REV BRAS REUMATOL.2017;57(4):320-329

REVISTA BRASILEIRA DE
REUMATOLOGIA

be)

SOCIEDADE BRASILEIRA -
DE REUMATOLOGIA www.reumatologia.com.br

Artigo original

A obesidade é um determinante da resisténcia @CMk
a insulina mais importante do que os niveis

circulantes de citocinas pro-inflamatorias

em pacientes com artrite reumatoide

Jesus Castillo-Hernandez®*, Martha Imelda Maldonado-Cervantes®, Juan Pablo Reyes®,
Nuria Patifio-Marin®, Enrique Maldonado-Cervantes®, Claudia Solorzano-Rodriguez®,
Esperanza de la Cruz Mendoza°© e Brenda Alvarado-Sanchez?

a Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Unidad Académica Multidisciplinaria Zona Media, Laboratorio de Biomedicina, San Luis
Potosi, México

b Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Facultad de Estomatologia, Laboratorio de Investigacién Clinica, San Luis Potosi, México

¢ Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Facultad de Medicina, Laboratorio de Medicina Nuclear, San Luis Potosi, México

d Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Unidad Académica Multidisciplinaria Zona Huasteca, Laboratorio de Biomedicina, San Luis
Potosi, México

INFORMAQE)ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Introdugdo: O bloqueio sistémico do Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) nos individuos com
Recebido em 2 de marco de 2016 artrite reumatoide (AR) com resisténcia a insulina (RI) parece produzir mais melhoria na sen-
Aceito em 25 de outubro de 2016 sibilidade a insulina em pacientes com AR com peso normal do que em pacientes obesos com
On-line em 20 de dezembro de 2016 AR. Isso sugere que a inflamacdo sistémica e a obesidade sdo fatores de risco independentes

para a RI em pacientes com AR.

Palavras-chave: Objetivos: Avaliar a resisténcia a insulina em pacientes com peso normal com AR (AR-PN),
Resisténcia a insulina pacientes com sobrepeso com AR (AR-SP), pacientes com AR obesos (AR-OB) e individuos
Obesidade controle com peso normal (PN) e obesidade (OB) pareados; e a associagdo com as principais
Artrite reumatoide citocinas envolvidas na patogénese da doenca.

TNF-« Métodos: As avaliagbes incluiram: indice de massa corporal (IMC), resisténcia a insulina

com o modelo de avaliacdo da homeostase (Homa-IR), método Elisa e ensaio colorimétrico
enzimatico.

Resultados: Os resultados marcantes do presente estudo incluiram: (1) Em pacientes com
AR, a RI estava bem correlacionada com o fndice de Massa Corporal (quanto maior o IMC,
maior a RI), mas ndo com os niveis séricos de citocinas. Na verdade, os niveis de citocinas
eram semelhantes em todos os pacientes com AR, independentemente de serem obesos,
com sobrepeso ou peso normal. (2) A RI foi significativamente maior no grupo AR-PN do que
no grupo PN. (3) Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a RI de pacientes
AR-OB e OB. (4) Como esperado, os niveis circulantes de citocinas foram significativamente
maiores em pacientes com AR do que em OB.
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Conclusées: A obesidade parece ser uma condi¢do mais importante do que a inflamacdo em
produzir RI em pacientes com AR. A dissocia¢ao dos componentes da inflamacao e da obe-
sidade na producao de RI sugere a necessidade de uma estratégia terapéutica independente

em pacientes obesos com AR.
© 2016 Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Obesity is the main determinant of insulin resistance more than
the circulating pro-inflammatory cytokines levels in rheumatoid arthritis
patients

ABSTRACT

Background: Systemic blockade of TNF-a in Rheumatoid arthritis (RA) with insulin resistance
(IR) seems to produce more improvement in insulin sensitivity in normal weight patients
with RA than in obese patients with RA, suggesting that systemic-inflammation and obesity
are independent risk factors for IR in RA patients.

Objectives: To evaluate the insulin resistance in: normal weight patients with RA (RA NW),
overweight patients with RA (RA OW), obese RA patients (RA OB), and matched control
subjects with normal weight (NW) and obesity (OB); and its association with major cytokines
involved in the pathogenesis of the disease.

Methods: Assessments included: body mass index (BMI), insulin resistance by HOMA-IR,
ELISA method, and enzymatic colorimetric assay.

Results: Outstanding results from these studies include: (1) In RA patients, IR was well
correlated with Body Mass Index (the higher the BMI, the higher IR), but not with levels of
serum cytokines. In fact, levels of cytokines were similar in all RA patients, regardless of
being obese, overweight or normal weight (2) IR was significantly higher in RA NW than in
NW (3) No significant difference was observed between IRs of RA OB and OB (4) As expected,
levels of circulating cytokines were significantly higher in RA patients than in OB.
Conclusions: Obesity appears to be a dominant condition above inflammation to produce IR
in RA patients. The dissociation of the inflammation and obesity components to produce

IR suggests the need of an independent therapeutic strategy in obese patients with RA.

© 2016 Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

2

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria sis-
témica cronica de etiologia desconhecida; manifesta-se
principalmente por inflamacdo das articulagdes. Esse pro-
cesso inflamatdrio envolve multiplos fatores. Os linfocitos
produzem citocinas como o Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a), a IL-6 e a IL-1B, que resultam no recrutamento de
véarias outras células imunes ao local afetado. Quando néo
controlado, isso pode resultar em destruicdo e deformidade
articular.’ Portanto, essas consequéncias incapacitantes jus-
tificam completamente o uso terapéutico de farmacos como
os inibidores seletivos do TNF-q, IL-6 e IL-1B, destinados
a reduzir danos estruturais.’ Essas citocinas sdo produzi-
das principalmente por macréfagos, mondcitos e linfécitos T,
mas também sdo produzidas por diferentes tipos de célu-
las ndo imunes, como os adipdcitos, as células musculares
e as células dos tibulos renais.*® Por outro lado, essas cito-
cinas pré-inflamatérias estdo intimamente relacionados com
a resisténcia a insulina (RI). Por definicdo, a RI é conhecida
como uma resposta diminuida das células a insulina. Além
disso, a hiperinsulinemia compensatéria é uma caracteristica

clinica bem estabelecida da RI. O padrdo-ouro para a avaliacdo
da RI é o clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Contudo, esse
meétodo é arriscado, invasivo e requer intervencdo médica; no
entanto, em muitos estudos populacionais como este, a RI é
avaliada com o modelo de avaliacdo da homeostase (Homa-IR),
que estima a homeostase basal por meio dos niveis séricos
de jejum de glicose e insulina. Esse método tem uma alta
correlagdo com o padrdo-ouro.’

