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RESUMO

Duque-Guimardes DE. Célula muscular esquelética resistente a insulina apresenta
resposta alterada a IL-6 no metabolismo de carboidrato, mas ndo no de lipidio. [Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana)] Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, 2012.

Em geral, o desenvolvimento da resisténcia a insulina esta associado a ativacao
cronica de vias inflamatdrias. A interleucina-6 (IL-6) possui uma dupla funcdo na
modulagdo da sensibilidade a insulina com evidéncias indicando tanto aumento como
reducdo na agdo da insulina. Além disso, a IL-6 também ¢ produzida e secretada pelo
musculo esquelético durante o exercicio, onde ¢ geradora de um imediato e positivo
efeito na sensibilidade a insulina. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
exposicdo de IL-6 durante 1 hora e 24 horas no metabolismo energético de células
musculares esqueléticas resistentes a insulina. Em cultura priméria de células musculares
de individuos saudaveis, 1 hora de exposicdo a IL-6 aumentou a sintese de glicogénio e a
captacdo de glicose, o que ndo foi observado em células musculares de individuos
diabéticos tipo 2, e parece envolver as proteinas Jak2 e Stat3. Diferentemente, a IL-6
aumentou a oxidagdo de acido graxo em células de ambos os grupos, sauddveis e
diabéticos tipo 2. Em células musculares da linhagem L6, a IL-6 durante 24 horas reduziu
a sintese de glicogénio e a captacdo de glicose em condi¢des normais, o que nao foi
observado em cé¢lulas induzidas a resisténcia a insulina por exposi¢ao ao palmitato. Estas
respostas parecem estar relacionadas a redu¢do na fosforilagdo induzida pela IL-6 da
Jak2, Stat3 e Akt. No entanto, no metabolismo lipidico, a IL-6 aumentou oxidacdo de
acido graxo tanto em células L6 normais como resistentes a insulina, o que pode estar
relacionado com o aumento da fosforilagdo de ACC observado. Sendo assim, o presente
estudo demonstra que em células musculares normais a IL-6 induz efeitos opostos no
metabolismo de carboidratos, de acordo com o tempo de exposicdo: a utilizacdo de
glicose aumenta apds 1 hora, mas diminui ap6s 24 horas; porém, no metabolismo lipidico
a IL-6 aumenta a oxidacdo de 4cido graxo tanto em 1 como em 24 horas. Por outro lado,
os resultados evidenciam que células musculares resistentes a insulina sdo parcialmente
resistentes a IL-6: nestas células o efeito da IL-6 estd abolido no metabolismo de

carboidrato, enquanto permanece efetivo no metabolismo lipidico.
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ABSTRACT

Duque-Guimaraes DE. Insulin-resistant skeletal muscle cell shows altered response to IL-
6 on carbohydrate metabolism but not on lipid metabolism. [Ph.D. Thesis (Human
Physiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo,
2012.

Chronic activation of inflammatory pathways triggers insulin resistance.
Interleukin 6 (IL-6) has a dual role in modulating insulin sensitivity with evidence for this
cytokine as both an enhancer and inhibitor of insulin action. IL-6 is produced and
secreted by skeletal muscle during exercise, and has a positive effect on skeletal muscle
insulin sensitivity. Thus, the aim of this study was to investigate the effect of IL-6
exposure for 1 hour and 24 hours on energy metabolism of insulin-resistant skeletal
muscle cells. In primary cultured skeletal muscle cells from healthy individuals, 1 hour of
exposure to IL-6 increased glycogen synthesis and glucose uptake, which was not
observed in skeletal muscle cells of type 2 diabetic subjects, and appears to involve JAK2
and STAT3 proteins. In contrast, IL-6 increased fatty acid oxidation in cells from both
groups, healthy and type 2 diabetes. On the other hand, in skeletal muscle cell line L6,
IL-6 for 24 hours reduced glycogen synthesis and glucose uptake in normal conditions,
which was not observed in insulin-resistant L6 cells. These responses seem to be related
to a decrease in phosphorylation induced by IL-6 of Jak2, Stat3, and Akt. In contrast, on
lipid metabolism, IL-6 increased fatty acid oxidation in both normal and insulin-resistant
L6 cells, which may be related to increased phosphorylation of ACC observed.
Therefore, this study demonstrates, in normal skeletal muscle cells, IL-6 induces opposite
effects on the glucose metabolism, according to the time of exposure: the glucose
utilization increases after 1 hour, but decreases after 24 hours, but on lipid metabolism,
IL-6 increases fatty acid oxidation both in 1 hour and in 24 hours. On the other hand, the
results suggest that insulin-resistant skeletal muscle cells are partially resistant to IL-6.
On these cells, the effect of IL-6 is abolished on the glucose metabolism, while remaining

effective on lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

Uma epidemia de diabetes mellitus (DM) estd em curso. Aproximadamente 7% da
populacao entre 20 e 79 anos de idade tém a doenca atualmente, e 70% dessas pessoas vivem
em paises em desenvolvimento. Em paises desenvolvidos representa a quarta principal causa
de morte. Estimativas indicam que em 2030, 438 milhdes de pessoas da populagdo adulta
estardo com diabetes mellitus (IDF, 2009).

