INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DIABETES TIPO I E RESOLVINAS D1

Trabalho submetido por
Isabel Alexandra Marques Batista da Silva
para a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Outubro de 2015



INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DIABETES TIPO I E RESOLVINAS D1

Trabalho submetido por
Isabel Alexandra Marques Batista da Silva
para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Professora Doutora Maria Fernanda de Mesquita

Outubro de 2015



Diabetes Tipo Il e Resolvinas D1



Dedicatoria

A minha méae e 4 minha avo Dulce,

Que hado-de ser sempre os meus anjos da guarda.



Diabetes e Resolvinas D1

Agradecimentos

Apds cinco anos de dedicagdo e trabalho chegou o momento tdo aguardado.

Em primeiro lugar, quero agradecer a ajuda e cooperagdo da minha orientadora, a
Professora. Doutora Maria Fernanda de Mesquita pela paciéncia, pelo conhecimento
que me transmitiu e ajuda prestada, tal como aos honrados Professores e restante
Academia que contribuiram para a minha formagdo.

A todos os meus amigos e companheiros de curso. Este curso ndo se faz sozinho. E
preciso amigos e colegas para nos ajudarem e estudarem connosco de maneira a
alcan¢armos todos o nosso objetivo. Destaco as mais proximas, como Filipa Cantiga,
Catarina Silva, Inés Mouquinho, Joana Moreira, Ana Beatriz Guerreiro, Tdnia
Rodrigues, Sara Kittler, Sara Afonso, Rita Pires e a todos os outros que ndo tenho
espaco para os citar, mas que estdo no meu corag¢do. Ndo é de sempre mas é para
sempre. A todos eles, agradeco.

Gostaria de agradecer também ao Coro Académico Egas Moniz por me oferecer um
escape onde a boa-disposi¢do e a musica ajudaram a que todo o trabalho arduo ficasse
mais harmonioso.

E por fim, os mais importantes. Ndo existem palavras que demonstrem a minha
gratiddo a minha familia, principalmente a minha mde, Maria Marques, que tudo fez
por mim. A minha Madrinha, Dulce Sa Silva e ao Tio Anténio Pedro, que tanto me
ajudaram. Ao meu irmdo que sempre me apoiou e ajudou no que pode e no que sabia.
Aos meus avos, ao Avo Joaquim e a Avo Idalina, ao Avo Apolino e, para sempre, a Avo
Dulce, que tanto queria presenciar este momento. Ao meu namorado que tanta
paciéncia teve nesta ultima etapa. Espero que me acompanhem neste percurso que é a

vida.

A Todos o meu sincero e grande Obrigado!
Saudagoes Académicas
Isabel Batista da Silva
Outubro de 2015



Resumo

A diabetes ¢ um problema de satde publica crescente com o envelhecimento da
populacdo, os maus habitos alimentares e o sedentarismo. A obesidade podera ser causa
ou consequéncia da diabetes tipo II, sendo também um problema crescente de saude
publica.

Esta monografia tem como objetivo estudar, com base no conhecimento atual, se
as resolvinas D1 sdo uma alternativa viavel na terapéutica da diabetes tipo II.

A metodologia de pesquisa consistiu na procura de termos como ‘“Diabetes”,
“Inflammatory Response”, “Inflammation”, “Resolvins”, “Specialized Pro-resolving
Mediators”, na base de dados on-line PubMed entre o periodo de Janeiro e Setembro de
2015.

Nesta monografia reviu-se a patogénese da diabetes tipo II, nomeadamente a
hipoxia e a apoptose, a ativacao das vias do JNK, do NF-kB e a producdo da IL-1f,
induzidos pela hiperglicémia. Procurdmos perceber como poderiam as resolvinas D1
atuar neste processo destacando-se a capacidade de regulagdo da movimentacdo trans-
endotelial dos neutrofilos PMN, bloqueio de recetores Toll-like, ativadores de
macrofagos e a reducdo da infiltragdo de leucocitos. Os resultados apresentados no
estudo de Hellmann et al. demonstraram como atuam as resolvinas D1 na resisténcia a
insulina, nas CLS dos macrogafos, no racio entre o fenotipo M1 e M2 dos macrofagos,
na expressao do recetor das resolvinas, nas células do tecido adiposo e, por ultimo, na
expressdo de adponectinas. Estes resultados sdo promissores, mas suscitam duvidas,
dado que ainda ndo se conhecem totalmente as resolvinas.