No nivel celular, a sinalizag¢do da insulina é prejudicada nos
principais érgdos sensiveis a insulina, especialmente o tecido
musculoesquelético, o figado, o coracdo e o tecido adiposo;®
esse fendmeno celular estd fortemente relacionado com uma
grande infinidade de anormalidades metabdlicas, como a
obesidade, o diabetes mellitus, a hiperlipidemia, as doencas
cardiovasculares, a hipertensao arterial, o céncer, a sindrome
de ovério policistico e a doenc¢a inflamatéria. O aumento na
fosforilacdo em serina dos substratos do receptor de insu-
lina (IRS-1 e 2) por varios estimulos inflamatoérios, inclusive
as citocinas, é o principal mecanismo molecular identificado.?
Além disso, mostrou-se que essas citocinas diminuem a ati-
vidade da tirosina quinase do receptor de insulina.’ Vérios
estudos fornecem evidéncias de que o TNF-a desempe-
nha papéis importantes em varios aspectos da sindrome
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metabdlica, inclusive a Rlinduzida pela obesidade. Além disso,
sabe-se que os pacientes com RI tém elevados niveis circulan-
tes de TNF-a.1011

A obesidade é considerada uma condi¢do inflamatéria
cronica de baixo grau, um fator de risco importante para
o desenvolvimento de RI. O tecido adiposo, particularmente
o visceral, é agora reconhecido como o principal contribuinte
para a sindrome de RL.? Na obesidade humana, observam-se
niveis plasmaticos aumentados de TNF-a e IL-6, que sdo
expressos e secretados pelo tecido adiposo humano. Esses
niveis diminuem nos individuos obesos apéds a perda de peso.
Na verdade, os niveis plasmaticos dessas citocinas estdo cor-
relacionados com o IMC. O TNF-a também tem sido proposto
como uma ligagdo entre a obesidade e a RI.'>13 Na verdade, a
RI e a obesidade sdo prevalentes em pacientes com AR.'*

Estudos recentes sugerem que o bloqueio sistémico dos
TNF-a (com o uso de infliximabe, etanercept e adalimu-
mabe) e dos antagonistas do receptor de IL-6 (com o uso
de tocilizumab) pode melhorar a Rl em pacientes com
AR.>1> No entanto, foi relatado que o efeito benéfico sobre
a sensibilidade a insulina é principalmente observado em
pacientes com peso normal, mas ndo em pacientes com AR
obesos,'® provavelmente porque o tratamento com farmacos
anti-inflamatérios atue sobre o “componente inflamatério”
(citocinas pré-inflamatérias), em vez de sobre os componentes
da obesidade, nesses pacientes.

Assim, o presente estudo objetiva avaliar a relacao entre
a resisténcia a insulina e as concentracdes plasmaticas de
TNF-a, IL-6 e IL-1 em pacientes com AR com e sem obesidade
para avaliar o papel da obesidade como fator de risco para a
RI em pacientes com AR.

Método
Participantes do estudo

Este estudo foi feito sob as diretrizes da Declaracd@o de Helsin-
que da World Medical Association, que estabelece os principios
éticos para a pesquisa clinica que envolva seres humanos.
Todos os participantes forneceram um consentimento infor-
mado. Foram recrutados 59 individuos adultos entre 19 e
70 anos.

Os pacientes com AR incluiram 27 mulheres que aten-
deram aos critérios do American College of Rheumatology de
1987 e que apresentaram doenca ativa admitidas no hospital
geral e no Mexican Institute of Social Security da cidade de
Rioverde, no Estado de San Luis Potosi, México. O total
de pacientes com AR (AR com ou sem OB) foi dividido em trés
grupos: sete com AR com peso normal (AR-PN), sete com AR
com sobrepeso (AR-SP) e 13 com AR com obesidade (AR-OB);
os grupos de pacientes com AR foram semelhantes quanto a
idade, género e anos ap6s o diagndstico, embora estivessem
em tratamento com metotrexato (MTX), glicocorticoides
(GC) e anti-inflamatérios ndo esteroides (Aine). Os critérios
de inclusdo para os pacientes com AR foram o diagnéstico
confirmado de AR ativa (avaliada pelo Disease Activity Score-28
Joints [DAS28]>3,2) e nao ter feito terapia bioldgica seletiva
com anti-TNF-a ou anti-IL-6 nem anti-IL-18. Os critérios de
exclusdo foram histéria de alergias, infeccles, diabetes ou

qualquer outra doenca sistémica. Os grupos AR com ou sem
OB e os grupos OB foram pareados por idade e género.

Dezesseis individuos com peso normal sem AR (PN) foram
incluidos como controle negativo para a RI e 16 mulheres obe-
sas ndo diabéticas sem AR (OB) como controle positivo para a
RI.

Dados clinicos e antropométricos

O peso corporal foi mensurado com uma balanca calibrada. Os
participantes vestiam roupas leves e estavam sem calcados.
A altura foi medida com um estadiémetro, sem cal¢ados. O
Indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado com a divisdo do
peso do individuo em quilogramas pela altura ao quadrado
em metros quadrados. A classificacdo do IMC corresponde
aquela proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
e considerou: peso normal de 18,5 a 24,9, excesso de peso
de 25 a 29,9 e obesidade > 30,0 (kg/m?). Mediu-se a circunfe-
réncia da cintura com uma fita de medida antropométrica. A
medicdo foi feita no ponto de menor circunferéncia entre a
crista iliaca e a caixa toracica. Além disso, a pressdo arterial
foi obtida pelo método indireto com um manguito manual e
um esfigmomandmetro.

