em criancas (VOZAROVA
et al., 2000; OKMEYDANI, 2019). DM2 e RI, por exemplo, sofrem influéncia do
SNP rs1800795 (DHAMODHARAN et al., 2015). A maioria dos estudos
publicados em adultos com sobrepeso e obesidade sugeriram o alto risco de Rl e
outras desordens metabodlicas na presenca do alelo C, além da influéncia na
concentracdo de insulina plasmatica (HERBERT et al.,2006; STEPHENS et al.,
2004; GOYENECHEA et al.,, 2007). Mais recentemente, um estudo iraquiano
indicou que portadores do gendtipo CC tém maior probabilidade de desenvolver o
guadro de RI. Além disso, as pessoas que possuiam ao menos um alelo C tinham
2,04 vezes mais chances de desenvolver Rl do que aquelas que herdaram um
alelo G (KHDAER et al., 2022). Outro estudo também associou a presenca do
alelo C com risco de desenvolver diabetes em uma populacdo caucasiana aleméa
(ILLIG et al., 2004). Em pacientes com obesidade mérbida submetidos a cirurgia
bariatrica, o genétipo GG estava relacionado ao aumento da expressao de IL-6 no

tecido adiposo e maior
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susceptibilidade a desenvolver Rl em comparacdo com o gendtipo CC
(CARDELLINI, 2005). No entanto, outro trabalho n&o encontrou associagao entre
0 SNP com a obesidade e DM2 (TABASSUM et al., 2012). Por fim, uma reviséo
gque abordou 21 estudos considerou o alelo C como protetor para o
desenvolvimento de diabetes, resultado questionavel diante das falhas
metodoldgicas apresentadas (HUTH et al., 2006). Ainda sobre o papel da IL-6 no
metabolismo glicidico, um estudo realizado com 1.525 adultos da coorte
Framingham Heart Study (FHS) relacionou o IMC e o SNP rs1800795 com o
desenvolvimento de Rl e DM2, independentemente dos niveis plasmaticos da
citocina. Foi sugerido que o genétipo CC favorece o aumento da incidéncia de Rl
e DM2, associado a obesidade enquanto o alelo G mostrou-se protetivo neste
contexto (HERBERT et al., 2006).

Em relacdo ao perfil de metilacdo do gene IL6, a andlise qualitativa
mostrou que a regido promotora estava diferencialmente metilada entre os
grupos, sugerindo diminuicdo da metilacdo no grupo com obesidade. Apesar das
porcentagens de metilacdo, procedentes do estudo semiquantitativo, também
indicarem uma reducéo no grupo com obesidade, o calculo estatistico ndo refletiu
tal observacdo. Esse resultado controverso pode ser explicado pelas diferencas
metodologicas de analises dos dados qualitativos e semiquantitativos. O método
semiquantitativo € uma técnica indireta de analise, com limitacbes e deve ser
interpretado com cautela.

Sao raros os achados na literatura que investigam a relacao entre o perfil
de metilacdo do gene IL6 e a obesidade. Estudos asiaticos revelaram que
individuos obesos apresentam niveis mais altos de metilacdo de IL6 (NA, 2015;
WEI et al., 2016). De forma igual, a hipermetilacdo da regido promotora no gene
IL6 correlacionou-se com o IMC e Circ.C em uma populacdo adulta do estado
Minas Gerais, Brasil (CARRARO et al., 2016). Em outro estudo de caso-controle,
os niveis de metilacdo de IL6 em glébulos brancos néo diferiram entre os obesos
e magros (ZHANG et al., 2012). Reforcando a auséncia de concordancia entre os
estudos, uma coorte austriaca nao relatou associacao entre o IMC e a metilagédo
do gene IL6 em pessoas adultas (AUMUELLER et al., 2015). Essa desconexao
entre os achados pode ser parcialmente devido ao tamanho de amostra,
classificagcdo de obesidade e eutrofia dos grupos e/ou diferencas nos locais de
CpG analisados.

Os dados percentuais das bandas obtidas na MSP foram usados para

correlacionar a metilacao de IL6 com os parametros clinicos e bioquimicos das
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amostras. Como resultado, o percentual de metilacéo correlacionou positivamente
com a GJ no grupo obeso, sinalizando a possivel influéncia do perfil de metilacéo
da regido promotora do gene no metabolismo da glicose, assim como foi relatado
nas investigacdes do SNP. Nenhum estudo abordou diretamente essa relagéo
entre metilacao de IL6 e controle glicémico, apesar do papel definitivo da citocina
neste elo. Sabendo que a DM2 é resultado da incapacidade de o organismo
metabolizar a glicose, é possivel fazer um paralelo entre os achados que
estudaram a relagéo da metilacédo de IL6 e essa doenca. Um estudo colombiano
mostrou que a metilagdo do promotor de IL6 néo foi significativamente diferente
entre individuos com DM2 e controle (PINZON-CORTES et al., 2017). Ao avaliar
a correlacdo da metilagdo de TLR4 e IL6 com a Rl em adolescentes obesos,
nenhum resultado significativo foi observado (ATMAJA et al., 2016). Da mesma
forma, a analise em amostras iranianas ndao encontrou correlagdo significativa
entre os niveis de metilacdo CpG do promotor GPX1 e IL6 e o risco de DM2
(SADAT RAVARI et al., 2022).