Neste trabalho as resolvinas D1 sdo propostas como um futuro da terapéutica da

diabetes tipo II, sendo necessarios mais estudos com evidéncia cientifica clara.

Palavras-chave: Diabetes Tipo II, Obesidade, Resolvinas D1 e Processo

Inflamatoério
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Abstract

Diabetes is a rising public health problem due to population aging, inappropriate
eating habits and sedentary lifestyle. There is a possibility of obesity being a cause or
consequence of type II diabetes and it is also a growing public health problem.

This monograph has the objective of question if resolvins D1 will be an
alternative to therapeutic of type II diabetes, based on the present knowledge.

The methodology of the research was based in searching words “Diabetes”,
“Inflammatory Response”, “Inflammation”, “Resolvins”, “Specialized Proresolving
Mediators”, on the online data base Pubmed between January 2015 and September
2015.

This monograph revised the pathogenesis of Type II diabetes, including hypoxia
and apoptosis, the activation of the JNK pathway , the NF- kB and the production of IL
-1 -induced hyperglycaemia. We tryed to understand how the resolvins D1 could serve
this process especially the ability to regulate the movement of the trans -endothelial
PMN neutrophils, Toll-like receptor blockade, activators of macrophages and reduced
leukocyte infiltration. The results presented in the study by Hellman et al.
demonstrateare how resolvins D1 act in insulin resistance, in CLS of macrophages, in
the ratio between M1 and M2 phenotype of macrophages, in the expression of the
receptor of the resolvins and finally, in the expression of adiponectins. These results are
promising, but they raise some doubts, as resolvins are not fully known yet.

D1 resolvins are proposed in this work as a future treatment of type II diabetes,

but further studies are necessary with clear scientific evidence

Keywords: Diabetes Tipo II, Obesity, Resolvins D1 and Inflammatory Response
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Introducdo

1. Introducao

A diabetes tem-se tornado, cada vez mais, um problema de satde publica. A
urbanizagdo dos territorios, o envelhecimento da populacdo, os maus habitos
alimentares, uma vida de stress e sedentarismo t€ém levado a grandes mudangas no
quotidiano das populacdes e a um aumento galopante da percentagem de prevaléncia da
diabetes. (Guariguata et al., 2014).

Estes doentes e suas complicagdes, com 1.5-3% de risco aumentado de
mortalidade face aos individuos normoglicémicos, revelam-se uma grande percentagem
dos gastos dos sistemas de saude das nagdes, sendo que em 2013, estimou-se que
tenham sido gastos, pelo menos, 548,5 mil milhdes de ddlares, s6 nos Estados Unidos
da América (Beagley et al., 2014). As autoridades de satide por todo mundo tém-se
deparado com a enorme necessidade de promover politicas e agdes de prevencdo e
sensibilizacdo para as populagdes atuais e futuras.

A obesidade podera ser considerada causa ou consequéncia da diabetes tipo II.
Estima-se que, na proxima década, haja um aumento anual de 2% na prevaléncia da
obesidade (Siervo et al., 2014).

Neste contexto, muita investigacdo cientifica tem desenvolvido novos farmacos
para controlar a doenca e melhorar a qualidade de vida dos que da diabetes padecem.
Muito avango ja foi conseguido, desde a producdo de insulina através de técnicas que
utilizam o RNA Recombinante, ao invés de se utilizarem animais como vetor, a grupos
de farmacos inovadores como os inibidores da enzima DDP-4 (Dipeptidil peptidase 4).
Dada a progressdo da prevaléncia desta doenga cronica, novas terapéuticas continuam
em estudo. Sendo a diabetes mellitus tipo Il uma doenca inflamatoria, os estudos mais
recentes tém envolvido solugdes terapéuticas mais vocacionadas para a inflamacao.

