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BIAZI, Giuliana Regina. Efeitos da interleucina 6 sobre a neoglicogénese, acao
supressiva da insulina na glicogendlise e sensibilidade periférica a insulina.
2022. 51 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A interleucina 6 (IL6) € uma citocina que, além da sua funcdo imunomoduladora, esta
envolvida com diversas respostas bioldgicas em varios tecidos, desempenhando
importantes fun¢cdes homeostaticas. Esta citocina exerce uma variedade de efeitos
metabdlicos, desempenhando importante funcdo na regulacdo do metabolismo de
lipideos, proteinas e carboidratos, especialmente na homeostase da glicose. No
entanto, o aumento crénico de IL6, como ocorre em doencas inflamatdrias (diabetes
tipo 2 e céancer), tem sido associado a varios disturbios metabdlicos, incluindo
anormalidades no metabolismo da glicose. Embora alguns efeitos metabdlicos da IL6
estdo bem estabelecidos, seu efeito na neoglicogénese é controverso e sobre a acdo
da insulina no catabolismo do glicogénio estimulado pela adenosina monofosfato
ciclica (AMPc) é desconhecido. Os objetivos principais deste estudo foram investigar
os efeitos da IL6 sobre a neoglicogénese hepatica a partir de varios precursores de
glicose (alanina, piruvato e glutamina) e sobre a acédo supressiva da insulina na
glicogendlise hepatica estimulada pelo AMPc em ratos. Os efeitos da IL6 na
sensibilidade periférica a insulina também foram avaliados. Para estes propésitos, a
IL6 foi administrada endovenosamente nos ratos. Uma (1) hora depois foram
avaliadas a neoglicogénese e a glicogendlise, em perfusdo de figado in situ, e a
sensibilidade periférica a insulina, por meio do teste de tolerancia a insulina (ITT). A
injecdo endovenosa de IL6 aumentou a producdo hepatica de glicose a partir da
alanina, sem alterar a producéo de piruvato, lactato e ureia. A injecdo de IL6 também
aumentou a producdo hepatica de glicose a partir do piruvato e da glutamina. Além
disso, a IL6 diminuiu o efeito inibitério da insulina na producdo hepatica de glicose e
glicogendlise estimuladas pelo AMPc. Adicionalmente, a IL6 reduziu a constante de
desaparecimento da glicose (kITT) no plasma, durante o ITT. Em concluséo, a IL6
agudamente (1 hora) aumentou a neoglicogénese a partir de varios precursores de
glicose (alanina, piruvato e glutamina) e diminuiu o efeito supressivo da insulina na
glicogendlise estimulada pelo AMPc e a sensibilidade periférica a insulina. Os
resultados sugerem um papel importante da IL6 na patogénese da resisténcia
hepética e periférica a insulina e no aumento da liberacdo hepatica de glicose
(neoglicogénese e glicogenolise) em doencgas inflamatorias, tais como o diabetes tipo
2 e cancer.

Palavras-chave: citocina; AMPc; resisténcia a insulina; perfusao de figado.



BIAZI, Giuliana Regina. Effects of interleukin 6 (IL6) on gluconeogenesis, insulin
suppressive action on glycogenolysis and peripheral insulin sensitivity. 2022.
51 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

ABSTRACT

Interleukin 6 (IL6) is a cytokine that, in addition to its immunomodulatory function, is
involved in several biological responses in various tissues, performing important
homeostatic functions. This cytokine exerts a variety of metabolic effects, playing an
important role in the regulation of lipid, protein and carbohydrate metabolism,
especially in glucose homeostasis. However, the chronic increase of IL6, as occurs in
inflammatory diseases (type 2 diabetes and cancer), has been associated with several
metabolic disorders, including abnormalities in glucose metabolism. Although some
metabolic effects of IL6 are well established, its effect on gluconeogenesis is
controversial and on the action of insulin on glycogen catabolism stimulated by cyclic
adenosine monophosphate (CAMP) is unknown. The main objectives of this study were
to investigate the IL6 effects on hepatic gluconeogenesis from various glucose
precursors (alanine, pyruvate and glutamine) and on insulin suppressive action in the
cAMP-stimulated hepatic glycogenolysis in rats. The IL6 effects on peripheral insulin
sensitivity were also evaluated. For these purposes, IL6 was administered
intravenously to the rats. One (1) hour later, gluconeogenesis and glycogenolysis were
evaluated in in situ liver perfusion, and peripheral insulin sensitivity using the insulin
tolerance test (ITT). Intravenous injection of IL6 increased hepatic glucose production
from alanine, without changing pyruvate, lactate and urea production. IL6 injection also
increased hepatic glucose production from pyruvate and glutamine. Furthermore, IL6
decreased the insulin inhibitory effect on hepatic glucose production and
glycogenolysis stimulated by cAMP. Additionally, IL6 reduced the plasma glucose
disappearance constant (kITT) during ITT. In conclusion, IL6 acutely (1 hour)
increased gluconeogenesis from several glucose precursors (alanine, pyruvate, and
glutamine) and decreased the insulin suppressive effect on cAMP-stimulated
glycogenolysis and peripheral insulin sensitivity. The results suggest an important role
for IL6 in the pathogenesis of hepatic and peripheral insulin resistance and in the
enhancement of hepatic glucose release (gluconeogenesis and glycogenolysis) in
inflammatory diseases such as type 2 diabetes and cancer.

Key words: cytokine; cCAMP; insulin resistance; liver perfusion.
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1. INTRODUCAO

A interleucina 6 (IL6) é uma citocina pro-inflamatoria multifuncional que
modula uma variedade de respostas biolégicas, incluindo respostas imune,
inflamatoria, de fase aguda, hematopoiética e metabodlica, desempenhando
importantes fun¢cdes homeostéticas (MIHARA et al., 2012; TANAKA; NARAZAKI;
KISHIMOTO, 2014; GARBERS et al., 2018).

A IL6 é sintetizada por muitos tipos celulares, como macrofagos, mondcitos,
linfocitos, células endoteliais, fibroblastos, adipécitos, midcitos e hepatécitos, e
pode ter efeitos em diversos tipos de células (proteina pleiotrépica), por meio de
aclOes autocrinas, paracrinas e enddécrinas (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO,
2014).

Os efeitos da IL6 sdo mediados por duas vias de sinalizacao: classica e de
trans-sinalizacdo (CHEN et al., 2019). Na via classica a IL6 se liga ao receptor
transmembrana (IL6-Rm), enquanto na via de trans-sinalizacao a IL6 se liga a forma
solavel do receptor (IL6-Rs). Os complexos IL6-Rm ou IL6-Rs desencadeiam a
homodimerizacdo de proteinas gpl30 (transdutoras de sinal) e a consequente
ativacao de JAK (janus quinases). JAK ativada induz a fosforilagdo de proteinas
STAT (transdutores de sinais e ativadores de transcrigcdo), como a STAT3, e a sua
dimerizacéo e translocacédo para o nucleo para regular a transcricdo de genes alvo
(BASTARD et al., 2006) (Figura 1).