Andlises das amostras

As amostras de sangue venoso foram coletadas apés um jejum
noturno (oito horas) entre 7h e 9h, por funcionéarios treina-
dos com o uso de protocolos idénticos e padronizados, em
tubos sob vacuo sem anticoagulantes. O soro foi separado
do sangue total por centrifugacdo (10 minutos a 3.000rpm) e
armazenado a —20° C para andlise posterior. O soro foi usado
para determinar os seguintes pardmetros: glicose, insulina,
triglicerideos, colesterol total, HDL-c, TNF-a, IL-6 e IL-1B. A
glicose sérica foi medida pelo método da glicose oxidase, um
ensaio colorimétrico enzimatico padrao (Spin React S.A., Espa-
nha). O colesterol total sérico (CT), o colesterol lipoproteina de
alta densidade (HDL-C) e os triglicerideos (TG) foram medi-
dos por meio de um ensaio colorimétrico enzimdtico com
um analisador quimico semiautomatico (Spin Lab, Espanha).
O colesterol lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) foi cal-
culado de acordo com a férmula de Friedewald. A insulina
sérica foi determinada por imunoensaio de microparticulas
quimioluminescentes (Immulite 1000 system). O modelo de
homeostase (Homa-IR) foi usado para avaliar a RI em paci-
entes e controles (Insulina em jejum [wIU/mL] x glicose em
jejum [mg/dL]/405). Estabeleceu-se a presenca de RI nos par-
ticipantes do estudo quando o Homa-IR era>2,5.” Os niveis
plasmaticos de TNF-q, IL-6 e IL-18 foram medidos pelo método
Elisa. Os kits Elisa foram adquiridos da Invitrogen Corporation
e o protocolo usado neste estudo foram as instrug¢oes do fabri-
cante. A cor produzida pela reacdo enzimatica foi medida a
450 nm no Awareness Stat Fax 303 Plate Reader.

Anailise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média+EPM. Os
testes de Shapiro Wilk foram avaliados quanto a normali-
dade. A comparacdo das médias entre os grupos foi feita com:
1) Anova one-way com teste de Tukey pés-teste para dados
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parameétricos e teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunns
pos-teste quando os dados eram ndo paramétricos para a ana-
lise dos trés grupos principais PN, OB e AR com ou sem OB.
2) Teste t ndo pareado para andlise entre OB versus AR-OB; AR-
-PN versus AR-OB e AR-PN versus PN. A associacao entre duas
varidveis foi medida com o rho de Spearman para dados nao
paramétricos. A significancia estatistica foi estabelecida em
p <0,05.

Resultados
Dados clinicos e demogrdficos

Recrutaram-se para o estudo 59 participantes consecu-
tivos. As caracteristicas clinicas e demograficas foram
resumidas na tabela 1. Nao houve diferenca nos seguintes
pardmetros: peso corporal, IMC e circunferéncia da cin-
tura entre os grupos de peso normal (PN versus AR-PN) ou
entre os grupos de individuos obesos (OB versus AR-OB).
Como esperado, foi encontrada uma diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos AR-PN, AR-SP e AR-OB
nesses parametros (p=0,0001). Os niveis de insulina foram
significativamente mais elevados no grupo AR-PN em
compara¢do com o grupo PN (p=0,003). Por outro lado, o
grupo AR-PN apresentou valores de insulina significativa-
mente inferiores aos do grupo AR-OB (p=0,03); os niveis

de insulina entre os grupos OB e AR-OB nao foram signifi-
cativamente diferentes. Os niveis séricos de triglicerideos
foram significativamente maiores no grupo AR-PN versus PN
(p=0,02), mas ndo entre os subgrupos AR ou entre os grupos
AR-OB e OB. O indice LDL-C/HDL-C foi maior no grupo AR-PN
versus PN (p=0,001), mas ndo entre os subgrupos AR ou entre
o grupo AR-OB e o grupo OB. Dos 27 pacientes com AR, 44%
estavam sob tratamento com MTX; pouco mais de 50% com
GC e o tratamento mais frequente era com Aine (66%).

A RI em pacientes com AR estd principalmente associada
ao IMC, mas ndo aos niveis séricos de TNF-«

Com o uso do modelo homeostatico (Homa-IR), o status de RI
foi avaliado em 59 individuos que integraram os trés principais
grupos de estudo. Usou-se um valor Homa-IR > 2,5 para defi-
nir a presenca de RL.” Os resultados mostraram que os grupos
AR com ou sem OB obtiveram valores semelhantes de Homa-
-IR (4,32+0,72 e 4,86 + 0,56, respectivamente), cerca de 4,5 a
5 vezes maiores do que no grupo PN (0,97 +0,13) (fig. 1A).

O valor do Homa-IR aumentou proporcionalmente ao IMC:
AR-PN (2,39+0,61), AR-SP (3,1540,64) e AR-OB (6,0+1,31,
p=0,01 versus AR-PN) (fig. 1B). Curiosamente, o grupo AR-PN
mostrou um Homa-IR significativamente maior do que o grupo
PN (2,39 £ 0,61 versus 0,97 +0,13; p=0,008) (fig. 1B). Como espe-
rado, a andlise de correlacdo mostrou uma forte associagédo