O aumento da prevaléncia de diabetes representa um grave problema para a saiude
humana, pois propicia o desenvolvimento de sérias complicacdes como a nefropatia,
retinopatia, neuropatia e doengas cardiovasculares (ADA, 2006). Além disso, o diabetes tem
um custo econdmico muito elevado para a sociedade de todos os paises atingidos (Brandle et
al, 2003; Hogan et al, 2003).

O diabetes mellitus ¢ conhecido como uma desordem metabolica de multipla etiologia
caracterizada por cronica hiperglicemia com distirbios no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, decorrentes de defeitos na secre¢do e/ou agdo da insulina (WHO, 1999).

Muitos fatores sdo conhecidos por contribuir para o desenvolvimento do diabetes
mellitus e suas complicagdes. Estdo incluidos nessa lista, fator perinatal, genético, dietético,
estilo de vida, idade e obesidade (Singh et al, 2004). Pesquisas demonstram que o
desencadeamento de um contexto inflamatério também esta envolvido no desenvolvimento
da doenga e seus desdobramentos. Processos inflamatdrios sdo associados com diabetes tipo
1 e tipo 2, apesar de etiologia distinta entre os dois tipos de diabetes (CDC, 2005). Diabetes
tipo 1 ¢ frequentemente desenvolvido na infancia ou juventude e surge a partir de uma
destruicdo autoimune das células das ilhotas pancreaticas levando a perda da produgdo de
insulina (Gross et al, 2002). De outro modo, o diabetes tipo 2 ¢ a forma mais comum da
doenga e ocorre principalmente em adultos, embora a prevaléncia em pessoas jovens esteja
aumentando em conjunto com a obesidade infantil. A maioria dos individuos com essa forma
de diabetes ¢ obesa e, em geral, o excesso de peso torna-se um importante fator causador ou
responsavel pelo agravamento da doenga. O Diabetes tipo 2 ¢ caracterizado por uma
desordem na secrecdo e/ou a¢do da insulina. Em geral, em individuos diabéticos do tipo 2 a
secre¢do de insulina ¢ insuficiente para compensar a resisténcia a insulina, ou mesmo para
atender uma ac¢ao insulinica essencialmente normal (Hamman, 1992; Ozcan et al, 2004;

Tuomilehto et al, 2001).
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1. 2 Fisiopatologia do Diabetes Mellitus tipo 2

Para uma melhor compreensdo da fisiopatologia do Diabetes tipo 2, torna-se
importante o conhecimento dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na regulacdo da
homeostase glicémica.

De acordo com a literatura, a glicemia, definida como a concentragdo de glicose no
sangue, ¢ estabelecida pela razdo de entrada e remocdo da glicose da circulacdo. Essa
concentragdo de glicose no sangue ¢ derivada principalmente de trés fontes: 1) absorcao
intestinal apds a alimentacdo; 2) efluxo hepatico de glicose decorrente da glicogenolise
(degradacdo das reservas de glicogénio hepatico) e da gliconeogénese (sintese de glicose
principalmente a partir de substratos ndo glicidicos como lactato, aminoacidos e glicerol); e
3) captagdo de glicose por todos os tipos celulares do organismo (Machado et al, 2008).

Durante as primeiras 8-12 horas de jejum, a glicogenodlise representa o principal
mecanismo envolvido na disponibilidade de glicose na circulagdio. O aumento da
concentragdo de glucagon, e a diminui¢do dos niveis de insulina facilitam esse processo e
promovem o aparecimento da glicose na circulacdo. Em periodos mais longos de jejum, o
principal mecanismo que mantém a glicemia ¢ a gliconeogénese, processo que ocorre
predominantemente no figado, mas também no rim, e também induzido pela diminui¢do da
insulina e pelo aumento do glucagon. Assim, insulina e glucagon sdo potentes reguladores do
metabolismo da glucose. Além da insulina e glucagon, outros hormdnios glicoreguladores
como amilina, peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1), polipeptideo liberador de
insulina dependente de glicose (GIP), epinefrina, cortisol ¢ hormdnio do crescimento (GH)
também participam do controle das concentracdes de glicose em uma estreita faixa de
variagdo (Cryer, 1992).

A insulina ¢ um hormdnio polipeptidico anabodlico produzido pelas células beta do
pancreas, cuja sintese e secrecdo ocorrem principalmente com o aumento dos niveis
circulantes de glicose apos as refeigdes. Sinais neurais autonomicos indicativos da ingestao
de carboidratos e alimentacdo rica em aminodcidos sdo fatores que também ativam a secre¢ao
de insulina. Nesse contexto encontram-se também as incretinas, que sdo hormonios
produzidos pelo trato gastrointestinal na presenca de nutrientes. O GIP e o GLP-1 sdo as duas
principais incretinas e, dessa forma, possuem funcdo primordial no estimulo e biossintese de
insulina de modo dependente de glicose (Girard, 2008). A insulina age em varios tecidos
periféricos, especialmente em musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabolicos

imediatos incluem: aumento da captacdo de glicose, principalmente no tecido muscular e
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adiposo, aumento da sintese de proteinas, triglicerideo e glicogénio, bem como bloqueio da
producdo hepatica de glicose (via diminui¢do da gliconeogénese e glicogenolise), da lipdlise
e da protedlise. Além disso, a insulina tem efeitos tardios na expressdo de genes e sintese
protéica, assim como na proliferagcdo e na diferenciagdo celulares. Outras fung¢des da insulina
incluem o aumento da producdo de 6xido nitrico no endotélio, a inibicdo da apoptose e
aumento da sobrevida celular (Joshi et al, 2007; Rasmussen et al, 1990).