A ativacdo de uma via de sinalizacdo (classica) ou de outra (trans-
sinalizacdo) reflete diferencas nas respostas da IL6, sendo as respostas
inflamatérias atribuidas a ativagcdo da via de trans-sinalizacdo (GARBERS;
APARICIO-SIEGMUND; ROSE-JOHN, 2015). Estudos mostram que o bloqueio da
via de trans-sinalizacdo diminui o quadro pré-inflamatério sem afetar os efeitos da
IL6 na homeostase metabdlica (via classica) (GREENHILL et al., 2011; ROSE-
JOHN, 2012; KRAAKMAN et al., 2016; AKBARI; HASSAN-ZADEH, 2018;
GARBERS; ROSE-JOHN, 2018; ROBINSON et al., 2020).

A IL6, embora tradicionalmente conhecida por sua funcao
imunomoduladora, também modula o metabolismo de lipideos, proteinas e
carboidratos, exercendo uma variedade de efeitos metabdlicos (GHANEMI; ST-
AMAND, 2018).
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A IL6 estimula a lipolise, aumenta a oxidacdo de &cidos graxos livres
(AGLs) e reduz a atividade da lipase de lipoproteina em cultura de adipécitos
(TRUJILLO et al.,, 2004, PETERSEN et al., 2005). A IL6 também aumenta a
oxidacao de AGLs em musculo incubado (BRUCE; DYCK, 2004) e em cultura de
miotubos (AL-KHALILI et al., 2006; CAREY et al., 2006). Em consisténcia, a infusao
(in vivo) de IL6 estimula a lipdlise, aumenta a concentracdo circulante e a oxidacao
de AGLs e inibe a lipogénese (STOUTHARD et al., 1995; LYNGSO; SIMONSEN;
BULOW, 2002; VAN HALL et al., 2003; PETERSEN et al., 2005), sugerindo efeito
catabdlico da IL6 no metabolismo lipidico.

Outros estudos mostram que a IL6 encurtou a meia-vida de proteinas de
vida longa e aumenta a atividade do proteassoma 26S (componente da via
proteolitica ubiquitina proteassoma) e das catepsinas (enzimas da via proteolitica
lisossomal) em cultura de miotubos, sugerindo papel proteolitico da IL6 (EBISUI et
al., 1995).

A IL6 também estimula a glicogénio fosforilase (enzima-chave da
glicogendlise) (KANEMAKI et al., 1998) e a glicogendlise em hepatocitos isolados
(VAARTJES et al.,, 1990) e em cultura de hepatécitos (RITCHIE, 1990),
evidenciando seu efeito catabdlico no metabolismo do glicogénio. Em acordo,
camundongos portadores de tumor secretor de IL6 apresentam menor conteudo de
glicogénio no figado (METZGER et al., 1997) e a administracdo de IL6 diminui o
glicogénio hepatico (LIENENLUKE; CHRIST, 2007) e aumenta a glicemia
(STOUTHARD et al., 1995; TSIGOS et al., 1997b).

Com relacdo a neoglicogénese hepatica, foi verificado que a IL6 estimula
diretamente a producdo de glicose a partir do lactato em cultura de hepatdcitos
(BLUMBERG et al., 1995; FRITSCHE et al., 2010), sem afetar a expressédo da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose 6-fosfatase (G6Pase),
enzimas-chave da neoglicogénese (FRITSCHE et al.,, 2010). Também foi
observado que a administracdo de IL6, assim como a IL6 liberada do musculo,
durante exercicio intenso e prolongado, aumenta o contetdo hepatico de RNAm da
PEPCK (BANZET et al., 2009), sugerindo aumento da neoglicogénese.

Entretanto, outros estudos mostram efeito inibitério da IL6 na
neoglicogénese. A IL6 previne o aumento de RNAmM da PEPCK durante a fase
inicial de jejum (LIENENLUKE; CHRIST, 2007) e atenua a expressao da PEPCK
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induzida por glucagon (CHRIST et al, 1994) e dexametasona/adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) (INOUE et al., 2004) em cultura de hepatdcitos. A
inoculacéo de tumor secretor de IL6 também reduz o RNAmM da G6Pase, sem afetar
a atividade da PEPCK hepética (METZGER et al., 1997).

Adicionalmente, ha estudos mostrando auséncia de efeito da IL6 na
neoglicogénese. A IL6 ndo afetou a neoglicogénese a partir do lactato (VAARTJES
et al., 1990; TANAKA et al., 2018) em cultura de hepatdcitos. Em outro estudo, a
falta de IL6 em camundongos deficientes desta citocina (IL67) ndo reduziu a
liberacado hepética de glicose durante o jejum (FRITSCHE et al., 2010). Portanto,
nao ha consenso sobre os efeitos da IL6 na neoglicogénese, a qual pode ser devida
aos diferentes protocolos utilizados nos estudos.

Além dos efeitos metabdlicos diretos da IL6, esta citocina pode ter efeitos
indiretos sobre o metabolismo, modulando a acao de alguns hormdnios. A infusdo
de IL6 aumenta a concentracdo plasmatica de glucagon, cortisol e horménio de
crescimento (PETERSEN et al., 2005; TSIGOS et al.,, 1997a; TSIGOS et al.,
1997b). Essas alteragcbes hormonais, juntamente com a resisténcia a insulina
induzida pela IL6, podem resultar em estimulacdo da lipdlise, protedlise,
glicogendlise e neoglicogénese (LUNDHOLM; HOLM; SCHERSTEN, 1978;
COPELAND et al., 1987; TAYEK, 1992; ROFE et al., 1994).

Com relacdo a resisténcia a insulina, elevagdes crbnicas de IL6,
promovidas por tumores secretores de IL6 (METZGER et al., 1997), ou a producao
aumentada de IL6, causada por inflamacdo de baixo grau (CAIl et al. 2005),
resultam em resisténcia a insulina. Em corroboracédo, a IL6 inibe a sinalizagédo e
acao da insulina em hepatdcitos isolados, em linhagens celulares de hepatocitos
(HepG2) e no figado (SENN et al., 2003; KIM; HIGASHIMORI; PARK, 2004;
KLOVER et al., 2005; KIM et al., 2008). Foi também mostrado que a IL6 induz
resisténcia a insulina em cultura de adipdcitos (LAGATHU et al., 2003; ROTTER et
al., 2003). Além disso, anticorpos neutralizantes para IL6 aumentam a sensibilidade
a insulina em camundongos resistentes a insulina (ob/ob) (KLOVER et al., 2005),
reforcando a relacdo entre a elevacao de IL6 e resisténcia a insulina.

O mecanismo exato de interacdo entre a IL6 e a via de sinalizacdo da

insulina ainda ndo esta claramente elucidado, mas parece envolver aumento de
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proteinas supressoras de sinalizac&o de citocinas (SOCS) e/ou ativagao de tirosina
fosfatases (BASTARD et al., 2006; FIGLER et al., 2011).