Tabela 1 - Pardametros clinicos e metabdlicos dos pacientes com AR

PN OB AR-PN AR-SP AR-OB

(n=16) (n=16) (n=7) n=7) (n=13)
Idade (anos) 29,0+2,35 40,94+ 3,51 51,33 £5,34% 40,43 + 3,82 45,31+3,45
Género (feminino %) 50 100 100 100 100
Duragdo da doenga (anos) — — 7,0+1,7 5,57 +1,7 7,55+1,64
Peso corporal (kg) 61,28 +2,28 82,38+3,2 52,14 +2,53 65,57 +£2,56 81,35 +2,60°
IMC (kg/mz) 22,12 £0,63 34,19+ 1,17 22,53+0,91 27,96 + 0,62 34,12+ 0,98 E
CC (cm) 81,05+1,77 106,8 + 3,12 88,14 +4,33 95,57 +2,47 107,5+2,61°
PAS (mmHg) 99,23 £2,39 121,3+4,16 118,6 £4,0 116,7 £4,2 123,6 £3,63
PAD (mmHg) 64,62 +1,43 79,25+2,13 75,71+ 3,682 78,33+4,77 82,27 +3,39
Insulina (nUI/mL) 4,22 +0,60 20,96 £2,22 10,96 + 2,84 11,96 £2,09 23,27 +4,35°
Glicose (mg/dL) 93,59+2,73 93,34+ 3,81 88,57 + 4,89 105,93 +9,15 100,5 + 4,88
Triglicerideos (mg/dL) 84,19 +9,53 162,2 + 18,68 125,6 +£18,22% 168,7 £ 31,62 123,9+ 16,41
CT (mg/dL) 147,0+7,26 166,2 +5,19 166,6 + 9,55 153,3+9,53 160,4+11,81
HDL-C (mg/dL) 57,88+ 3,50 44,5 +2,09° 42,14 +2,532 43,29+5,19 39,57 + 3,80
LDL-C (mg/dL) 72,29+ 7,47 89,25+ 5,67 99,31 + 8,04 76,26 + 6,07 89,20+ 11,74
LDL-G/HDL-C 1,36+0,16 2,10+0,19 2,44+0,29° 1,98+0,33 2,60+0,29
MTX (%) — — 42,8 (3/7) 57,1 (4/7) 38,4 (5/13)
GC (%) — — 57,1 (4/7) 42,8 (3/7) 53,8 (7/13)
Aine (%) — — 86,7 (6/7) 71,4 (5/7) 53,8 (7/13)

Os dados sdo expressos como a média + EPM, salvo indicacdo em contrério. Para comparar a média da dispersdo usou-se o teste t ndo pareado
para analise de OB versus AR-OB, AR-PN versus AR-OB e AR-PN versus PN. A significancia estatistica foi fixada em p <0,05.

2 versus AR-PN.
b versus PN.

Mostraram-se apenas as comparagoes PN versus AR-PN, AR-PN versus AR-OB e OB versus AR-OB.

Aine, anti-inflamatérios néo esteroides; AR, pacientes com artrite reumatoide; AR com ou sem OB, total de pacientes com AR, com ou sem
obesidade; AR-OB, pacientes com AR com obesidade; AR-PN, pacientes com AR com peso normal; AR-SP, pacientes com AR com excesso de
peso; CC, circunferéncia da cintura; GC, glicocorticoides; CT, colesterol total; HDL-C, colesterol lipoproteina de alta densidade; IMC, indice de
massa corporal (calculado como o peso em quilogramas dividido pela altura ao quadrado em metros). A classificacdo do IMC corresponde
aquela proposta pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e considerou: peso normal de 18,5 a 24,9, sobrepeso de 25 a 29,9 e obesidade > 30,0
(kg/m?); LDL-C, colesterol lipoproteina de baixa densidade; LDL-c/HDL-c, indice de risco cardiovascular; MTX, metotrexato; OB, individuos
com obesidade; PAD, pressao arterial diastélica; PAS, pressdo arterial sistdlica; PN, individuos com peso normal.
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Figura 1 - O IMC correlacionou-se com o Homa-IR em pacientes com AR. Os dados sdo expressos como a média + EPM.

A) Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunnet pés-teste. B) Usado teste t ndo pareado. C) Encontrou-se uma
correlagdo positiva entre o IMC e o Homa-IR em pacientes com AR. Aplicou-se o teste de correlacdo de Spearman para essa
andlise de dados. A significincia estatistica foi fixada em p <0,05.

A resisténcia a insulina foi determinada pelo Homa-IR (modelo de avaliacido da homeostase); IMC: indice de massa corporal.
A classificagdo do IMC corresponde aquela proposta pela Organizacdo Mundial de Satiide (OMS) e considerou: peso normal
de 18,5 a 24,9, sobrepeso de 25 a 29,9 e obesidade > 30 (kg/m?); PN, individuos com peso normal (n = 16); OB, individuos com
obesidade (n=16); AR, pacientes com artrite reumatoide; AR com ou sem OB, total de pacientes com AR, com ou sem
obesidade (n=27); AR-PN, pacientes com AR com peso normal (n=7); AR-SP, pacientes com AR com excesso de peso (n=7);

AR-OB, pacientes com AR com obesidade (n=13).
*versus PN; ® versus AR-PN.

entre o IMC e o Homa-IR (rtho de Spearman = 0,6, p =0,0008) em
pacientes com AR (fig. 1C). Adicionalmente, os niveis séricos
de TNF-o estiveram significativamente elevados em pacientes
com AR com e sem OB (14,22 + 3,08 pg/mL) em comparacao
com os grupos PN e OB (4,66 +£0,74 pg/mL e 6,12+ 1,01 pg/mL,;
p=0,01e p=0,05, respectivamente), cerca de trés e duas vezes
maior, respectivamente (fig. 2A). Além disso, verificou-se que
os niveis séricos de TNF-a do grupo AR-OB eram significativa-
mente mais elevados do que no grupo OB (14,87 + 5,36 versus
6,12 +1,0pg/mL, p=0,02). Além disso, o grupo AR-PN mos-
trou niveis séricos de TNF-a mais elevados do que o grupo PN
(11,7 £ 3,22 versus 4,66 + 0,74 pg/mL, p=0,007) (fig. 2B). Adicio-
nalmente, os niveis séricos de TNF-a néo se correlacionaram
nem com o IMC nem com o Homa-IR pelo teste rho de Spear-
man.