Nos ultimos anos, com a descoberta dos mediadores lipidicos, nomeadamente as
resolvinas D1, e das suas atuagdes, tem-se pensado que estas moléculas biossintetizadas
com o objetivo de resolugdo da inflamagdo poderem vir a ser o futuro da terapéutica
anti-diabética, para o tipo II da doenga, em insulinodependentes e nao-
insulinodependentes.

As questdes de investigacdo que orientaram este estudo sdo “De que forma ¢ a

diabetes mellitus tipo II uma doenga Inflamatéria?”, “Como atuam as Resolvinas na
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Inflamag¢ao?” e “Como poderiam as Resolvinas atuar no processo inflamatdrio da

patogénese da Diabetes?”.

Com este trabalho pretende-se esclarecer se sdo as Resolvinas um caminho por

onde vale a pena enveredar, no tratamento da diabetes tipo I, a luz dos conhecimentos

adquiridos acerca da doenga e destes mediadores lipidicos, essencialmente, na ultima

década.

Esta monografia esta organizada em trés capitulos principais:

L.

II.

I1I.

No primeiro capitulo discute-se a diabetes, o conceito da doenca, a
obesidade como causa principal, as ligacdes entre a inflamagdo e a
producdo insuficiente de insulina, a resisténcia a utilizagdo periférica da
insulina e o recrutamento de células imunitarias para o tecido adiposo.
Neste capitulo tentamos também perceber por que mecanismos a
patogénese desta doenca afeta as células, de forma a haver resisténcia a
utilizacdo da insulina e faléncia das células B pancreaticas. Por ultimo,
abordamos os pontos mais utilizados em estudos que tenham como alvo
terapéutico a inflamagao da diabetes tipo II.

No segundo capitulo define-se o termo “Mediadores Lipidicos”, reflete-se
sobre a origem das resolvinas da série D, como pode a aspirina influenciar
a sua producgdo e o conhecimento da atuagdo das resolvinas D1.

No terceiro capitulo pretende-se concluir acerca da questdo principal desta
investigagdo. Embora comecem a existir bastantes estudos acerca do alvo
anti-inflamatorio da diabetes, poucos sdo os que estudam esta mesma
doenga e os mediadores lipidicos, e mais escassos ainda sdo os estudos que
se focam apenas nas resolvinas D1 relacionando-as com a diabetes tipo II.
No caso, existe apenas um. Neste capitulo analisamos aprofundadamente
esse estudo, tentado perceber o que foi provado e que fraquezas apresenta
o estudo, esperando que no futuro mais e melhores investigagdes possam

ser levadas a cabo.

Esta monografia assenta em revisao bibliografica e andlise documental.

A metodologia de pesquisa consistiu na procura de termos como “diabetes”,

“Inflammatory Response”, “Inflammation”, “Resolvins”, “Specialized Proresolving

Mediators”, cruzados com “Resolvins DI1” na base de dados on-line PubMed entre o

periodo de Janeiro e Setembro de 2015. Foram preferidos os artigos mais recentes entre

os anos de 2005 e 2015. Excecionaram-se alguns mais antigos, importantes para

16
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evidenciar as descobertas e defini¢cdes iniciais. Os dados de epidemiologia foram
retirados do site da internet do INE e foram consultados alguns artigos cientificos com
estudos de prevaléncia, publicados em revistas cientificas disponiveis. Para organizacao
e gestio de citagdes e referéncias bibliograficas foi utilizado o programa Zotero®,
versao 4.0.28.8.

As palavras-chave deste trabalho sdo a Diabetes Mellitus Tipo 11, a Obesidade, as

Resolvinas D1 e o Processo Inflamatorio.
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Desenvolvimento

Capitulo I: Diabetes

Em ascensdo, os nimeros de doentes com diabetes sdo preocupantes. Um estudo
feito por Geiss et al., demonstrado na Figura 1, mostra a evolu¢do da prevaléncia da
doenca, desde 1958 até 2013, nos Estados Unidos da América e o resultado revela que
houve um aumento de 6,25% - 0,93% em 1958 e 7,18% em 2013 - da prevaléncia de
diagnésticos da doenca, durante esses 55 anos. Adicionalmente, aquando do inicio do
estudo (1958) eram 1,6 milhdes os diagnosticados com diabetes, face aos 22,3 milhdes

em 2013 (Geiss et al., 2014).
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Figura 1 — Evolucdo da prevaléncia da Diabetes entre 1958 e 2013, nos Estados Unidos da América.
Adaptado de (Geiss et al., 2014)