No periodo pos-prandial, hormoénios intestinais, como o GLP-1, sdo liberados e
estimulam a secre¢do de insulina pelo pancreas e inibem o esvaziamento géstrico, além de
suprimir a liberacdo de glucagon. Essa elevacdo na razdo insulina/glucagon, combinada a
participag@o do sistema nervoso central em resposta a sinais periféricos (como os hormonais),
reduz a producdo enddgena de glicose pelo figado e estimula a captacdo de glicose pelos
tecidos periféricos como o musculo esquelético e tecido adiposo. Esse conjunto de respostas
fisiologicas limita o aumento da glicemia pds-prandial e favorece o retorno da glicemia ao
valor basal (Sandoval et al, 2009).

No diabetes mellitus tipo 2, a fun¢do da células beta pancredtica estd alterada no
estado pods-prandial, o que ¢ evidenciado pela perda da resposta rapida da secrecdo de
insulina ap6s uma refeicdo. Ocorre também uma resisténcia periférica a acdo da insulina.
Assim, a fisiopatologia do diabetes tipo 2 passa a ser caracterizada pela combina¢do de uma
série de fatores que incluem a resisténcia a insulina no figado, muasculo e tecido adiposo, um
progressivo declinio da massa e da fun¢do das células beta pancreaticas e um defeito na
supressao dos niveis de glucagon, aumentando a produ¢ao hepatica de glucose (Aronoff et al,

2004).

1.3 Resisténcia Periférica a Insulina

Em condigdes fisioldgicas, a glicemia se mantém constante com pequenas variagdes
entre jejum e estado alimentado. Essa limitada faixa de variacdo ¢ mantida por um delicado
balango entre sensibilidade a insulina e sua secre¢ao.

A resisténcia a insulina ¢ definida como a incapacidade dos tecidos periféricos alvos
da insulina responderem normalmente as concentragcdes circulantes desse hormonio,
resultando assim em uma diminui¢do da agdo bioldgica do hormonio nesses tecidos. Como
consequéncia, as células beta pancredticas aumentam sua capacidade secretoria, a fim de
evitar a hiperglicemia. Apds esse periodo de compensagdo, em geral, ocorre o

desenvolvimento da intolerdncia a glicose apesar da elevada concentracdo de insulina
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plasmatica. A sobrecarga da fungdo secretoria das células beta do pancreas desencadeia a
faléncia dessas células, a qual resulta na diminui¢do da secrecdo de insulina. Esse processo
estd fortemente relacionado com o desenvolvimento do diabetes tipo 2, o qual € o resultado
da combinagdo desses dois fatores: resisténcia a insulina e prejuizo da fungdo secretoria das
células beta do pancreas (figura 1) (Kahn et al, 2006; Petersen, Shulman, 2002).

A maioria dos estudos sugere que a resisténcia a insulina seja o resultado de defeitos
na sinalizagdo insulinica. Tratando-se de acdes celulares, a resisténcia insulinica pode ser
atribuida a diminui¢do do numero de receptores ou sua afinidade pela insulina, alteracdes na
transducdo do sinal pelo receptor, alteracdes no processo de fosforilagio de proteinas
envolvidas na sinalizagdo e alteracdes em outros eventos citoplasmaticos pods-receptor.
Reducdo na atividade do receptor tirosina cinase e no transporte de glicose, diminui¢do da
atividade da glicogénio sintase e do estimulo da piruvato desidrogenase sdo alguns desses
eventos que podem ocorrer durante o processo do desenvolvimento e instalacdo da resisténcia
a insulina (Pessin, Saltiel, 2000; Petersen, Shulman, 2006).

Diversos outros fatores também sdo descritos como relacionados ao desenvolvimento
da resisténcia a insulina, incluindo alteracdes génicas (Mercado et al, 2002), aumento na
producdo das espécies reativas de oxigénio (Houstis et al 2006), estresse do reticulo
endoplasmatico (Nakatani et al, 2005) e inflamacao em adipocitos associada ao aumento da
secre¢do de adipocinas (citocinas secretadas pelo tecido adiposo) pro-inflamatorias. Além
disso, o excesso de tecido adiposo gera um aumento de acidos graxos livres na corrente
sanguinea. A alteracdo no padrdo de secrecdo dos adipdcitos causa prejuizos diretos em
tecidos periféricos dependentes de insulina como o musculo e o figado (Scherer, 2006;

Wellen, Hotamisligil, 2005).
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Figura 1 - Relagdo entre sensibilidade insulinica e secre¢do de insulina pelas células § do pancreas
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Fonte: Adaptado Kahn et al (2006).
1.4 Acidos Graxos e Resisténcia a Insulina