Os niveis séricos de IL-6 estdo aumentados nos pacientes
com AR, mas ndo estdo associados ao Homa-IR

A avaliacdo dos niveis séricos de IL-6 mostra claramente
que eles estdo significativamente mais elevados no grupo
AR com ou sem OB (12,25 + 4,55 pg/mL) em compara¢do com
os grupos PN e OB (0,81+0,52 e 1,15+0,48 pg/mL, p<0,001
e p<0,05, respectivamente); sdo quase 15 a 10 vezes maio-
res do que nos grupos PN e OB, respectivamente (fig. 3A). Os

niveis séricos de IL-6 no grupo AR-PN estiveram significativa-
mente mais elevados do que no grupo PN (17,27 + 10,47 versus
0,81+0,52 pg/mL; p=0,01) e os niveis de IL-6 no grupo AR-OB
estiveram significativamente mais elevados do que no grupo
OB (9,30 + 5,85 versus 1,15 + 0,48 pg/mL, p=0,03) (fig. 3B). Curi-
osamente, em pacientes com AR, observou-se uma tendéncia
- embora ndo significativa - de uma relacdo inversamente
proporcional entre o IMC e os niveis de IL-6. A andlise de
correlacdo entre a IL-6 e o IMC nao foi significativa (rtho de
Spearman = —0,1540, p=0,45, dados nao apresentados). Além
disso, a analise de correlacdo entre os niveis de IL-6 e Homa-IR
nao foi significativa (tho de Spearman=-0,21, p=0,28, dados
nao apresentados).

Avaliagdo dos niveis plasmaticos de IL-18

Avaliaram-se também os niveis plasmaticos de IL-18 nos
grupos AR-PN, AR-SP e AR-OB (1,52+0,34, 1,72+0,18,
1,51+ 0,20 pg/mL respectivamente). Esses niveis foram seme-
lhantes aos encontrados nos grupos OB e PN (1,74+0,16,
1,56 + 0,16 pg/mL, respectivamente) (dados nédo apresentados).
Os subgrupos de AR ndo mostraram diferengas entre eles em
relacdo aos niveis de IL-1B. N&o foi encontrada correlagdo
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Figura 2 - Os maiores valores séricos de TNF-« estdo dissociados do IMC em pacientes com AR. Os dados sdo expressos
como a média + EPM; para comparar a dispersio das médias, foram usados: A) Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn
pos-teste para dados ndo paramétricos. B) As comparac¢ées AR-PN versus PN e AR-OB versus OB foram feitas pelo teste t ndo
pareado. Além disso, nao foi encontrada significincia estatistica entre os subgrupos AR. A significincia estatistica foi fixada
em p <0,05.

A classificacdo do IMC corresponde aquela proposta pela Organizacdo Mundial de Satiide (OMS) e considerou: peso normal
de 18,5 a 24,9, sobrepeso de 25 a 29,9 e obesidade > 30 (kg/m?); PN, individuos com peso normal (n = 16); OB, individuos com
obesidade (n=16); AR, pacientes com artrite reumatoide; AR com ou sem OB, total de pacientes com AR, com ou sem
obesidade (n =27); AR-PN, pacientes com AR com peso normal (n =7); AR-SP, pacientes com AR com excesso de peso (n=7);

AR-OB, pacientes com AR com obesidade (n=13).
*versus PN; ¢ versus OB.
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Figura 3 - Os niveis séricos aumentados de IL-6 néo estiveram associados ao IMC em pacientes com AR. Os dados sdo

expressos como a média + EPM. A) Encontraram-se niveis séricos aumentados de IL-6 em pacientes com AR; aplicou-se o
teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn pés-teste. B) As comparagdes AR-PN versus PN e AR-OB versus OB foram feitas
pelo teste t ndo pareado. Além disso, ndo foram encontradas diferencas entre os subgrupos AR. A significincia estatistica

foi fixada em p <0,05.

A classificagdo do IMC corresponde aquela proposta pela Organiza¢io Mundial de Satide (OMS) e considerou: peso normal
de 18,5 a 24,9, sobrepeso de 25 a 29,9 e obesidade > 30 (kg/m?); PN, individuos com peso normal (n = 16); OB, individuos com
obesidade (n =16); AR, pacientes com artrite reumatoide; AR com ou sem OB, total de pacientes com AR, com ou sem
obesidade (n=27); AR-PN, pacientes com AR com peso normal (n=7); AR-SP, pacientes com AR com excesso de peso (n=7);

AR-OB, pacientes com AR com obesidade (n=13).
*versus controle; ¢ versus OB.

entre os niveis de IL-18 e o Homa-IR em pacientes com AR
(dados nao apresentados).

Discussao

O objetivo deste estudo foi avaliar a RI em pacientes com
AR com e sem obesidade e sua associa¢do com as principais
citocinas envolvidas na patogénese da doenca. Este traba-
lho indica que a obesidade é o principal determinante da
RI na AR. Além disso, o grau de RI observado em indivi-
duos obesos (AR-OB ou OB) nao é alcanc¢avel mesmo com as
altas concentragdes séricas das citocinas envolvidas no pro-
cesso inflamatério (AR-PN). Essas conclusdes sdo baseadas nas

seguintes observacdes: 1) Os grupos AR-PN, AR-SP e AR-OB tém
niveis semelhantes de citocinas pré-inflamatérias e esses sdo
significativamente mais elevados do que no grupo OB (figs. 2B
e 3B); 2) O Homa-IR entre os grupos OB e AR-OB nao foi dife-
rente (fig. 1B); 3) Apesar dos niveis elevados semelhantes de
citocinas pré-inflamatdrias entre os pacientes com AR e OB,
esses Ultimos apresentaram um Homa-IR significativamente
mais baixo (fig. 1B); 4) O Homa-IR foi significativamente maior
no grupo AR-PN do que no grupo PN (fig. 1B); 5) O Homa-
-IR correlacionou-se com o IMC, mas ndo com os niveis de
citocinas pré-inflamatérias na AR (fig. 1C).