No hepatdcito (Figura 1), a IL6 por ativacdo da via JAK/STAT (GLUND;
KROOK, 2008), aumenta a expressao génica de SOCS3, uma proteina que atua
como regulador negativo da sinalizag&o de citocinas e que parece ser um potente
inibidor da sinalizacdo da insulina. Em acordo, a administracdo de IL6 em
camundongos induz a transcricdo de SOCS3 nos hepatocitos (SENN et al., 2003).
A IL6 também aumenta a expressdo de SOCS3 em cultura de adipécitos
(LAGATHU et al., 2003).

A SOCS3 (Figura 1) se associa com o receptor de insulina reduzindo sua
autofosforilagéo, e consequentemente, a fosforilagdo da tirosina do substrato 1 do
receptor de insulina (IRS1), a associacdo do IRS1 com a subunidade p85 da
proteina quinase 3 (PI3K), a conversdo de fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2)
para fosfatidilinositol 3,4,5 bisfosfato (PIP3), a ativacdo da proteina quinase
dependente de fosfoinositideos (PDK1) e a fosforilacdo/ativacdo da AKT (proteina
guinase B) (SENN et al.,, 2002). A reducédo da fosforilagdo da AKT diminui a
transmissdo do sinal da insulina e os seus efeitos metabdlicos (CARVALHEIRA et
al., 2002).

A AKT desempenha papel central na sinalizacdo da insulina em varios
tecidos. No hepatécito (Figura 1), a reducdo da fosforilagdo da AKT, por
interferéncias negativas na via de sinalizagdo da insulina, como a resisténcia a
insulina induzida pela IL6, diminui a atividade da fosfodiesterase 3B (PDE3B), a
enzima que degrada o AMPc, o segundo mensageiro do glucagon (CARVALHEIRA
et al., 2002). Isso resulta em aumento de AMPc intracelular e consequentemente
em ativacao da proteina quinase dependente de AMPc (PKA).

A PKA-ativada por AMPc induz a fosforilagdo/ativagdo da glicogénio
fosforilase (enzima-chave da glicogendlise), aumentando o catabolismo do
glicogénio (EXTON, 1987; RAMNANAN et al., 2011). A PKA-ativada por AMPc
também induz a fosforilagéo/ativacdo da enzima bifuncional e consequentemente a
ativacdo da frutose-1,6-bisfosfatase  (Fru-1,6-Pase), enzima-chave da
neoglicogénese, estimulando a neoglicogénese (PILKIS; GRANNER, 1992).
Adicionalmente, a PKA-ativada por AMPc promove a fosforilagdo/inibicdo da

piruvato quinase, diminuindo a converséao do fosfoenolpiruvato para piruvato, o que
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aumenta a concentracdo do fosfoenolpiruvato e assim a neoglicogénese (PILKIS;
GRANNER, 1992; SHARABI et al., 2015). Portanto, o aumento de AMPc
intracelular, promovido por resisténcia a insulina induzida por IL6, estimula a
glicogendlise e neoglicogénese, aumentando a liberagdo hepética de glicose e
glicemia (PILKIS & GRANNER, 1992) (Figura 1).

Nas células adiposas e musculares, a reducdo da fosforilagdo da AKT,
promovida pela resisténcia a insulina, reduz a translocacao de transportadores de
glicose GLUT4 para a membrana plasmatica, efeito que diminui a captacao
periférica de glicose e aumenta a glicemia (SALTIEL; KHAN, 2001; CARVALHEIRA
et al., 2002). Foi reportado que a IL6 reduz a fosforilacdo de IRS1 e AKT e a
expressao de GLUT4 em cultura de adipdcitos, efeitos que resultam em reducéo
da captacéo de glicose e da lipogénese (LAGATHU et al., 2003).

Entretanto, no musculo esquelético, a IL6 ndo antagoniza a acdo da
insulina (KLOVER et al., 2005), embora KIM e colaboradores (2004) observaram
resisténcia a insulina no masculo apoés tratamento com IL6. Pelo contrario, a IL6
aumenta a acgado da insulina em cultura de células de musculo esquelético
(WEIGERT et al., 2005, AL-KHALILI et al., 2006), efeito que aumenta o GLUT4 na
membrana e a captacdo de glicose. Portanto, a IL6 parece ter efeitos distintos nos
diferentes tecidos, induzindo resisténcia a insulina no figado e tecido adiposo e
aumentando a sensibilidade a insulina no musculo esquelético.

A sintese de IL6 é precisamente regulada por mecanismos transcricionais
e pos-transcricionais (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). A sintese de IL6
aumenta em situac6es como: a) estresse metabodlico causado por exercicio fisico
intenso e prolongado (STEENSBERG et al., 2000); b) estresse infeccioso causado
por bactérias, fungos e virus e c) estresse inflamatério causado por doencas
inflamatorias e injaria tecidual (lesbes e traumas) (TANAKA; NARAZAKI;
KISHIMOTO, 2014).

E sugerido que a IL6 sintetizada e liberada pelas células musculares,
durante exercicio intenso e prolongado, aumentaria a captacdo e oxidacdo de
glicose e AGLs pelo musculo em atividade, via efeitos autocrinos (GLUND; KROOK,
2008). A IL6 liberada pelo musculo também aumentaria a disponibilidade de
substratos energéticos (glicose e AGLS) para a contragdo muscular, via efeitos no

figado (estimulacdo da glicogendlise) e tecido adiposo (estimulacéo da lipdlise),
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desempenhando papel importante na capacidade de execugdo de exercicio e
manutencao da normoglicemia (GLUND; KROOK, 2008).
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O aumento da sintese de IL6 durante o estresse infeccioso ou inflamatorio
€ importante para a mobilizacdo de substratos, como glicose, AGLs e/ou
aminoacidos, requeridos por tecidos e 6rgaos, contribuindo para a adaptacéo e/ou
defesa do organismo (homeostase). Os macréfagos, mondcitos e linfocitos séo as
principais fontes de IL6 no estresse infeccioso ou inflamatorio (TANAKA;
NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

A sintese aumentada de IL6, nas diversas situacbes de estresse
(metabdlico, infeccioso ou inflamatério), diminui quando a homeostase do
organismo é restaurada, sendo, portanto, transitoria.

A sintese desregulada e continua de IL6 tem sido associada a
algumas anormalidades metabdlicas presentes em doencas inflamatdrias, como
o diabetes tipo 2 quando associado a obesidade e o cancer (GOYDOS et al., 1998;
ADLER et al, 1999; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014; AKBARI,
HASSAN-ZADEH, 2018).

A sintese aumentada de IL6 em obesos, por adipdcitos e macréfagos
infiltrados no tecido adiposo (TRUJILLO et al., 2004), parece ser um dos fatores
indutores de resisténcia a insulina, ou seja, um dos elos de ligacdo na associacao
entre obesidade e diabetes tipo 2 (HOTAMISLIGIL, 2006; TILG; MOSHEN, 2006;
AKBARI; HASSAN-ZADEH, 2018). Foi observado que o aumento de IL6, causado
por inflamacdo de baixo grau, como ocorre na obesidade, resultou em
camundongos com fendtipo diabético, o qual foi revertido com anticorpos
neutralizantes para IL6 (CAl et al., 2005). Em corroboracéo, a neutralizagéo da IL6
com anticorpos melhora a acdo hepatica da insulina em camundongos
geneticamente obesos (KLOVER et al., 2005). Além disso, a administracdo cronica
de IL6 em camundongos, em concentracdo semelhante a presente em individuos
obesos, causa resisténcia hepética a insulina (KLOVER et al., 2003).