De acordo com a investigacdo de Guariguata et al., a prevaléncia da doenga foi
estimada em cerca de 318.8 milhdes de pessoas, nos 219 paises e territorios que estes
investigadores estudaram. Estima-se que em 2035 este niumero suba para 591.9, um
aumento de cerca de 55% em apenas 22 anos (Guariguata et al., 2014). O mesmo estudo
mostrou que no nosso pais, em 2013, 13% da populacdo sofria de diabetes, casos
diagnosticados e ndo diagnosticado (Guariguata et al., 2014). Em Portugal, esta doenca
foi a quarta causa de morte, em 2013, de acordo com Instituto Nacional de Estatistica
(INE, 2014).

A forma de atrasar, ou mesmo evitar, o aparecimento da diabetes mellitus tipo 11

¢, de uma forma genérica, manter uma dieta saudavel (rica em fibras, pobre em hidratos
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de carbono e em acidos gordos polissaturados), ter uma pratica regular de exercicio
fisico, manter de um IMC dentro dos parametros para a idade, sexo e altura, reduzir do
consumo de sal, ndo ingerir bebidas alcoolicas e tentar a cessagao tabagica.

A comunidade cientifica na globalidade considera a diabetes uma doenca cronica
do foro metabodlico, em que hd uma incorreta metaboliza¢ao dos hidratos de carbono,
lipidos e proteinas, oriunda de um mau funcionamento do pancreas, em que este produz
em quantidade insuficiente a insulina (diabetes mellitus tipo I), ou quando ha tolerancia
a atuagdo da insulina (diabetes mellitus tipo II). A polidpsia, a poliuria, a visdo turva e a
perda de peso sdo os sinaismais frequentes e imediatos que alertam para o diagndstico
médico ou o aviso para o paciente de que pode ndo estar a atuar corretamente no seu
tratamento.

A doenca pode, a longo-termo, conduzir a outras patologias secunddrias,
nomeadamente complicacdes microvasculares: retinopatias com eventual cegueira;
nefropatias podendo resultar em insuficiéncia renal; neuropatias, com desenvolvimento
de tulceras nos pés e/ou, paralelamente, a complica¢cdes macrovasculares, por exemplo,
artropatia de Charcot e, em ultima instancia, a amputacdo; a disfun¢do eréctil também ¢

um destes problemas que podem aparecer com a progressao desfavoravel da doenga.

1. A Obesidade como Causa Principal da Diabetes Mellitus Tipo 11

Na diabetes mellitus tipo 11, a obesidade ¢ um dos fatores mais preponderantes no
desenvolvimento da doenca, sendo definida como um excesso de tecido adiposo que
prejudica largamente a satde e capacidade fisicas, a interagdo e postura sociais € o bem-
estar individual (Hellmann et al., 2011; Al-Goblan, Al-Alfi, & Khan, 2014).
Atualmente, ¢ um problema global que afeta tanto paises desenvolvidos, como paises
em desenvolvimento Tem merecido, por parte de algumas nac¢des, grande investimento,
no sentido de controlar esta doenga que afeta a mobilidade, a morbilidade e a
mortalidade (Al-Goblan et al., 2014).