Selecionaram-se 27 pacientes do sexo feminino com AR
ativa com e sem obesidade, das quais apenas 12 (44%) foram
tratadas com MTX, em doses de 7,5 a 10mg por semana.
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Nenhuma paciente usou a terapia bioldgica com drogas antir-
reumdticas modificadoras da doenca (Dmard) no presente
estudo (tabela 1). O MTX é um farmaco antagonista do acido
félico, cujo efeito principal acredita-se que venha da inibicdo
das enzimas envolvidas na sintese da purina que levam
ao acumulo de adenosina e, assim, inibem a ativacdo de lin-
fécitos T.'/ O MTX aparentemente ndo afeta os niveis de
TNF-a na AR, mas os niveis de IL-6 e IL-1 s3o efetivamente
afetados.’®'® Observou-se que o principal tratamento usado
pelas pacientes com AR incluidas no presente estudo foi o
diclofenaco, um inibidor nao seletivo da ciclo-oxigenase (66%),
seguido pelos corticosteroides (~ 51%). Estudos recentes mos-
traram que o tratamento com doses elevadas de diclofenaco
intraperitoneal (500 pg/mL) ndo afeta os niveis séricos de TNF-
-a e IL-6 em um modelo animal da febre.?° Além disso, outros
autores demonstraram que os Aine tém um ligeiro efeito de
diminui¢do nos niveis de IL-1,>! enquanto os niveis locais e
circulantes de IL-6 permanecem inalterados.?” Por outro lado,
o tratamento com baixas doses de glicocorticoides (< 7,5mg
de prednisona), conforme recebido por alguns pacientes com
AR do presente estudo, ndo parece afetar os niveis circulantes
de TNF-a ou IL-6,2% mas os niveis de IL-1B sdo modificados.?*
Os niveis basais de TNF-a nos pacientes do presente estudo
foram semelhantes aos encontrados por Charles et al. em paci-
entes com AR (14,21 + 3,08 versus 15,5 pg/mL)?° e por Penesova
et al. em pacientes magros tratados com baixas doses de pred-
nisona ou equivalente (11,70 + 3,22 versus 13,6 & 53,6 pg/mL).?>
Assim, parece que os tratamentos recebidos pelos pacientes
com AR do presente estudo néo tiveram uma influéncia signi-
ficativa sobre os niveis circulantes de TNF-« e IL-6.

A obesidade, a RI e a inflamacdao estao intimamente
relacionadas. Na verdade, as citocinas pro-inflamatérias fre-
quentemente sdo elevadas em individuos com IV, uma
“marca” da sindrome metabdlica (SM), assim como a
inflamacéo crénica.”!" Alguns autores concordam que o TNF-
-a, a IL-6 e a IL-1 promovem a RI; foi ainda proposto que o
TNF-a atue como a principal ligacdo entre a obesidade e a
RI.'?>13 Neste ponto, vale mencionar que nédo foi observada
diferenca significativa nos niveis de TNF-« e IL-6 entre os gru-
pos PN e OB (figs. 2 e 3, respectivamente), embora haja uma
tendéncia, como esperado, de que esses niveis sejam maiores
no grupo OB; isso é discutido mais adiante. Além disso, estu-
dos observacionais mostraram que a AR estd associada a um
aumento na prevaléncia de SM e marcadores inflamatérios.?®
Ademais, encontrou-se um aumento na Homa-IR em pacien-
tes com AR.”

Embora o papel das citocinas pré-inflamatérias na pato-
génese da AR seja claro, conforme evidenciado pelos efeitos
benéficos preventivos de agentes antirreumaticos como eta-
nercept e infliximabe (agentes anti-TNF-a), tocilizumabe
(bloqueador da IL-6R) e anakinra (antagonista recombinante
humano do receptor da IL-1),>17?%2° seus papéis metabdli-
cos ainda ndo sao certos. Por exemplo, a inibicdo do TNF-a
resulta em melhoria na sensibilidade a insulina em pacien-
tes com AR.>30-3? Isso sugere que o TNF-a desempenhe um
papelimportante no desenvolvimento da RI em pacientes com
AR, o que é coerente com um papel semelhante do TNF-a no
desenvolvimento de RI nos casos de obesidade e SM.'*!! Con-
tudo, por outro lado, estudos recentes lancam duvidas sobre

a importéncia dos niveis circulantes de TNF-a no desenvolvi-
mento de RI. Por exemplo, um estudo recente mostra que um
ano de bloqueio sistémico do TNF-a em um grupo de 16 paci-
entes com AR ndo teve um impacto significativo sobre o status
de RI.>*> O mesmo foi observado em 56 pacientes com esclerose
multipla tratados com etanercept durante quatro semanas.**
Os resultados do presente trabalho podem ajudar a conciliar
esses achados contrastantes, uma vez que a comparagdo entre
os grupos AR-PN e PN sugere que o TNF-a pode desempenhar
um papel modesto — em relacdo a obesidade — no desenvolvi-
mento de Rl em pacientes com AR, mas outros fatores ligados
a obesidade s@o mais importantes na determinacdo da RIL
Portanto, esses fatores adicionais devem ser considerados e
podem explicar as discrepancias entre os diferentes estudos
em relacdo a Rl em pacientes com AR.