Além do aumento da glicogendlise, a resisténcia a insulina também causa
aumento acentuado da neoglicogénese, uma das principais alteracdes que
contribui para a hiperproducédo hepatica de glicose e hiperglicemia de jejum no
diabetes tipo 2 (MAGNUSSON et al., 1992).

Em portadores de céncer, a sintese aumentada de IL6 pelo sistema imune,
em resposta a presenga do tumor, poderia também estar associada a resisténcia a
insulina (LUNDHOLM; HOLM; SCHERSTEN, 1978; TAYEK, 1992; ROFE et al.,
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1994; ARGILES; LOPEZ-SORIANO, 2001; HONORS; KINZIG, 2012; DE FATIMA
SILVA et al., 2017), e ao aumento da glicogendlise (HIRAI; ISHIKO; TISDALE,
1997; VICENTINO et al., 2002; CASSOLLA et al.,, 2011) e da neoglicogénese
(WATERHOUSE; JEANPRETRE; KEILSON, 1979; LUNDHOLM et al., 1982),
frequentemente observados em animais e humanos com cancer.

Além disso, o0 aumento de IL6 é apontado como um dos mediadores da
intensa lipolise e protedlise em portadores de cancer (MUELLER et al., 2016;
PORPORATO, 2016), a qual resulta em severa perda de massa adiposa, muscular
e corpérea (caquexia) (STRASSMANN et al., 1992). Foi mostrado que o0 aumento
de IL6, produzido por tumor secretor desta citocina, causa perda de peso
(METZGER et al., 1997) e o tratamento com anticorpo neutralizante para IL6 ou
para o receptor de IL6 reverte a caquexia em camundongos portadores de
adenocarcinoma de célon (FUJITA et al., 1996; STRASSMANN et al., 1992).

Em sintese, a literatura mostra que alguns efeitos da IL6 estdo bem
estabelecidos e que o aumento crbénico desta citocina esta associado a
anormalidades metabolicas presentes em algumas doencas inflamatoérias, tais
como o diabetes tipo 2 e cancer. Entretanto, outros efeitos metabdlicos da IL6
necessitam de investigacéo.

Considerando que o efeito da IL6 na neoglicogénese hepética é
controverso e que, apesar do efeito bem conhecido da IL6 na induc&o de resisténcia
hepética a insulina, ainda ndo ha estudos, até onde conhecemos, avaliando o efeito
desta citocina sobre a acdo supressiva da insulina na glicogendlise estimulada pelo

AMPc, seguem os objetivos do presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Investigar os efeitos da IL6 sobre a neoglicogénese, a acdo supressiva da

insulina na glicogendlise e a sensibilidade periférica a insulina em ratos.

2.2 Especificos:
Avaliar os efeitos da administracdo endovenosa de IL6 sobre:

2.2.1 A neoglicogénese a partir de alanina, piruvato e glutamina, em estudos
de perfuséo de figado in situ;

2.2.2 A acdo supressiva da insulina na glicogenolise estimulada pelo AMPc,
em estudos de perfusao de figado in situ;

2.2.3 A sensibilidade periférica a insulina, por meio do teste de tolerancia a
insulina (ITT);
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Quimicos

A IL6 foi adquirida da Peprotech (Ribeirdo Preto, Brasil), a insulina regular
(Humalog®) da Eli Lilly do Brasil Ltda (Rio de Janeiro, Brasil), o AMPc da Sigma
Chemical Co. (St Louis, USA). Os sais do liquido de perfusdo, os precursores
neoglicogénicos e os demais reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St
Louis, USA), Merck & Co. (Darmstad, Germany), Reagen (Rio de Janeiro, Brasil)
ou Laborclin (Pinhais/PR, Brasil). Os kits utilizados para as dosagens de glicose,

piruvato, lactato e uréia foram obtidos da Ebram (Belenzinho/SP, Brasil).

3.2 Animais e administracao de IL6

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comissédo de
Etica no Uso de Animais da UEL (CEUA/UEL, n° de registro 15825.2018.49). Os
ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, em gaiolas
coletivas, a uma temperatura de 23+2°C e com ciclo claro/escuro de 12 horas.
Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (220-230 g), com livre
acesso a agua e alimentados a vontade com ragdo Nuvilab®. Para avaliagdo da
neoglicogénese os ratos foram submetidos a 24 horas de privacdo alimentar para
retirar a interferéncia do contetdo do glicogénio hepatico na andlise dos resultados.
Nos demais experimentos foram utilizados ratos alimentados.

A administracdo de IL6 (10 ug/Kg) nos ratos, previamente sedados com
anestesia inalatdria, consistiu na injecdo endovenosa (veia peniana) de 200 ul de
uma solucéo de salina tamponada (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 8,1 mM,
1,76 mM, KH2PO4 e albumina sérica bovina 0,1%), pH 7,4, contendo 2 ug IL6. Ratos
controles foram injetados com 200 pl de solugcéo de salina tamponada (veiculo), no
lugar da IL6. A IL6 ou veiculo foram sempre administrados no mesmo horario (as 8
horas) para minimizar variacbes circadianas. Todos 0s experimentos foram

realizados 1 hora depois da administracdo de IL6 (as 9 horas).

3.3 Perfusdo de figado in situ para avaliacdo da neoglicogénese e
glicogendlise

Os animais foram pesados e submetidos a técnica de perfuséo de figado
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in situ (KELMER-BRACHT et al., 1984). No sistema de perfusdo, o liquido de
perfusdo, tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (KH: NaCl 115 mM, NaHCOs 25
mM, KCI 5,8 mM, Na2S04 1,2 mM, MgClz 1,18 mM, NaH2PO4 1,2 mM e CaClz 2,5
mM), é impulsionado pela bomba peristéltica até o oxigenador de membrana.
Nesse local o liquido é saturado com 02:CO2 (95%:5%), aquecido a 37 °C e seu pH
passa de 7,6 para pH 7,4. O liquido de perfusdo deixa o oxigenador de membrana,
passa pelo capta-bolhas e se desloca em direcdo a canula a ser inserida na veia
porta.

Para a perfusdo do figado, os ratos previamente pesados, foram
anestesiados com tiopental sédico (50 mg.Kg?) pela via intraperitoneal. Os ratos
anestesiados foram submetidos a laparotomia para exposicdo do figado e
canulacao da veia porta. Imediatamente apés a introducéo da canula na veia porta,
0s vasos abdominais abaixo do figado foram seccionados para permitir o seu
dessangramento. Em seguida, a veia cava acima do diafragma foi ocluida para
desviar o liquido de perfuséo para a veia cava abaixo do figado, a qual foi canulada
para a coleta do liquido efluente do figado. Logo apds, o fluxo através do figado foi
ajustado para valores que permitissem sua oxigenacédo adequada (4 mL.mint, g
de figado).