A patogénese da diabetes mellitus tipo Il consiste, como supramencionado, no
desenvolvimento de resisténcia a utilizacdo da insulina, acompanhada, na maioria dos
casos, por declinio no desempenho da fun¢do células B dos ilhéus de Langerhans, do
pancreas. A obesidade relaciona-se com a diabetes, principalmente, pela contribui¢ao
para a resisténcia da insulina, dado que o tecido adiposo tem aumentada a secre¢do de

inimeras moléculas pré-inflamatorias como hormonas, glicerol, leptina, citoquinas e
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Desenvolvimento

também 4cidos gordos livres (Al-Goblan et al., 2014; Karpe, Dickmann, & Frayn,
2011). Estes ultimos mostram-se bastante influentes no desenvolvimento de diabetes
tipo II, dado que logo apds um aumento dos niveis de acidos gordos livres, surge a
resisténcia a utilizagdo da insulina. Elevados niveis destes acidos gordos induzem a
produgdo de insulina, aumentando o stress a que estdo expostas as células 3, que conduz
ao aumento de libertacdo de 4cidos gordos livres induzido pelos proprios (Al-Goblan et
al., 2014). Cria-se assim um ciclo vicioso em que os dacidos gordos livres sdo
prejudiciais ao funcionamento das células f.

A distribuicao do tecido adiposo e o IMC pode ser um problema na resisténcia a
utilizagdo periférica da insulina. O tecido adiposo abdominal para além de prejudicial
ao funcionamento dos 6rgaos, ¢ indutor da resisténcia a insulina, ndo s6 porque afeta os
recetores da insulina, mas também pelas moléculas pro-inflamatorias que secreta (Al-
Goblan et al., 2014).

Num individuo saudavel, ha um feedback continuo entre os tecidos utilizadores da
insulina e as células que a produzem, as células § (Donath & Shoelson, 2011). Se esses
tecidos (tecido adiposo, musculo e figado) necessitarem de uma maior quantidade de
glucose, as células B aumentam a produgdo de insulina; se houver uma estabilizagdo na
utilizagdo da glucose, o desempenho das células B pode diminuir, para apenas manter os
niveis basais da hormona. Células § saudaveis sdo capazes de lidar perfeitamente com
este tipo de oscilagdes (Donath & Shoelson, 2011). Se pelo contrario, algum tipo de
erro, faléncia ou defeito ocorrer neste processo leva ao desenvolvimento da Diabetes
Mellitus Tipo 2. Porém, nem todos os obesos desenvolvem diabetes. Verifica-se a
progressdao da doenga em individuos que j& tenham uma predisposi¢cdo natural (Al-
Goblan et al., 2014). A obesidade ¢ considerada causa ou consequéncia da diabetes

mellitus tipo I1.

2. Diabetes como uma Doenc¢a Inflamatoria

Os primeiros registos de estudos feitos acerca da possivel relacdo entre a diabetes
e a inflamacdo datam de 1876 e 1901, quando Ebstein e Williamsonverificaram que
aquando da ingestdo de doses elevadas de salicilatos resultavam na diminui¢cdo dos
niveis de glicostria em doentes diabéticos, evidenciando os potenciais efeitos benéficos
destes farmacos no tratamento da doenga (Williamson, 1901). Em 1957, Reid, levou

estas descobertas mais além. Concentrou-se apenas no acido acetilsalicilico e usou-o em
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elevadas doses em doentes diabéticos. Concluiu que os niveis de glicemia melhoraram
significativamente e, em pelo menos um caso, o doente deixou de ser
insulinodepentente (Reid, Macdougall, & Andrews, 1957).

Pelo exposto, ndo se podem negar as evidéncias de que ha efetivamente
inflamacdo na diabetes. Contudo, o mecanismo de formagdo do processo inflamatorio,
nesta patologia, ainda ndo esta totalmente compreendido. Suspeita-se que possam ser

varias as vias pelas quais se da a inflamacao.