Neste estudo, avaliou-se a RI por Homa-IR em um grupo
de pacientes com AR com e sem obesidade. Encontraram-
-se valores de Homa-IR aumentados no grupo AR com OB,
semelhantes aos valores do grupo OB (fig. 1B). No entanto, a
comparacdo dos niveis séricos de TNF-« e IL-6 entre esses dois
grupos foi significativamente maior no grupo AR-OB (figs. 2B
e 3B). Essa primeira observacdo parece dissociar a relacdo
entre a inflamacéo e a RI. Em apoio a isso, observou-se que o
grupo AR-PN mostrou menor Homa-IR do que o grupo AR-OB
(fig. 1B), embora ambos os grupos tenham niveis semelhan-
tes de TNF-a e IL-6 (figs. 2B e 3B). Isso sugere fortemente
que altos niveis circulantes de citocinas pré-inflamatérias ndo
necessariamente estdo associados a um alto grau de RI em
pacientes com AR. Na verdade, ndo foi encontrada correlacao
entre os niveis circulantes de TNF-a e IL-6 versus Homa-IR
(dados nao apresentados), mas o IMC correlaciona-se com o
Homa-IR na AR (fig. 1C). Isto é consistente com os achados
do estudo recente de Penesovi et al., que analisou a relacdo
entre o componente inflamatério e o metabolismo da glicose
em um grupo de pacientes com AR livre de fatores de risco
metabdlicos como obesidade ou distirbios endécrinos, que
podem se sobrepor ao efeito da inflamacao na sensibilidade a
insulina. N&o foi encontrada qualquer relacdo entre os niveis
circulantes elevados de citocinas pré-inflamatérias e parame-
tros metabdlicos.”® £ provavel que o componente inflamatério
circulante néo seja o principal determinante da RI na AR.>®
Na verdade, embora no presente estudo tenha-se descoberto
que o valor de Homa-IR e os niveis séricos de TNF-a e IL-6
sejam significativamente maiores no grupo AR-PN do que no
grupo PN (ambos os grupos estavam livres de fatores de risco
metabdlicos tradicionais), o Homa-IR foi significativamente
maior no grupo AR-OB em comparagao com o grupo AR-PN,
apesar de similarmente apresentar altos niveis de citocinas
inflamatoérias. Isso indica que a determinacao da RI em paci-
entes com AR poderia ter dois componentes independentes:
a inflamacdo e a obesidade. Além disso, a obesidade desem-
penha um papel maior do que o da inflamagdo em produzir a
RIL. Em apoio a isso, um estudo mostrou que os efeitos bené-
ficos do tratamento com anti-TNF-a em relacdo a melhoria
na sensibilidade a insulina podem ser observados apenas em
pacientes com AR de peso normal com RI, mas ndo em paci-
entes com AR com obesidade, apesar de o tratamento ter
reduzido a atividade inflamatéria da doenca na mesma exten-
sdo em todos os pacientes com AR.'® Mais uma vez, isso pode
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ser explicado pelo fato de o bloqueio sistémico do TNF-a em
pacientes com AR ter um maior impacto na RI associada ao
componente inflamatério (citocinas pré-inflamatérias), mas
néo aos componentes de obesidade. Muitas outras moléculas
ditas adipocinas, como a adiponectina, a resistina, a leptina
e a proteina de ligacdo ao retinol 4 (RBP4), que sdo produzi-
das pelo tecido adiposo, estdo relacionadas com a Rl induzida
pela obesidade. Elas mediam a regulacdo de varios 6rgdos e
tecidos, como o musculo esquelético, o sistema cardiovascu-
lar e o pancreas.>®?” Curiosamente e ao contrério de outros
relatos, ndo foi encontrado aumento nos niveis séricos de
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6) (fig. 3A) no grupo
OB, embora tenha sido encontrada uma forte RI no grupo
OB em comparacdao com o grupo PN. Ndo se pode excluir
que o efeito das citocinas pré-inflamatdrias seria predomi-
nantemente local, em vez de sistémico, em modular outros
efeitos indiretos no tecido adiposo.3*° Por exemplo, 0 TNF-«a
estimula a expressdo de mediadores em células de gordura,
como os AGL (4cidos graxos livres) e a leptina, o que pode
induzir & RI em outros érgdos.?° Em particular, a oferta e o
uso dos AGL é amplamente aceita como um mecanismo indi-
reto que contribui para o desenvolvimento de RI no musculo
esquelético.*!

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica com uma vasta gama de
atividades biolégicas, com um papel fundamental na fisiopa-
tologia da AR. £ encontrada em abundéncia no liquido sinovial
e no soro de pacientes com AR.*? Isso é consistente com os
achados do presente estudo, em que todos os grupos AR apre-
sentaram niveis elevados de IL-6 em comparag¢ao com o grupo
PN (fig. 3A). Os niveis séricos de IL-6 nos pacientes do pre-
sente estudo foram semelhantes aos encontrados em outros
trabalhos.'®?3 No entanto, ao contrdrio de outras pesquisas
que indicam uma correlagdo positiva entre os niveis de IL-6 e
o grau de obesidade,*® verificou-se que os niveis de TNF-« e
IL-6 no grupo OB nao estiveram significativamente aumenta-
dos em comparacao com o grupo PN (fig. 3A), embora tenha-se
observado uma tendéncia de os niveis serem modestamente
maiores no grupo OB. Na verdade, essa auséncia de significan-
cia estatistica também foi relatada por outros grupos de pes-
quisa ao mensurar essas citocinas no sangue.? Argumenta-se
que em obesos os niveis mais altos normalmente sdo encon-
trados nos tecidos, enquanto em alguns casos os niveis séricos
podem permanecer sem diferencas visiveis entre os grupos PN
e OB. Ao longo da Gltima década, relatou-se que a IL-6 tem um
duplo efeito sobre as perturbacdes metabdlicas e o controle
do peso corporal.** Observou-se uma tendéncia interessante -
que contudo néo alcangou niveis significativos - de que quanto
maior é o IMC menores sdo os niveis séricos de IL-6 em pacien-
tes com AR. As evidéncias de Tekaya et al. e van der Helm-van
Mil et al. mostraram que a obesidade e o IMC tém efeitos pro-
tetores sobre a quantidade de destruicao articular, progressao
da doenga®*® e gravidade da doenga (um IMC elevado esta
associado a um desfecho de doenca menos grave em pacientes
anti-CCP positivos com AR). Esse efeito protetor da obesidade
poderia ser mediado por uma diminui¢do na IL-6 em pacien-
tes obesos com AR.*” Um estudo feito em 2009 por Ruge et al.
descobriu que a IL-6 se correlacionou inversamente com o IMC
em pacientes com hiperglicemia.*® Isso poderia explicar a ten-
déncia a correlacao inversa entre o IMC e os niveis de IL-6 que
se observou nos pacientes com AR. As limita¢des do presente

estudo quanto ao tamanho da amostra nos impedem de explo-
rar mais os niveis de IL-6 e IMC nesses pacientes; é necessario
repetir essa abordagem com uma amostra maior. Em geral, sdo
necessarios mais estudos para esclarecer o papel da IL-6 em
pacientes obesos com AR.