Os figados foram perfundidos durante 20 minutos iniciais com o tampéo KH
para estabilizacdo do consumo de oxigénio. Depois disso, os figados foram
submetidos a um dos protocolos de perfusdo esquematizados adiante (Tabelas 1
e 2).

Tabela 1. Protocolos de perfusédo para avaliagao do efeito da IL6 na neoglicogénese

hepética:
Ratos com 24 horas de privagao alimentar
0-10 min 10-40 ou 10-80 min 40-60 ou 80-100 min
KH + alanina (2,5 mM)
KH KH + piruvato (2,0 mM) KH

KH + glutamina (2,5 mM)

*KH=Krebs/Henseleit
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Tabela 2. Protocolos de perfusédo para avaliacdo do efeito da IL6 na agao
supressiva da insulina na glicogendlise estimulada pelo AMPc:

Ratos alimentados

0-10 min 10-25 min 25-50 min
KH + AMPc (3 pM)
KH KH + AMPc (3 uM) ou
KH + AMPc (3 uM) + insulina (20 pU. mL™Y)

*KH= Krebs/Henseleit

Durante a perfusdo, amostras do liquido efluente do figado foram
coletadas, em intervalos de 2 minutos, para determinagcéo das concentracdes de
glicose, lactato e/ou piruvato.

Ao final dos experimentos, os figados foram retirados e pesados para a
guantificacdo das producdes de glicose, lactato, piruvato e ureia por grama de
figado. A neoglicogénese corresponde a glicose produzida pelo figado durante a
infus&@o dos precursores de glicose (alanina, piruvato ou glutamina) (DE SOUZA et
al., 2015). A glicogendlise foi calculada pela soma da producéo de glicose + ¥z da
soma da producao de piruvato + lactato (DE MORAIS, et al., 2012). As areas sob
as curvas (AUCs) da producéo de glicose, lactato, piruvato e ureia foram calculadas
nos intervalos indicados nas legendas das figuras, tomando como valor basal a

média dos dois ultimos pontos que antecedem a curva.

3.4 Teste de tolerancia a insulina (ITT) para avaliacdo da sensibilidade
periférica ainsulina

A resposta glicémica para a insulina foi avaliada por meio do ITT. Neste
teste, a insulina regular (0,25 Ul.kg™?) foi administrada na veia cava inferior em ratos
anestesiados com tiopental (50 mg.kg'). Amostras de sangue para avaliacdo da
glicemia foram coletadas da veia cava inferior nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15 e 30
minutos apdés a administracdo de insulina. A constante de desaparecimento da
glicose no plasma (kITT), um indicador da sensibilidade periférica a insulina, foi
calculada a partir da regresséo linear dos valores da glicemia obtidos entre 5 a 15
minutos apos a administracdo de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear de
gueda da glicemia (BONORA et al., 1989; SERAPHIM; NUNES; MACHADO, 2001).
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3.5 Procedimentos analiticos

As concentracbes de glicose no plasma e perfusado hepatico
(BERGMEYER; BERNT, 1974) e as de piruvato (CZOK; LAMPRECHT, 1974),
lactato (GUTMAN; WAHLEFELD, 1974) e ureia (GUTMANN; BERGMEYER,1974)
no perfusado hepético foram medidas por métodos enzimaticos padronizados.

3.6 Procedimentos estatisticos

A distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das
variancias (testes de Brown Forsythe) foram testadas e testes estatisticos
apropriados (ANOVA seguido por Newman-Keuls ou teste t de Student) foram
empregados para analise dos resultados. Os dados foram expressos como média

+ erro padréo da média e um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi adotado.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da IL6 na neoglicogénese

Os valores basais de producéo de glicose, antes da infusdo dos precursores
neoglicogénicos (0-10 min), foram baixos (inferiores a 0,2 umol. mint. g?) e
refletem o baixo contetdo de glicogénio presente no figado dos ratos submetidos
a 24 horas de privacdo alimentar. Esta condicdo € necessaria para diminuir a
interferéncia da producdo de glicose originaria da glicogendlise, daquela
proveniente da infusdo dos precursores neoglicogénicos (Figuras 2A, 6A e 7A).

A infuséo de alanina (2,5 mM) no figado, no intervalo entre 10 e 40 minutos,
aumentou a producéo de glicose nos ratos que receberam a injecéo de IL6 ou
veiculo (controle), 1 hora antes da perfusao (Figura 2A). Entretanto, a producao de
glicose a partir da alanina (neoglicogénese) foi maior (p<0.05) nos ratos que
receberam IL6 do que nos ratos controles (Figura 2A), como evidenciado pelas
AUCs (Figura 2B).

A infuséo de alanina (2,5 mM) no figado também aumentou as producdes de
piruvato (Figura 3A), lactato (Figura 4A) e ureia (Figura 5A). Entretanto, as
producdes destes metabdlitos foram semelhantes entre os ratos que receberam IL6
e controles, como evidenciado pelas AUCs (Figuras 3B, 4B e 5B).

A infuséo de piruvato (2,0 mM) no figado, entre 10 e 40 minutos da perfusao,
também aumentou a producéo de glicose nos ratos que receberam IL6 ou veiculo
(controle) (Figura 6A). A producédo de glicose a partir do piruvato também foi maior
(p<0.05) nos ratos que receberam IL6 do que nos controles (Figura 6A), como
evidenciado pelas AUCs (Figura 6B).

A infusdo de glutamina (2,5 mM), entre 10 e 80 minutos, também aumentou
a producéo de glicose no figado dos ratos que receberam IL6 ou veiculo (controle)
(Figura 7A). Similarmente a alanina e ao piruvato, 0 aumento da producéao de
glicose foi maior (p<0.05) nos ratos que receberam IL6 do que nos ratos controles,
como mostrado pelas AUCs (Figura 7B).

As produgdes de glicose, piruvato, lactato e ureia dos ratos que receberam
IL6 ou veiculo (controles) retornaram gradativamente em direcdo aos valores
basais apos o término da infusdo dos precursores neoglicogénicos (Figuras 2A a
7A).
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Figura 2. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producdo hepatica de glicose
(neoglicogénese) a partir da alanina (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B).
Figados de ratos com 24 h de privacdo alimentar foram submetidos a perfusdo 1 h
apos a administracdo endovenosa de IL6 (10 ug/Kg) ou veiculo (Controle). Alanina
(2,5 mM) foi infundida entre 10-40 min. Os dados sdo a meédia + SEM de 8
experimentos. **p<0,01 vs controle (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 3. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producéo hepatica de piruvato a partir da
alanina (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B). Figados de ratos com 24 h de
privacdo alimentar foram submetidos a perfusdo 1 h apdés a administracao
endovenosa de IL6 (10 pg/Kg) ou veiculo (Controle). Alanina (2,5 mM) foi infundida
entre 10-40 min. Os dados sdo a média =+ SEM de 4 experimentos (Teste t de

Student ndo pareado).
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Figura 4. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producdo hepatica de lactato a partir da
alanina (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B). Figados de ratos com 24 h de
privacdo alimentar foram submetidos a perfusdo 1 h apdés a administracao
endovenosa de IL6 (10 pg/Kg) ou veiculo (Controle). Alanina (2,5 mM) foi infundida
entre 10-40 min. Os dados sdo a média =+ SEM de 4 experimentos (Teste t de
Student ndo pareado).