Acidos graxos sdo uma importante fonte de energia para muitos tecidos, incluindo o
musculo esquelético, o qual ¢ também indicado como o principal sitio de manifestagdo da
resisténcia a insulina. Em geral, individuos com alto risco de desenvolver diabetes tipo 2 e
modelos experimentais de resisténcia a insulina (induzido por dieta) apresentam uma elevada
concentracdo de 4acidos graxos livres na circulacdo (Shafrir, Raz, 2003). Além disso, a
resisténcia a insulina, sistémica ou muscular, pode se desenvolver também em individuos
saudaveis apds uma aguda elevacdo na concentragdo de acidos graxos causada por infusdo
intralipidica (Kraegen et al, 2001).

Ha mais de 50 anos, Randle ¢ colaboradores demonstraram, utilizando coracao ¢
diafragma de rato, que acidos graxos podem induzir resisténcia insulinica através do ciclo
glicose-acido graxo. Eles hipotetizaram que o aumento na oxidagdo de acidos graxos causado
por elevagdo intramitocondrial das razdes de acetil-coa/coa e NADH/NAD+, com
subsequente inativa¢do da piruvato desidrogenase resulta em aumento das concentragdes de
citrato intracelular que inibem assim a atividade da fosfofrutoquinase, a enzima chave no
controle da glicolise. Isso leva ao aumento da concentragdo da glicose-6-fosfato que, em
seguida, inibe a atividade da hexoquinase II, resultando em uma aumentada concentracdo de
glicose intracelular e com isso, redu¢do na captagdo de glicose (Randle et al, 1963).
Entretanto, Shulman e colaboradores apontaram que o principal fator para o desenvolvimento

da resisténcia a insulina causada por excesso de acido graxo ¢ o acumulo intracelular de
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lipidios e seus intermedidrios como diacilglicerol ou ceramidas em 6rgaos como o musculo e
o figado (Perseghin et al, 2003; Roden et al, 1996).

A literatura demonstra que aumento de diacilglicerol provoca ativagdo da PKC-0 e
PKC-¢ em musculo e figado, respectivamente, o que resulta em diminui¢ao da fosforilacao
em tirosina de IRS1/IRS2 e redu¢do na atividade de PI3K, prejudicando assim a cascata de
sinalizacdo da insulina. No musculo, essas alteracdes geram diminui¢do na utilizagdo de
glicose (sintese de glicogénio) pela reduzida translocacdo do transportador de glicose
(GLUT4) para a membrana plasmatica em resposta a insulina. Similarmente, no figado, a
consequéncia aparece na diminui¢cdo da sintese do glicogénio hepatico devido a redugdo na
atividade da glicogénio sintase, além de aumento da gliconeogénese (Erion, Shulman, 2010).

Além disso, a proteina PKC ¢ conhecida como ativadora da via inflamatéria do
IKK/IkB/NF«B, a qual esta relacionada a perda de sensibilidade a insulina em tecidos como
adiposo, muscular e hepatico (Barma et al, 2009). Em geral, NFkB permanece no citoplasma
ligado ao inibidor proteico IkB. A ativacdo dessa via ocorre através da fosforilacdo de 1kB
por IKK, que ao ser fosforilado torna-se susceptivel a sua degradagdo e assim desliga-se do
NFKB. Com isso, o fator de transcricdo NFkB ¢ liberado para o nucleo onde regula a
expressao de diversos genes que participam do processo inflamatdrio, atua como repressor da
transcri¢do génica de GLUT4 (Silva et al, 2005) e participa de cross-talk com outros fatores
transcricionais como o PPARy, o qual regula a transcricdo de genes relacionados a

manuten¢do da sensibilidade a insulina e homeostase energética (Remels et al, 2009).

1.5 Musculo Esquelético e Resisténcia a Insulina

O musculo esquelético ¢ quantitativamente o mais importante tecido envolvido na
captagdo de glicose por estimulo da insulina, sendo de grande importancia na manuten¢do da
glicemia pos prandial (DeFronzo et al, 1981), além de ser o principal sitio de resisténcia a
insulina em individuos diabéticos tipo 2 (Petersen, Shulman, 2002).

De acordo com a literatura, ha uma relagdo entre a propor¢cdo do tipo de fibra
muscular e condi¢gdes como a obesidade, resisténcia a insulina e/ou hipertensdo. Em
humanos, assim como na maioria dos mamiferos, o musculo esquelético ¢ composto de
ambos os tipos de fibra, oxidativa (de contracdo lenta) e glicolitica (de contracdo rapida). As
fibras do tipo oxidativa sdo mais sensiveis e responsivas a insulina que as fibras glicoliticas.
Além disso, as fibras de contracdo lenta sdo caracterizadas pela alta capacidade oxidativa e

baixo potencial glicolitico, comparadas as fibras de contracdo rapida. Considerando essas
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diferengas metabolicas, torna-se mais clara a compreensao sobre como alteragdes do tipo de
fibra muscular podem contribuir para o fenotipo do diabetes. Por outro lado, estudos revelam
que a distribuicdo do tipo de fibra muscular é bastante heterogénea entre individuos, e que
fatores genéticos e ambientais (como o grau de atividade contratil) sdo determinantes para o
estabelecimento da composicdo do musculo esquelético (Jensen et al, 2007; Oberbach et al,
2006; Tanner et al, 2002).