2.1. Inflamacgao nas Células-f Pancreaticas Diminui a Producio de Insulina

Os seguintes mecanismos consideram-se como principais causas da insuficiente
produgdo de insulina, na diabetes mellitus tipo 1I: o stress oxidativo, deposicao da
proteina amiloide no pancreas, lipotoxicidade — toxicidade associada a elevados niveis
de 4cidos gordos livres, e glucotoxicidade — toxicidade associada a hiperglicemia
(Donath & Shoelson, 2011). Excetuando a deposicdo da proteina amiloide no pancreas,
supde-se que estes mecanismos sejam também responsaveis pela resisténcia a utilizacao
periférica da insulina e faléncia das células [ pancredticas, na producdo da dita
hormona. Cada um destes eventos em separado tera, acredita-se, o seu papel no
desenvolvimento da inflamacdo dos tecidos (Donath & Shoelson, 2011). O stress
oxidativo acontece quando hé formacao de espécies reativas de oxigénio, sob influéncia
externa. A glucose ¢ um dos mais influentes fatores para a produgdo destas ORS
(Oxygen Reactive Species - Espécies Reativas de Oxigénio) (Poitout & Robertson,
2008). Particularmente no caso das células B do pancreas, estas células sdo muito
suscetiveis da atuagdo da glucose, reduzindo a sua capacidade de produ¢ado de insulina e
podendo levar a apoptose das células (Donath & Shoelson, 2011). No estudo de Zraika
et al.,, pequenos depositos da proteina amiloide foram detetados, nos ilhéus de
Langerhans, locais de producdo da insulina, em diabéticos do tipo II. Contudo, a causa-
efeito destas deposi¢des ainda ndo esta totalmente esclarecida (Zraika et al., 2010). Os
acidos gordos livres de cadeia longa estdo presentes em elevadas concentragdes séricas
e aumentam a resisténcia a utilizagdo periférica da insulina, a faléncia das células f e
induzem a apoptose destas células dos ilhéus de Langerhans — processo denominado de
Lipotoxicidade (Reaven et al., 1988; Unger, 1995; Walker et al., 1996; Maedler et al.,
2001; Maedler et al., 2003). Prentki e Corkeys demonstraram que os acidos gordos

saturados sdo especialmente toxicos e que os acidos gordo mono-instaurados aparentam
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ter uma agdo de protecdo, pois apresentaram resultados na preven¢do da resisténcia a
insulina (Prentki & Corkey, 1996). Do mesmo modo, a hiperglicémia induz as mesmas
lesdes, em que pequenas variagdes dos niveis diminuem a transcricdo do gene da
produgdo de insulina - glucotoxicidade (Bonner-Weir, Trent & Weir, 1983; Leahy et al.,
1986; Donath et al., 1999; Kaneto et al., 2002; Weir & Bonner-Weir, 2004).

Nas células f pancreaticas de pacientes com diabetes tipo II foram reportadas
elevadas quantidades de citocinas e quimiocinas, bem como de tecido inflamado, o que
sugere a infiltragdo de células do sistema imunitario e, consequentemente, a existéncia
de um processo inflamatorio ( Maedler et al., 2002; Maedler, 2004; Ehses et al., 2007) .

Amostras de tecido dos ilhéus de Langerhans evidenciaram fibrose e depositos da
proteina amiloide, sendo que estes depdsitos estimulam os macréfagos a secretarem IL-
1B, um importante mediador do processo inflamatorio e indutor da apoptose (Dinarello,
2009; Masters et al., 2010). Esta descoberta comprova a existéncia de inflamagao, uma

vez que a fibrose ¢ uma consequéncia da presenga de um processo inflamatorio cronico

(Masters et al., 2010).

2.2. Inflama¢do do Tecido Adiposo Obeso Causa Resisténcia a Utilizacao

Periférica da Insulina

O tecido adiposo corporal ndo ¢ todo igual. O tecido adiposo subcutdneo ¢
diferente do abdominal/visceral e a presenga deste ultimo ¢ mais prejudicial a saide.
Para além do tecido adiposo visceral afetar a funcionalidade dos orgéos, eles diferem no
tamanho dos adipdcitos, na atividade metabolica e na capacidade de induzir resisténcia
a utilizagdo da insulina (Shoelson, Lee & Goldfine, 2006).