27

0.6

Alanina 4 Controle
{F IL6

(umol mintg™?)
o o
w &

Producédo de ureia
o
by

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

| @l Controle
12.04 ] IL6

(10 a 60 min)

AUC da producdao de ureia
D
2

2.0

0.0-

Figura 5. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producédo hepatica de ureia a partir da
alanina (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B). Figados de ratos com 24 h de
privacdo alimentar foram submetidos a perfusdo 1 h apds a administracao
endovenosa de IL6 (10 pg/Kg) ou veiculo (Controle). Alanina (2,5 mM) foi infundida
entre 10-40 min. Os dados sdo a média =+ SEM de 8 experimentos (Teste t de
Student ndo pareado).
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Figura 6. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producdo hepética de glicose
(neoglicogénese) a partir do piruvato (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B).
Figados de ratos com 24 h de privacéo alimentar foram submetidos a perfusdo 1 h
apos a administracéo endovenosa de IL6 (10 pg/Kg) ou veiculo (Controle). Piruvato
(2,0 mM) foi infundido entre 10-40 min. Os dados sdo a média + SEM de 4
experimentos. *p<0,05 vs controle (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 7. Efeito da interleucina 6 (IL6) na producdo hepética de glicose
(neoglicogénese) a partir da glutamina (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B).
Figados de ratos com 24 h de privacéo alimentar foram submetidos a perfuséo 1 h
apos a administracdo endovenosa de IL6 (10 ug/Kg) ou veiculo (Controle).
Glutamina (2,5 mM) foi infundida entre 10-40 min. Os dados sdo a média + SEM de
4-5 experimentos. *p<0,05 vs controle (Teste t de Student ndo pareado).
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4.2 Efeitos da IL6 sobre a acdo supressiva da insulina na glicogendlise

Os valores basais de producéo de glicose, entre 0 e 10 minutos do periodo
de perfuséo, foram altos (préximos a 1,5 pumol. min't. g1) e refletem o alto contetido
de glicogénio presente no figado dos ratos alimentados (Figura 8A). Esta condicdo
€ necessaria para avaliar o efeito de agentes glicogenoliticos, como o AMPc.

A infusdo de baixa dose de AMPc (3 uM) no figado, de 10 a 24 minutos do
periodo de perfusdo, estimulou igualmente a producdo de glicose em todos os
grupos (AUCs ndo mostradas). A infusdo hepatica de insulina (20 pU. mL™?), junto
com o AMPc (3 uM), de 24 aos 50 minutos, diminuiu (p<0.05) a producéo de glicose
estimulada pelo AMPc (Figura 8A), como mostrado pelas AUCs (Figura 8B). A
administracdo endovenosa de IL6, 1 hora antes da perfusdo do figado, diminuiu
(p<0.05) o efeito inibitério da insulina sobre a producéo de glicose estimulada pelo
AMPc (Figura 8A), como evidenciado pelas AUCs (Figura 8B).

A infusdo de AMPc no figado, de 10 aos 24 minutos, promoveu alteracées
discretas na producéo de lactato (Figura 9A) em todos 0s grupos e néo alterou a
producao de piruvato (Figura 10A) (AUCs ndo mostradas). A infusdo de insulina,
junto com o AMPc, de 24 aos 50 minutos, diminuiu (p<0.05) a producéo de lactato
(Figura 9A) e nédo alterou a producao de piruvato (Figura 10A), como mostrado
pelas respectivas AUCs (Figuras 9B e 10B). A administracdo endovenosa de IL6,
1 hora antes da perfusdo do figado, diminuiu (p<0.05) o efeito inibitério da insulina
sobre a producéao de lactato (Figura 9A) e nado alterou a producédo de piruvato
(Figura 10A), como evidenciado pelas respectivas AUCs (Figuras 9B e 10B).

A infusdo de AMPc no figado, de 10 a 24 minutos, estimulou igualmente a
glicogendlise em todos os grupos (AUCs ndo mostradas). A infusdo de insulina,
junto com o AMPc, de 24 aos 50 minutos, diminuiu (p<0.05) a glicogendlise
estimulada pelo AMPc (Figura 11A), como mostrado pelas AUCs (Figura 11B). A
administracdo endovenosa de IL6, 1 hora antes da perfusdo do figado, diminuiu
(p<0.05) o efeito supressivo da insulina sobre a glicogendlise estimulada pelo AMPc

(Figura 11A), como evidenciado pelas AUCs (Figura 11B).
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Figura 8. Efeito da interleucina 6 (IL6) sobre a acdo supressiva da insulina (INS) na
producdo hepética de glicose estimulada pela adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) (A) e as areas sob as curvas (AUC) (B). Figado de ratos alimentados foram
submetidos a perfusdo 1 h apds a administracdo endovenosa de IL6 (10 pg/kg) ou
veiculo (Controle). AMPc (3 uM) foi infundido entre 10-24 min. AMPc (3 pM) ou
AMPCc (3 uM) + INS (20 pU. mL?) foram infundidos entre 24-50 min. Os dados séo
as médias + SEM de 4-7 experimentos. ***p<0,001 vs AMPc e #p<0,01 vs AMPc +
INS (Anova One-Way seguido por Newman-Keuls).
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Figura 9. Efeito da interleucina 6 (IL6) sobre a acao da insulina (INS) na producéo
hepatica de lactato em presenca da adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (A) e as
areas sob curvas (AUC) (B). Figado de ratos alimentados foram submetidos a
perfusdo 1 h ap0s a administracdo endovenosa de IL6 (10 pg/kg) ou veiculo
(Controle). AMPc (3 uM) foi infundido entre 10-24 min. AMPc (3 uM) ou AMPc (3
FM) + INS (20 pU. mL1) foram infundidos entre 24-50 min. Os dados sdo as médias
+ SEM de 4-8 experimentos. *p<0,05 vs AMPc e #p<0,05 vs AMPc + INS (Anova
One-Way seguido por Newman-Keuls).
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Figura 10. Efeito da interleucina 6 (IL6) sobre a acéo da insulina (INS) na producgao
hepética de piruvato em presenca da adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (A) e
as areas sob curvas (AUC) (B). Figado de ratos alimentados foram submetidos a
perfusdo 1 h ap0s a administracdo endovenosa de IL6 (10 pg/kg) ou veiculo
(Controle). AMPc (3 pM) foi infundido entre 10-24 min. AMPc (3 uM) ou AMPc (3
uM) + INS (20 pU. mL1) foram infundidos entre 24-50 min. Os dados sdo as médias
+ SEM de 4-8 experimentos (Anova One-Way seguido por Newman-Keuls).
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Figura 11. Efeito da interleucina 6 (IL6) sobre a acdo supressiva da insulina (INS)
na glicogendlise estimulada pela adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (A) e as
areas sob as curvas (AUC) (B). Figado de ratos alimentados foram submetidos a
perfusdo 1 h apds a administracdo endovenosa de IL6 (10 ug/kg) ou veiculo
(Controle). AMPc (3 uM) foi infundido entre 10-24 min. AMPc (3 yM) ou AMPc (3
M) + INS (20 pU. mL?) foram infundidos entre 24-50 min. Os dados sdo as médias
+ SEM de 4-8 experimentos. *p<0,05 vs AMPc e #p<0,05 vs AMPc + INS (Anova
One-Way seguido por Newman-Keuls).
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4.3 Efeitos da IL6 na sensibilidade periférica a insulina