O transporte de glicose do meio extracelular para o intracelular pelas células
musculares € o ponto critico para a captagdo de glicose. As proteinas que medeiam esse
processo pertencem a classe dos transportadores de glicose (GLUT) e sdo responsaveis por
transferir a glicose a favor do seu gradiente de concentragdo, por difusdo facilitada. Os
GLUTs foram descritos na literatura como essenciais para a manuten¢cdo da homeostase
glicémica, e no tecido muscular essa a¢do ¢ mediada pelos GLUT1 e GLUT4. O GLUT1 ¢
descrito como a isoforma responsavel pelo transporte de glicose no estado basal enquanto a
isoforma GLUT4 aumenta o transporte de glicose em resposta a insulina e contragdo
(Krammer et al, 2006; Marshall 2001; Martin et al, 2006).

No estado de repouso, a maior quantidade de GLUT4, isoforma sensivel a acdo da
insulina, esta estocada em vesiculas intracelulares e apds estimulo ¢ agudamente translocado
para a membrana plasmatica. (Machado, 1998; Kahn, 1996). Esse mecanismo ¢ de
fundamental importancia no aumento da captag¢do de glicose no periodo pos-prandial (Slot et
al, 1991).

A ligacdo da insulina ao seu receptor aciona a transducdo do sinal insulinico através
do qual este hormdnio exerce seus efeitos bioldgicos nas células, induzindo o deslocamento
das vesiculas para a superficie celular, e aumentando a quantidade de GLUT4 na membrana
plasmatica.

O receptor da insulina (IR) pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento. E uma glicoproteina de membrana composta por duas sub-unidades alfa e duas
sub-unidades beta ligadas por pontes dissulfeto. A insulina liga-se a sub-unidade alfa,
extracelular, levando a uma alteragdo conformacional que retira a a¢do inibitoria da unidade
alfa sobre a unidade beta, a qual se autofosforila em residuos de tirosina. Uma vez ativa, a
sub-unidade beta fosforila substratos do receptor de insulina (IRS), que contém multiplos
sitios de fosforilagdo em tirosina. Pelo menos 12 substratos para o IR ja foram identificados
(IRS1 a 6, Gab-1, Shc 1 a 3, p62, APS), sendo IRS-1 e IRS-2 os mais diretamente

relacionados a resisténcia a insulina (Bjornholm, Zierath 2005).
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Os IRSs fosforilados associam-se a PI3K (fosfatidil inositol -3 quinase), uma proteina
que participa de forma importante na translocagdo do transportador de glicose (GLUT4) para
a superficie da célula. A PI3K ¢ formada por uma subunidade regulatoria, fosforilada pelo
IRS, e uma subunidade catalitica, que fosforila fosfatidil-inositéis (PI) de membrana,
formando fosfatidil-inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), que faz regulagdo alostérica de PDK
(kinase dependente de fosfoinositidio). Essa, por sua vez, fosforila PKC (proteina kinase C
atipica) e PKB (proteina kinase B ou Akt), as quais também podem interagir diretamente com
IRS-1. A fosforilagdo do substrato de Akt (AS160) facilita a translocagdo de GLUT4 para a
membrana, auxiliando a entrada de glicose na célula. Assim, a glicose intracelular ¢
rapidamente fosforilada pela hexoquinase e direcionada para as vias oxidativas ou de sintese.
Portanto, a ativagdo da via IRS-PI3K-AKT torna-se crucial para a manutengdo do
metabolismo da glicose no musculo esquelético (Bjornholm, Zierath 2005). Estudos
demonstram que outras vias de sinalizacdo intracelular podem interferir nesta via cldssica de
sinalizacdo da insulina, gerando uma resposta diminuida do musculo esquelético a insulina,
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia insulinica sistémica.

Por outro lado, diversos mecanismos tém sido propostos para explicar o transporte de
glicose por meio da contracdo muscular. Os mais descritos sdo a ativagdo da AMPK (AMP-
activated protein kinase) e o aumento da concentracdo de calcio citoplasmatico (Musi,
Goodyear, 2003; Rose et al., 2006; Zheng et al, 2001).