Esta correlacéo entre GJ e o percentual de metilacdo das amostras pode
ser resultado do aumento da expresséo de IL-6 entre os individuos obesos com
menores porcentagens de metilacdo de IL6. Ha relatos sobre a interferéncia do
status de metilacdo e a expressdo génica (BECKER et al.,, 1987; NAN et al.,
1997). Na década de 90, foi demonstrado que o tratamento da linhagem de
células de cancer de mama humano (MCF-7) com uma substancia que reduz a
metilacdo do DNA coincide com a hipometilacdo do gene IL6 e 0 aumento da sua
expressdo. Estudos mais recentes, apesar de ndo abordarem o contexto da
obesidade, reafirmam a relacédo entre a hipometilacdo do gene IL6 e a expressao
aumentada da citocina (POPLUTZ et al., 2014; KOBAYASHIet al., 2016).

Vale ressaltar que foi avaliado no presente estudo o DNA obtido de
amostras de sangue periférico que é representado por varios tipos de células com
varios perfis epigenéticos. As alteracbes epigenéticas podem variar a depender
do tipo celular, assim como suas repercussoes fisioldgicas. Para entender melhor
a desregulacao epigenética no contexto da obesidade, sdo necessérias pesquisas
futuras sobre o perfil epigenético de diferentes tipos de populacdes celulares,
como o tecido adiposo e o hepatico.

Em relacdo a expresséo de IL-6, observou-se que criangas com obesidade
apresentaram um aumento na frequéncia de células expressando IL-6 comparado

ao grupo controle. Corroborando com nossos achados, em estudos com criangas
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e adolescentes, a expressao de IL-6 foi descrita como elevada em populagdes da
Leténia, Estados Unidos, ltalia e Grécia (KUPCA et al., 2021; OLIVER et al,
2010; DE FILIPPO et al., 2015; ROSA et al.,, 2011; DEDOUSSIS et al., 2010).
Este aumento da expressao sugere alteragcbes nos mecanismos de expressao
génica em criangas com obesidade.

Em comparagdo com outros O0rgdos que expressam a citocina, como
musculo esquelético que aumenta as concentracdes de IL-6 em até 100 vezes
durante o exercicio muscular, ou 0 baco, coracédo, rins e pulmdes, que juntos sao
responsaveis por cerca de 2% do conteddo plasmatico; o tecido adiposo é
considerado o maior produtor por expressar entre 15 a 35% da IL-6 circulante
(ARSLAN et al.,, 2010; BRAUNE et al., 2017; FEBBRAIO et al., 2002).
Paralelamente, o aumento do IMC, AGLs e RI estédo todos ligados a expressao
elevada de IL-6 pelo TA (JORGE et al., 2018).

Considerando as investigacbes do presente trabalho, o aumento da
expressédo de IL-6, observada no grupo obeso, poderia ser entendida como o
resultado da diminuicdo de metilacdo na regido promotora do gene, verificada
através da analise qualitativa do MSP (Tabela 6). No entanto ndo constatamos
correlacdo entre porcentagem de metilacdo e os dados de expressado de IL-6 no
grupo obeso, provavelmente devido a limitagcdo amostral (Figura 10).

Apesar do enfoque nos efeitos do SNP rs1800795 e status de metilacao
da regido promotora do gene IL6 sobre a expressdo da citocina, a literatura
destaca inimeros outros mecanismos envolvidos nessa regulacdo. NFIL6, NFKB,
Fos/Jun, CRBP e receptor de glicocorticoide sdo alguns fatores de transcricao
gue controlam a producdo de IL-6 (TERRY et al., 2000). Ao estudar a base
molecular da repressdo do promotor de IL-6, foi visto que glicocorticoides
reprimem a transcricdo desse gene (RAY; LAFORGE; SEHGAL, 1990). Além
disso, a regido promotora do gene IL6 esta sob regulacdo transcricional
complexa, e uma variedade de fatores, incluindo hormdénios, citocinas e seus
fatores de transcricdo, outros polimorfismos (rs1800796 e rs1800797) e fatores
ambientais podem afetar a forma como essa citocina € expressa (OANA, 2014;
RAMREZ-LPEZ et al., 2013; TERRY et al., 2000; MULLERSTEINHARDT; EBEL;
HRTEL, 2006; CORTEZ et al., 2013).