A administracdo endovenosa de insulina (0,25 U/kg) reduziu gradualmente
a glicemia dos ratos controles e dos ratos que receberam IL6, 1 hora antes da
realizacdo do ITT. Entretanto, os ratos que receberam IL6 apresentaram menor
(p<0.05) resposta periférica a insulina do que os ratos controles (Figura 12A), como

evidenciado pelas KITTs (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da interleucina 6 (IL6) sobre a glicemia (A) e constante de
desaparecimento da glicose (KITT) (B) durante o teste de tolerancia a insulina (ITT).
O ITT foi realizado em ratos alimentados, 1 h ap6s a administracdo endovenosa de
IL6 (10 pg/kg) ou veiculo (Controle). A glicemia foi avaliada em O (basal), 5, 10 e 15
minutos apds a administracdo endovenosa de insulina (0,25 U/kg). Os dados séo a
média + SEM de 6-7 experimentos. *p<0,05 vs controle (Teste t de Student nédo
pareado).
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo, resumidos na Figura 1, mostram
gue a IL6 agudamente aumentou a neoglicogénese a partir de varios precursores
de glicose e diminuiu a acao supressiva da insulina na glicogendlise, efeitos que
resultaram em aumento da liberacdo hepatica de glicose.

A via de administracdo da IL6 (endovenosa), assim como a dose (10 pg/Kg)
e o tempo (1 hora) apds a sua administracdo para a realizacdo dos experimentos,
foram baseados em nossos (DA ROCHA et al., 2013; DA ROCHA et al., 2014) e
em outro estudo prévio (KELMER-BRACHT et al.,, 2006). Nestes estudos, a
administracdo endovenosa de citocinas pro-inflamatérias (TNFa e/ou IL1) afetou o
metabolismo hepatico (KELMER-BRACHT et al., 2006; DA ROCHA et al., 2013; DA
ROCHA et al., 2014), enquanto sua infusdo direta no figado em perfusdo nao
alterou parametros metabdlicos hepaticos (KELMER-BRACHT et al., 2006).

Diferente da infuséo direta de citocinas no figado em perfuséo (in situ), a
injecdo endovenosa (in vivo) permite avaliar, além dos efeitos diretos, os efeitos
indiretos destas moléculas, mediados por exemplo, por altera¢gées na concentracao
e/ou acdo de hormdnios reguladores do metabolismo hepatico.

No presente estudo, a injecdo endovenosa de IL6 aumentou a producao
hepatica de glicose a partir da alanina, sem afetar a producdo de piruvato, lactato
e ureia, evidenciando que seu efeito estimulatério na neoglicogénese nao envolveu
estimulacdo da alanina aminotransferase, a enzima que converte a alanina em
piruvato (Figura 1).

Em consisténcia, a administracdo endovenosa de IL6 também aumentou a
producdo de glicose a partir do piruvato e da glutamina, sugerindo que o efeito
estimulatério da IL6 na neoglicogénese pode ter envolvido a estimulacdo de
enzimas-chave que catalisam reacdes depois da entrada da glutamina na via, como
a PEPCK, a frutose-1,6-bisfosfatase (Fru-1,6-Pzase) e a G6Pase, ou seja, enzimas
neoglicogénicas que catalisam passos p6s-mitocondriais (Figura 1).

A PEPCK e a G6Pase sao enzimas reguladas por mecanismos de longo-
prazo, enquanto a Fru-1,6-Pz2ase é regulada por mecanismos de longo e de curto
prazo. A regulacdo de longo-prazo ocorre dentro de horas e envolve alteracédo na

expressao génica das enzimas (concentracdo), enquanto a regulacdo de curto-
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prazo ocorre dentro de segundos a minutos e envolve alteracéo na atividade das
enzimas (cinética), por meio de modulacdo covalente (fosforilagcdo) e da
concentracéo de efetores alostéricos (PILKIS; GRANNER, 1992).

O aumento da neoglicogénese a partir da alanina, piruvato e glutamina, 1
hora ap0s a administracdo de IL6, mostra que seu efeito estimulatério foi de curto-
prazo, indicando que pode ter sido mediado por aumento na atividade da Fru-1,6-
P-.ase (enzima regulada a curto-prazo), mas ndo na expresséo génica da Fru-1,6-
P.ase, PEPCK e G6Pase (regulacéo a longo-prazo).

Em corroboracéo, a IL6 também aumentou a neoglicogénese a partir do
lactato em cultura de hepatdcitos (BLUMBERG et al., 1995; FRITSCHE et al.,
2010). Entretanto, diferente dos nossos resultados, o efeito estimulatorio da IL6 foi
de longo-prazo, observado somente para hepatdcitos incubados com IL6 por 24
horas, mas nao por 1 ou 4 horas, sugerindo que a IL6 estimulou a neoglicogénese
por aumentar a expressdo, mas nao a atividade de enzimas neoglicogénicas
(BLUMBERG et al., 1995). Estes estudos, em cultura de hepatocitos, também
mostram que o efeito estimulatério da IL6 na neoglicogénese foi direto
(BLUMBERG et al., 1995; FRITSCHE et al., 2010).

Em nosso estudo, o efeito estimulatério de curto-prazo da IL6 na
neoglicogénese a partir da alanina, do piruvato e da glutamina pode ter sido
indireto, mediado por aumento na concentracdo de hormonios que estimulam esta
via metabolica, como o glucagon. Foi mostrado que a IL6 aumentou a concentracéo
circulante de glucagon (PETERSEN et al., 2005; TSIGOS et al., 1997a), e encontra-
se bem estabelecido que o glucagon aumenta agudamente a neoglicogénese
(PILKIS; GRANNER, 1992).

O efeito de curto prazo do glucagon na neoglicogénese ocorre por aumento
de AMPc intracelular, por meio da ativagdo da adenilato ciclase, a enzima que
converte o ATP em AMPc. O AMPc gerado ativa a proteina quinase dependente de
AMPc (PKA), a qual fosforila a enzima bifuncional, que por sua vez reduz a
concentracéao intracelular da frutose-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-P2), um potente efetor
alostérico inibitério da Fru-1,6-P2ase, aumentando a atividade da Fru-1,6-P2ase
(enzima-chave da neoglicogénese). A reducédo da Fru-2,6-P2, a qual é também um
potente efetor alostérico estimulatério da fosfofrutoquinase, diminui a atividade

desta enzima glicolitica conversora da Frutose-6-P em Fru-1,6-P2, aumentando a
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disponibilidade da Frutose-6-P para ser convertida em glicose, e assim a
neoglicogénese. A PKA ativada por AMPc também fosforila/inibe a piruvato quinase
(enzima glicolitica), diminuindo a converséao do fosfoenolpiruvato em piruvato, efeito
gue aumenta a disponibilidade de fosfoenolpiruvato para ser convertido em glicose,
amplificando o efeito estimulatério do glucagon na neoglicogénese (PILKIS;
GRANNER, 1992) (Figura 1).