O desequilibrio na expressdo de GLUT4 ou em seu mecanismo de translocagdo foi
indicado como fator relacionado ao surgimento da resisténcia insulinica, a qual ocorre na

obesidade e/ou diabetes tipo 2 (Shepherd, Kahn, 1999).
1.6 Inflamacao e Resisténcia a Insulina

Nos tultimos anos, muitas pesquisas estdo direcionadas para o papel do processo
inflamatorio na resisténcia a insulina e na relacdo com o desenvolvimento e progressdo do
diabetes tipo 2 (Luca, Olefsky, 2008). A literatura cientifica indica que a obesidade ¢
associada a um processo inflamatdrio e, assim, ao desenvolvimento da resisténcia insulinica
(Hotamisligil, 1993). Aumento em marcadores inflamatorios foram detectados em individuos
aparentemente saudaveis que, mais tarde, tornaram-se diabéticos do tipo 2, sugerindo que a
inflamagdo inicie durante o primeiro estagio do desenvolvimento da doenga, no qual, em
geral, ocorre um prejuizo na tolerancia & glicose (Greenfield, Campbell, 2006). indios Pima

(populagdo caracterizada pela alta prevaléncia de diabetes tipo 2) que apresentam uma alta
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concentragdo sanguinea de células do sistema imune sdo mais propicios a tornarem-se
diabéticos do que aqueles que mostram uma concentracdo baixa de células imunologicas
(Lillioja et al, 1988).

Estudos em humanos resistentes a insulina revelam uma clara associagdo entre a
ativagdo cronica de vias de sinalizag¢do inflamatoria e diminui¢do da sensibilidade a insulina.
No caso do tecido adiposo, a sua expansdo provoca hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos.
Com o aumento das células adiposas, a vascularizagdo torna-se prejudicada, gerando uma
situacdo de hipdxia no tecido e por consequéncia liberagdo de citocinas e outros sinais pro-
inflamatorios. Nesse contexto, quimiocinas localmente secretadas atraem macréfagos para o
tecido adiposo, onde eles se infiltram ao redor de adipdcitos em apoptose, estimulam a
chegada de outros mondcitos (pré-macrofagos) e secretam mais citocinas pro-inflamatérias
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-6 (IL-6). Tais citocinas participam de
uma série de eventos que prejudicam a sensibilidade a insulina. Assim, esses sinais sdo
amplificados causando, eventualmente, uma resisténcia insulinica sistémica (Ye et al, 2009;
Xu et al, 2003).

Vale ressaltar que a ativacdo do processo inflamatorio associado a resisténcia a
insulina ndo ¢ exclusivo do tecido adiposo. Em geral, o mesmo processo ocorre no tecido
hepatico, onde ¢ possivel localizar inimeros macréfagos além do actimulo de lipidios
intracelular e secrecdo de citocinas. Apesar de a inflamagdo hepatica contribuir para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina secundaria no musculo esquelético, esse ndo ¢ o
principal mecanismo pelo qual o processo inflamatério atua nesse tecido. De acordo com a
literatura, h4 uma forte relagcdo entre inflamagao crénica e musculo esquelético resistente a
insulina. Entre as possiveis explica¢des, pode-se citar: a infiltracdo de células inflamatorias
no tecido muscular; geragdo e secrecdo de citocinas pré inflamatorias pelo proprio musculo
esquelético e presenga de diversos componentes do sistema imune inato como receptores para

citocinas do tipo Toll (TLRs) (Wei et al, 2008).
1.7 Interleucina-6 (IL-6)

IL-6 ¢ uma citocina pleitropica que possui importantes fungdes na regulagdo da
resposta imune, inflamacao e hematopoiese. Pode ser definida também com uma molécula de
sinalizacdo intercelular, tradicionalmente associada ao controle e coordenagdo na resposta
imune, sendo primordialmente secretada por macrdéfagos e linfocitos em resposta a lesdo ou

infecgdo (Heinrich et al, 2003). E uma proteina de baixo peso molecular, que age de forma
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local e sistémica gerando uma variedade de respostas fisiologicas também relacionadas as
funcdes enddcrinas e metabolicas (Papanicolaou, 2000). Diversos outros tipos celulares, além
do macréfago e linfécito, sdo responsaveis pela secrecao desta citocina, entre eles células:
endotelial, beta pancredtica, hepatdcito, muscular esquelética e lisa, astrocito, da microglia e
adipocito (Akira et al, 1993; Fried et al, 1998; Nagaraju et al, 1998).

A transdug¢do do sinal intracelular da IL-6 inicia-se com a ligacdo a subunidade a do
seu receptor de membrana (IL-6R) ou a uma versdo soluvel, clivada, do receptor de
membrana, que estd presente no plasma (sIL-6R). Interessantemente, a associacdo de IL-6
com o sIL-6Ra ¢ capaz de desencadear a resposta bioldgica da interleucina em células que
expressam a glicoproteina de membrana (GP130). Este tipo de ativacdo, que se denomina
trans signalling, permite que todos os tipos celulares sejam capazes de responder ao
complexo IL-6/sIL-6R. Apos a ligagcdo de IL-6/IL-6R ocorre uma associagdo com GP130, e
apos formacao desse complexo o sinal intracelular ¢ disparado. Os efeitos intracelulares da
IL-6 sdo induzidos principalmente através da ativacdo da via JAK/STAT, onde o
heterodimero IL-6R-GP130 ativa principalmente a janus quinase 2 (JAK2), que apds ser
fosforilada, ativa o transdutor de sinal e ativador de transcricdo STAT-3 (Figura 2). STATs
sdo conhecidas como indutoras das proteinas supressoras de sinalizagdo de citocinas (SOCS)
assim como interferem na expressdo de intimeras outras proteinas. SOCS 3 atua como
mediador do feedback negativo na sinalizacdo de IL-6 além de afetar a sinalizagdo insulinica,
como por exemplo, alterando a ativacdo do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1)
(Heinrich et al, 1998; Lebrun, Van Obberghen, 2008).