Associacdes positivas foram encontradas quando os dados clinicos e
bioquimicos foram comparados com o numero de células que expressam a
citocina IL-6, nos parametros GJ, HDL e Circ.C (Tabela 8). E estabelecido que o
papel metabdlico dessa interleucina estd fortemente associado a estados

inflamatoérios
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cronicos, incluindo a inflamagédo de baixo grau associada a obesidade e suas
comorbidades (WELLEN E HOTAMISLIGIL, 2005 ). Inclusive, o DM2 e o infarto
agudo do miocérdio séo previstos por altos niveis plasmaticos de IL-6 (RIDKER et
al., 2000; VOZAROVA et al., 2001). Ademais, a elevacao dos niveis de glicose no
sangue como resultado a administracdo de IL-6, foi demonstrada em individuos
saudaveis de maneira dose dependente (TSIGOS et al., 1997).

Em 2005, Park et al. demonstraram que as concentracfes séricas IL-6
foram significativamente correlacionadas com peso, IMC, Circ.C, circunferéncia
de quadril e relagdo cintura-quadril. Outra investigacao, abrangendo 105 criancas
e adolescentes, demonstrou que os niveis plasmaticos circulantes de IL-6 foram
consideravelmente elevados em pacientes obesos intolerantes a glicose em
comparacdo com pacientes obesos normotolerantes e individuos controle
(YESTE et al., 2007). Provavelmente, os achados citados traduzem o papel da IL-
6 nos mecanismos iniciais de resisténcia a acdo da insulina. E consenso na
literatura que essa citocina diminui a secrecdo de adiponectina, aumenta a
deposicao de AGLs circulantes do tecido adiposo e inibe a transducao do sinal do
receptor de insulina nos hepatdécitos, todos os quais tém um impacto negativo na
sensibilidade a insulina e consequente aumento da GJ. Este conjunto de achados
reforcam o papel da citocina IL-6 como moduladora do metabolismo de glicose e
lipideos.

Uma quantidade crescente de pesquisas indica que a IL-6 € um regulador
homeostéatico do metabolismo energético e da glicose, apesar de seu aparente
impacto negativo no contexto da obesidade (TIMPER et al., 2017). Isso € apoiado
por um corpo cientifico que associa a interleucina ao desenvolvimento de RI e
obesidade de inicio tardio em animais com deficiéncia total de IL-6 (MATTHEWS,
et al., 2010; WALLENIUS, et al., 2002). Foi descrito que o0s niveis plasméaticos de
IL-6 tinham uma correlacdo mais forte com a obesidade e a Rl do que o TNF-a
(KERN et al., 2001). Este elo é devido ao papel mediador e regulador da IL-6
sobre
0 peptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP), responsavel pela
secrecdo de insulina através do aumento da producdo de GLP-1 e inducédo a
expansdo das células B-pancreaticas durante obesidade (DAOUSI et al., 2013;
ELLINGSGAARD et al., 2020; ELLINGSGAARD et al.,, 2011). A partir dessas
descobertas, € possivel inferir que a produgdo aumentada de IL-6 durante a
obesidade funciona como um mecanismo adaptativo para aumentar a producéo

de insulina e melhorar a toleréncia a glicose em um esfor¢o para combater a RI
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associada a obesidade. Deve-se notar que a IL-6 também é classificada como

uma miocina e funciona

como um sensor de energia no musculo esquelético, ativando a proteina AMPK e
aumentando a lipélise, oxidacdo de gordura e captacao de glicose (CAREY et al.,
2006). ApoOs exercicios prolongados, a IL-6 gerada no musculo esquelético €
liberada na corrente sanguinea, onde pode ter um impacto antiobesidade no
figado e no tecido adiposo por meio da homeostase da glicose e da lipdlise
induzida pelo exercicio (JANSSON et al., 2003; JONSDOTTIR et al., 2000). Foi
demonstrado que a IL-6 reduz a resisténcia a insulina, aumenta a polarizacdo do
macrofago M2 e diminui os efeitos pré-inflamatérios do TNF-o (CHYLIKOVA et
al., 2018; MAUER et al., 2014; PEDERSEN et al., 2001)

Ainda sobre os efeitos controversos da IL-6, uma pesquisa realizada em
adultos e camundongos mostrou que a expressdo de IL-6, pelos adipocitos,
estimula o acumulo de TA, enquanto a expressao de IL-6 por células mieloides e
musculares inibe o acimulo de TA. Estes efeitos controversos foram explicados
por investigacOes a partir dos genes expressos por cada tipo celular do estudo,
gue observaram superexpressao das metaloproteases ADAM10 e ADAM17 pelo
TA em camundongos com deficiéncia de IL-6 em células musculares ou
mieldides, resultado ndo detectado em camundongos com deficiéncia de IL-6 em
adipocitos (HAN et al., 2020). E interessante notar que ADAM10 e ADAM17
regulam a producédo de slL6-R que, por sua vez, modula a sinalizacdo da citocina
de um estado candnico (classico) para ndo canbn