No tecido adiposo visceral de um individuo obeso hd um baixo nivel, mas
crénico, de inflamagdo, que conduz a resisténcia da utilizacdo periférica da insulina e
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo II (Feuerer et al., 2009). Proteinas de fase
aguda da inflamacdo foram encontradas em circulagdo, nos doentes com diabetes tipo
II, nomeadamente a proteina C-reativa e a haptoglobina (Pickup et al., 1997; Spranger
et al., 2003; C Herder et al., 2005; Christian Herder et al., 2009). Da mesma forma,
moléculas como o TNF-a, IL-6, MCP-1, leptina, caracteristicas da inflama¢ao, foram
encontradas nos tecidos adiposos de individuos obesos, estando a obesidade altamente
ligada ao desenvolvimento da diabetes mellitus tipo II (Hotamisligil, Shargill &

Spiegelman, 1993; Feuerer et al., 2009). O fator de necrose tumoral, uma dessas
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moléculas, ¢ produzido pelos adipdcitos e prova a relagdo entre a inflamacdo e o
desenvolvimento de resisténcia a utilizacdo periférica da insulina e consequente
progressdao da diabetes tipo II (Hotamisligil et al., 1993). Inicialmente pensou-se que
seria produzido apenas para protecdo do proprio tecido adiposo, face a obesidade.
Estudos recentes, mostraram a existéncia de macroéfagos nos adipdcitos e sdo eles que
sintetizam a maioria dos fatores inflamatorios que estio aumentados na obesidade
(Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Assim sendo, o aumento da producdo dos
macrdofagos no tecido adiposo tem correlagdo com o grau de obesidade (Donath &

Shoelson, 2011).

2.3. Tecido Adiposo Obeso Recruta Células do Sistema Imunitario

Tem sido de grande interesse o estudo e caracterizagdo dos macrofagos presentes
no tecido adiposo, sob diferentes condi¢gdes: em animais e individuos obesos, magros,
depois de uma rapida perda de peso e em lipodistrofia — estado em que a massa de
tecido adiposo estd bastante reduzida, quer a nivel local quer de uma forma geral.
Aparentemente, hd uma relagdo entre a lipodistrofia e a obesidade. Embora tenham
conceitos contrarios, as consequéncias assemelham-se: dislipidémias, resisténcia a
utilizagdo periférica da insulina e potencial desenvolvimento de diabetes tipo II
(Lumeng, DeYoung, et al., 2007; Herrero at al., 2010; Kosteli et al., 2010; Shaul et al.,
2010).

O mecanismo pelo qual os macréfagos sdo recrutados ¢ pertinente para se
compreender que fungdes desempenham, no tecido adiposo. A proteina quimiotatica de
monocitos-1 (Monocytes Chemoattractant Protein-1, MCP-1) é produzida pelo tecido
adiposo, em simultdneo e independentemente do crescimento dos adipdcitos. Esta
proteina vai recrutar os monocitos em circulacdo que expressem a sua superficie o
recetor de quimiocinas C do tipo 2 (C Chemokines Receptor-2, CCR2). Esta MCP-1
tem influéncia na maturagdo dos mondcitos a macréfagos, ja no tecido adiposo”
(Shoelson et al., 2006).

Os macrofagos tém, como ¢ do conhecimento, diferentes caracteristicas
dependentemente do tecido em que se encontrem. No caso do tecido adiposo este
fenomeno nao ¢ diferente (Donath & Shoelson, 2011). As ditas células encontradas
neste tecido sdo maiores e polinucleadas, sugerindo que os macrofagos se fundem para
melhor desenvolverem as suas fung¢des (Shoelson et al., 2006). Inclusivamente, o

24



Desenvolvimento

fenotipo de macrofagos encontrados no tecido adiposo de ratos magros nao ¢ igual ao
de macrofagos encontrados no dito tecido de ratos de obesidade induzida. No caso dos
ratos magros, os macrofagos pertencem ao fendtipo M2, expressam arginase 1 e IL-10 e
sdo estimulados pela IL-4 ou pela IL-13, sendo que em situacdes de inflamagao, estas
moléculas tendem a ser resolutivas (Martinez & Gordon, 2014). Nos ratos com
obesidade induzida, foram encontrados macréfagos do fendtipo M1, estimulados pelo
Interferdo-a e que sintetizam Oxido nitrico (Martinez & Gordon, 2014). Em 2007,
Lumeng et al. propdem que na transi¢do de rato magro a rato obeso, também o fen6tipo
de macrofagos presentes no tecido adiposo se altera, de M2 para M1, respetivamente, e
que os macréfagos M1 contribuem para a resisténcia a utilizagdo periférica da insulina,
resultando em Diabetes Tipo II (Lumeng, et al., 2007).