Por outro lado, a IL-18 é um potente mediador inflamatério
na AR, descrita como uma citocina ativamente envolvida
na progressiao da doenga pela ativagdo de osteoclastos nas
articulacdes. Embora a IL-1f desempenhe um papel funda-
mental, os niveis séricos de IL-18 eram quase indetectaveis
no presente estudo. £ bem reconhecido que essa citocina esté
presente nas articulacdes na AR, mas é dificil de medir no
soro.?> Além disso, como mencionado acima, o tratamento
usado pelos pacientes é suscetivel de diminuir os niveis de
IL-1B. Portanto, isso poderia explicar os niveis muito baixos
dessa citocina nos pacientes do presente estudo (dados
nao mostrados). Mostrou-se que os niveis plasmaéticos de
IL-18 diminuem em pacientes tratados com metotrexato
e prednisolona.’®?* No entanto, hd evidéncias de que o
tratamento com glicocorticoides como a dexametasona
desestabilize o RNAm da IL-1a e da IL-1B de maneira depen-
dente da dose em monécitos humanos por dois mecanismos:
1) pela inibi¢do da transcricdo do gene da IL-1B e 2) pela
diminuicdo na estabilidade do RNAm da IL-1B8,*° o que reduz
a concentracao plasmatica de IL-1f em modelos animais e a
produgéo em culturas primérias de adipécitos humanos.”® Os
niveis séricos de IL-1B néo se correlacionaram com o Homa-IV
(p=0,0853) no presente estudo (dados ndo mostrados).

O tamanho da amostra é a principal limitacio deste estudo.
Poucos individuos preencheram os critérios de inclusdo. No
entanto, os estudos publicados semelhantes também mostra-
ram as mesmas limita¢des.’®

A principal conclusdo deste estudo é que a obesidade é o
principal determinante da RI em pacientes com AR. Essa con-
clusdo baseia-se em comparagoes entre o grupo OB (controle
positivo da RI) e os trés grupos AR diferentes (AR-PN, AR-SP,
AR-OB), que foram pareados por idade e género.

A segunda limitacdo deste estudo estd relacionada com o
fato de o grupo PN néo ter sido pareado por género nem idade
com o restante dos grupos. Assim, a observacao de que os valo-
res de Homa-IR foram significativamente maiores no grupo
AR-PN em compara¢do com o grupo PN deve ser analisada
com cautela. No entanto, como um argumento que apoia essa
limitacdo pode néo ser decisivo, varios estudos indicam que
alteracoes metabdlicas, como a Rl e a intolerancia a glicose,
néo sdo dependentes do género.>'>?

No presente estudo, o grupo AR-PN tem uma idade média
significativamente maior do que a do grupo PN. Isso pode
estar relacionado com as variagdes dependentes da idade
na glicose e na insulina. Por sua vez, esse efeito relacionado
com a idade pode afetar as determinacdes do Homa-IR, inde-
pendentemente da inflamacdo e do IMC. Embora haja uma
reducdo dependente da idade na liberacdo basal de insulina
em individuos ndo diabéticos, esse fato ndo se reflete nos
niveis séricos de insulina em jejum. A explicacdo para essa
observacdo esta relacionada com o fato de a compensacio
de insulina também ser reduzida (na mesma medida em
homens e mulheres), de modo que isso mantém os niveis
séricos normais de insulina, apesar da reducdo dependente
da idade na liberacdo de insulina.”> Assim, embora ndo
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se possam descartar alteracoes dependentes da idade na
liberacdo basal de insulina nos grupos do presente estudo,
observa-se que o grupo AR-PN tem niveis séricos de insulina
em jejum ainda maiores do que o grupo PN. Esses niveis mais
elevados no grupo AR-PN poderiam ser explicados por: 1) uma
reducdo na depuracao da insulina em condigdes de jejum que
nao é acompanhada pela reducdo relacionada com a idade na
liberacdo de insulina. No entanto, isso é improvavel, porque
as reducdes na liberacdo e na remogdo em geral ocorrem
ao mesmo tempo.”” 2) A RI que ndo esta relacionada com a
obesidade, mas com a inflamacéo. Isso estd de acordo com
as conclusdes do presente estudo; os grupos com os maiores
valores de Homa-IR também tém niveis mais elevados de
insulina, mantém os niveis de glicose muito préximos aos
valores normais (tabela 1). Dessa maneira, os valores de Homa-
-IR significativamente mais elevados sdo mais fortemente
determinados pela obesidade do que pela inflamacao.

Em conclusdo, esses resultados indicam que a obesidade
é um dos principais determinantes da Rl em pacientes com
AR, mais importante do que os componentes inflamatérios
circulantes, considerados em termos dos niveis de TNF-a,
IL-6 e IL-1. Além disso, a maior RI em pacientes com AR
com peso normal (AR-PN) em comparagdo com os individuos
com peso normal (PN) parece ser explicada apenas pelo
impacto dos componentes inflamatérios. Uma vez que a
principal conclusdo do presente estudo é que a obesidade
desempenha um papel dominante sobre a inflamacéo na RI
em pacientes com AR, os médicos devem enfatizar mais a
importancia do controle do peso a seus pacientes, a fim de
evitar complicacdes indesejaveis ou potencialmente graves
derivadas do ganho de peso nédo saudavel.
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