Apos a IL-6 ser considerada uma adipocina pré-inflamatoria cujo tecido adiposo pode
contribuir com até 35 % de sua concentracdo basal na circulagdo, a literatura passou a indicar
que tal fato seja uma possivel explicagdo para a positiva correlagdo entre a sua concentracao
plasmatica, a obesidade e o diabetes tipo 2 (Kern et al, 2001). Além disso, animais tratados
cronicamente com IL-6 desenvolvem resisténcia hepatica a insulina, assim como animais
knockout para SOCS-3 hepatico, uma proteina que reprime a sinalizacdo de IL-6, apresentam
obesidade e resisténcia insulinica sistémica. Ainda no mesmo estudo, a sinaliza¢do insulinica
no musculo foi afetada, sugerindo que a delecio do gene SOCS-3 hepatico modula a
sensibilidade a insulina em outros 6rgdos. Recentemente, um estudo demonstrou que apds
IL-6 ser expressa cronicamente no figado, ou apods célula beta pancredticas serem
suplementadas por 24 horas com a citocina, ocorre um aumento na secre¢do de insulina

estimulada por glicose em ambos os modelos. Esses resultados sugerem que o aumento da
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concentragdo de IL-6, o qual ocorre no estagio inicial da obesidade e durante o choque
séptico, esteja envolvido no desenvolvimento da hiperinsulinemia, frequentemente
desenvolvida nessas condi¢des (Suzuki, 2011). No entanto, outro grupo demonstrou que a
administracdo de IL-6 ou a elevada concentracdo desta citocina em reposta ao exercicio,
estimulou a secrecdo de GLP-1 pelas células intestinais, € com isso o aumento da producao
de insulina pelas células beta pancredticas, melhorando a glicemia (Ellingsgaard et al, 2011).

Em relagdo ao efeito da IL-6 em adipdcitos, a maior parte dos estudos demonstrou
que a citocina provoca efeitos negativos na sensibilidade a insulina, embora também tenha
estudo que mostrou aumentada captacdo de glicose pelo tecido adiposo de individuos
submetidos a infusdo de IL-6 em concentragdes fisioldgicas (Lagathu et al, 2003; Lyngso et
al, 2002; Rotter et al, 2003). Em hepatocitos, estudos em roedores in vivo e em cultura de
célula humana mostraram que, através da via JAK/STAT, a IL-6 foi capaz de reduzir o
estoque de glicogénio pela diminui¢do da glicogeniogénese e aumento da glicogendlise (Senn
et al, 2002; Kim et al, 2004). Além disso, um elegante estudo utilizando animais knockout
para IL-6 demonstrou o desenvolvimento de obesidade e intolerdncia a glicose nesses
animais, o que foi parcialmente revertido apds tratamento com IL-6. Recentemente, outro
grupo de pesquisadores demonstrou que animais trangénicos que mantinham uma
concentracgdo elevada de IL-6 na circulagdo exibiram um aumento na agdo da leptina central,
com favorecimento da homeostase glicémica, protegendo-os de obesidade induzida por dieta
(Sadagurski et al, 2010).

Sendo assim, embora IL-6 seja mais conhecida como uma citocina pro-inflamatoria, a
literatura também apresenta dados consistentes sobre efeitos anti-inflamatorios benéficos ao

organismo desta interleucina.
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Figura 2 - Principal mecanismo de ac¢do da IL-6

IL-6R/L-6

celular

Fonte: Adaptado de Ahmed et al (2007).

1.8 IL-6 e Musculo Esquelético

Hé alguns anos, foi demonstrado que a IL-6 pode ser considerada um “fator do
exercicio”. Esta citocina, que ¢ produzida e liberada no musculo esquelético em resposta ao
exercicio fisico, exerce seus efeitos em outros Orgdos e, atualmente, pode também ser
chamada de “miocina”. Neste sentido, assim como foi estabelecido o termo adipocina, o
termo miocina pode ser utilizado para as citocinas e outros peptideos que sdo produzidos e
liberados pelas fibras musculares (Pedersen, Febbraio, 2008). A descoberta sobre a
capacidade do musculo esquelético secretar IL-6 durante a atividade contratil desencadeou
uma série de questionamentos sobre a fun¢do da IL-6 no metabolismo energético, uma vez
que foi criado um paradoxo. Por um lado, a IL-6 ¢ secretada pelo musculo esquelético no
periodo logo apds a realizagdo de exercicio onde a a¢do da insulina estd aumentada, no
entanto, por outro lado, a IL-6 ¢ associada a obesidade e ao desenvolvimento da resisténcia a
insulina sistémica e no musculo esquelético.

Combinado aos efeitos benéficos da IL-6 associados ao exercicio, essa citocina esta
também envolvida com inducdo de proliferacdo de células satélites, as quais sdo células
quiescentes precursoras de novos miotubos, que auxiliam na regeneragdo e hipertrofia

muscular (Serrano et al, 2008). Além disso, participa do estimulo e manutencdo do aumento
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da concentragdo de célcio intracelular, o qual ¢ componente crucial para a resposta adaptativa
do tecido muscular esquelético ao exercicio (Weigert et al, 2007).