Adicionalmente, o efeito estimulatério de curto-prazo da IL6 na
neoglicogénese a partir da alanina, do piruvato e da glutamina pode ter sido
mediado por resisténcia hepatica a insulina (efeito indireto), como sugerem o0s
resultados do presente estudo.

A resisténcia a insulina no figado diminui a transducéo do sinal insulinico
(IRS1/PI3K/AKT/PBE3B), reduzindo a degradacdo do AMPc pela PDES3B
(CARVALHEIRA et., 2002). Isso amplifica o efeito estimulatério do glucagon, e
também da adrenalina, horménios geradores de AMPc, na neoglicogénese
(PILKIS; GRANNER, 1992) (Figura 1). Vale ressaltar que o glucagon e a adrenalina
sédo hormdnios contrarreguladores, secretados em resposta a reducéo da glicemia,
e que a neoglicogénese foi avaliada, em nossos estudos, em ratos com 24 horas
de privacéo alimentar.

Embora esteja bem estabelecido que a IL6 induz resisténcia a insulina no
figado, nenhum estudo avaliou, até onde conhecemos, o efeito da IL6 na acg&o
supressiva da insulina sobre o catabolismo do glicogénio estimulado pelo AMPc
(segundo mensageiro do glucagon e da adrenalina).

Aqui nés mostramos, pela primeira vez, que a administracdo endovenosa
de IL6, 1 hora antes da perfusédo de figado, ndo alterou o efeito estimulatorio do
AMPc na glicogendlise, mas reduziu significativamente o efeito supressivo da
insulina na glicogendlise estimulada pelo AMPc, revelando efeito agudo da IL6 na
inducéo de resisténcia a insulina.

Em corroboracéo, estudos mostraram que a IL6 inibiu a transducé&o do sinal
insulinico e a acdo da insulina em linhagens celulares de hepatocarcinoma humano
(células HepG2), por aumentar a expressdo de SOCS3 (SENN et al., 2003), por
meio da via JAK/STAT (GLUND; KROOK, 2008). A SOCS3 se associa ao receptor
de insulina, diminuindo sua autofosforilagao e a fosforilagdo do IRS1 (SENN et al.,

2003), interferindo negativamente na via de sinalizacdo da insulina
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(IRS1/PI3K/AKT). Em consisténcia, foi reportado que a infusdo continua de IL6
causou resisténcia hepatica a insulina por reduzir a autofosforilacédo do receptor de
insulina e a fosforilacdo da tirosina do IRS1 (KLOVER et al., 2003), enquanto a
deplecéo sistémica de IL6 melhorou a a¢do hepatica da insulina em camundongos
obesos (KLOVER et al.,, 2005). Adicionalmente, foi observado a infusdo de IL6
reduziu a atividade da PI3K e causou resisténcia a insulina em hepatdcitos e no
musculo esquelético de camundongo (KIM; HIGASHIMORI; PARK, 2004). Além
disso o tratamento in vitro de células HepG2 com IL6 induziu resisténcia hepatica
a insulina (KIM et al., 2008).

A IL6, além de aumentar a glicogendlise indiretamente, por meio de indugéo
de resisténcia hepética a insulina, também pode aumentar a glicogendlise
indiretamente, via aumento do glucagon (PETERSEN et al., 2005; TSIGOS et al.,
1997a), ou diretamente, uma vez que estimulou a glicogénio fosforilase e
glicogendlise em hepatécitos isolados e em cultura de hepatdcitos (RITCHIE, 1990,
VAARTJES et al., 1990; KANEMAKI et al., 1998).

Em consisténcia com a resisténcia hepatica a insulina induzida pela IL6,
observada no presente estudo, a administracdo endovenosa de IL6, 1 hora antes
da realizacdo do ITT, reduziu a constante de desaparecimento da glicose no
sangue (KITT), evidenciando resisténcia periférica a insulina.

Em acordo, a administracao cronica de IL6 (KLOVER et al., 2003), assim
como o aumento de IL6 causado por tumores secretores de IL6 (METZGER et al.
1997) ou por inflamacédo (CAIl et al., 2005), resultaram em resisténcia a insulina.
Além disso, a IL6 reduziu a fosforilacdo do IRS1 e da AKT, assim como a expressao
de GLUT4 em cultura de adipdcitos, efeitos que resultaram em reducédo da
captacdo de glicose (LAGATHU et al., 2003). Em consisténcia, a injecéo
subcutanea de IL6 em humanos aumentou a agudamente (1 hora) a glicemia
(TSIGOS et al., 1997b).

Em sintese, nossos resultados mostram que a IL6, por induzir resisténcia a
insulina, pode aumentar a neoglicogénese e a glicogenolise e, desse modo, estar
envolvida na etiologia do aumento da liberacdo hepética de glicose em doencas
inflamatérias, como o diabetes tipo 2 e o cancer. Estes resultados apontam a IL6
como um potencial alvo terapéutico para o tratamento das anormalidades no

metabolismo hepético da glicose em doencas inflamatérias.
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Neste contexto, alguns estudos reportaram efeitos benéficos de anticorpos
neutralizantes para IL6 na acdo hepatica da insulina (KLOVER et al., 2005) e na
reversao do fendtipo diabético em camundongos (CAI et al., 2005). Anticorpos
neutralizantes para IL6 também foram benéficos no controle glicémico em
pacientes com e sem diabetes tipo 2 (LEHRSKOV; CHRISTENSEN, 2019).

Assim, € possivel que tratamentos que reduzam os efeitos da IL6, possam
diminuir a hiperproducéo hepéatica de glicose e hiperglicemia associada ao diabetes
tipo 2, um fator de risco para complicacdes e 6bitos.

Similarmente, a neutralizacdo da IL6 poderia reduzir o aumento da
liberacéo hepética de glicose em portadores de cancer, a principal fonte de energia
para o crescimento do tumor.

Nossos resultados abrem perspectivas de novos estudos nesta linha de

investigacao.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, a administracdo endovenosa de IL6 agudamente (1 hora)
aumentou a neoglicogénese a partir de varios precursores de glicose e diminuiu a
acao supressiva da insulina na glicogendlise estimulada pelo AMPc e a
sensibilidade periférica a insulina, sugerindo um papel importante desta citocina na
patogénese da resisténcia a insulina e no aumento da liberagédo hepética de glicose
(neoglicogénese e glicogendlise) em doencas inflamatdrias, como no diabetes tipo

2 e cancer.
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