No entanto, tratamentos cronicos com IL-6 em musculo esquelético provocaram
redu¢do na captacdo de glicose estimulada por insulina e na fosforilagdo de proteinas
envolvidas na cascata de sinalizacdo insulinica (Nieto-Vazquez et al, 2008). Experimentos in
vitro e in vivo com suplementacdo de IL-6, a curto prazo, mostraram aumento na captagao de
glicose e oxidacao de 4cidos graxos em musculo esquelético, principalmente via ativagdo de
AMPK, que ¢ um importante evento que ocorre na contragdo muscular (Al-Khalili et al,
2006; Carey et al, 2006; Glund et al, 2007). AMPK ¢ um sensor celular de energia que se
ativa quando os niveis de ATP diminuem (e os de AMP aumentam). Uma vez ativada,
AMPK desliga processos que consomem energia como sintese de dcido graxo ou proteina e,
por outro lado, promove processos que produzem energia, como o transporte de glicose,
inclusive ativando fatores transcricionais que regulam a expressdo do gene do GLUT4 e
oxidacdo de acidos graxos. Ativagdo de AMPK promove transporte de glicose via
mecanismo independente de insulina tanto em musculos sauddveis como em resistentes a
insulina (Hayashi et al, 1998; Musi et al, 2001).

Atualmente, os efeitos da IL-6 na resisténcia a insulina ainda ndo estdo
completamente elucidados. Muito da controvérsia relacionada a funcdo da IL-6 no
metabolismo parece ser resultado de comparagdes inapropriadas de efeitos agudos em um
determinado tecido com efeitos cronicos em outros tecidos. As fungdes e os efeitos
metabolicos da IL-6 demonstram ser tecido e contexto-especifico.

Sendo assim, embora sejam facilmente encontrados na literatura estudos com
suplementagdo cronica ou aguda de IL-6 em musculo esquelético normo tolerante a glicose,
estudos que avaliem a agdo da IL-6 a curto ou longo prazo em células musculares resistentes
a insulina sdo inexistentes.

Com isso, o presente estudo hipotetiza que a exposi¢do por lhora a IL-6 provoque
efeitos benéficos no metabolismo lipidico e de carboidrato, contribuindo para o aumento da
sensibilidade a insulina em células musculares esqueléticas de individuos com diabetes
mellitus tipo 2. Por outro lado, hipotetiza-se que a exposi¢do por 24 horas a IL-6, em células
musculares resistentes a insulina, desencadeie um efeito ainda mais deletério sobre o

metabolismo energético que o observado em células musculares normo tolerantes a glicose.



27

9 CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se que:
9.1 Em célula muscular esquelética de humanos, a IL-6 durante 1 hora promoveu:

- aumento na captacdo de glicose e sintese de glicogénio nas células de individuos
saudaveis, no estado basal e estimulado com insulina, o que ndo foi observado em células de

individuos diabéticos tipo 2;

- aumento na oxidacdo de 4cidos graxos em células musculares de ambos os

individuos saudaveis e diabéticos tipo 2;

- aumento no contetdo da proteina JAK2 fosforilada em células de individuos
saudaveis, o que ndo foi observado em células de individuos diabéticos tipo 2, além de

redu¢do no contetdo fosforilado de STAT3 nas células de individuos diabéticos tipo 2.

9.2 Em célula muscular esquelética de rato da linhagem permanente L6, a IL-6 durante

24 horas promoveu:

- reducdo da captagdo de glicose e da sintese de glicogénio, no estado estimulado com
insulina, em células saudaveis, o que nao foi observado em células resistentes a insulina por

palmitato;

- aumento na oxidacdo de acidos graxos em ambas as células, saudéaveis e resistentes a

insulina por palmitato;

- aumento no contetido da proteina JAK?2 fosforilada em células saudaveis, o que nao
foi observado em células resistentes a insulina por palmitato, além de redug¢do no contetdo

fosforilado de STAT3 nas células resistentes a insulina;

- reducdo no conteudo da proteina AKT fosforilada sob estimulo insulinico em células

saudaveis, o que ndo foi observado em células resistentes a insulina por palmitato;
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- aumento no contetdo da proteina AMPKa fosforilada em células saudaveis, o que

ndo foi observado em células resistentes a insulina por palmitato;

- aumento no conteudo da proteina ACC fosforilada em ambas as células, saudaveis e

resistentes a insulina.

Com base nos resultados destacados acima, conclui-se que células musculares
esqueléticas resistentes a insulina possuem uma resposta alterada a IL-6. Células musculares
resistentes a insulina sdo parcialmente resistentes a IL-6: o efeito permanece efetivo no
metabolismo lipidico, porém ¢ abolido no metabolismo de carboidrato, independente do
tempo de exposi¢do. Adicionalmente, o prejuizo na via de sinalizagdo JAK/STAT parece ser
o principal mecanismo envolvido na auséncia de efeitos da IL-6 no metabolismo de

carboidrato nessas células.
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