Embora os macrdéfagos sejam as células imunes encontradas em maior quantidade,
no tecido adiposo, outras foram também descobertas comprovando a existéncia de um
processo inflamatorio no tecido adiposo, podendo este ser a principal causa de
desenvolvimento da Diabetes Tipo II (Liu et al., 2009a). Estudos de Liu et al. em ratos,
demonstraram que os mastocitos estdo em numero aumentado no tecido adiposo do rato
obeso. Provaram, da mesma forma, que quando hé uma deficiéncia na produgao destas
células, nomeadamente se houver uma mutacdo em que o gene KIT (um importante
fator de crescimento, logo, responsavel pela maturagdo dos mastdcitos) seja eliminado,
ou que quando ha tratamento com cetotifeno (fairmaco antiasmatico que bloqueia as
fungdes dos mastocitos, utilizados para tratamento da hiperreatividade bronquica),
verifica-se uma melhoria na resisténcia a insulina comparativamente aos ratos wild-type
ou sem tratamento com o farmaco (Liu et al., 2009b).

Cré-se que as células CDS'T e Ty contribuam, ainda que por meios ainda ndo
totalmente elucidados, para a resisténcia da insulina e que as células Tgreg € as Ty2
(células dos sistema imunitdrio) a previnam (Feuerer et al., 2009; Nishimura et al.,
2009; Ilan et al., 2010). Sabe-se, pelos estudos desenvolvidos por Nishimura et al., que
quantidades significativas de células CD8'T e de macréfagos foram encontradas no
tecido adiposo, e que uma alteragio genética que eliminasse as células CD8'T,
resultaria numa diminuicdo da quantidade de macréfagos encontrados, bem como numa
melhoria do estado inflamatorio e consequente melhoria da utilizagdo da insulina
(Nishimura et al., 2009). Relativamente as células Tres, estd comprovado o seu
importante papel na supressdao de potenciais células reativas, como por exemplo células

cancerigenas, revelando um papel protetor face as células que secretam moléculas pro-
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inflamatorias (Baecher-Allan & Hafler, 2006; Roncarolo & Battaglia, 2007).
Comparando os adipocitos do rato magro com o tecido adiposo do rato obeso, a
proporgio de células Treg no compartimento CD4'T estd dramaticamente diminuida, e
no caso do rato magro estd aumentada. Este decréscimo da proporcdo de células Tre,
mostra que com a obesidade se perde capacidade de “controlar” o desenvolvimento da
inflamagao, até porque estas células expressam uma generosa quantidade de IL-10 (uma

molécula anti-inflamatoria) (Feuerer et al., 2009; Ilan et al., 2010).
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2.4. A Inflamacao na Diabetes Mellitus Tipo 11

A inflamagdo ¢ um processo chave no desenvolvimento da diabetes tipo II e a forma
como este processo se desenvolve ainda ndo ¢ motivo de consenso. Atualmente, supde-
se que seja através de um conjunto de acontecimentos, nomeadamente, através hipoxia,
morte celular, pelas vias do NF-KB e da JNK, do IL-1 como fator stressante, das
quimiocinas e, talvez por ultimo, das adipocitocinas (Donath & Shoelson, 2011).
Apresentamos, de seguida a Figura 2, onde podemos observar como a glucose de acidos
gordos ingeridos na dieta vao provocar um desequilibrio no funcionamento do pancreas,
mais concretamente, nas calulas B dos ilhéus de Langerhans, o que leva a produgdo de
citocinas e quimiocinas (IL-1B, TNF-o, MCP-1, entre outros (Donath & Shoelson,
2011). As citocinas e as quimiocinas, vao posteriormente recrutar células do sistema
imunitario, contribuindo assim para o desenvolvimento da inflamacdo. As citocinas e as
quimiocinas que entram na corrente sanguinea vao induzir processos inflamatdrios
noutros tecidos, desenvolvendo-se um processo inflamatério crénico e sistémico

(Donath & Shoelson, 2011).

Ilhéus Pancreaticos
Do Trato Gastrointestinal

Célula Beta

- Glucose
-Acidos Gordos >

Livres LIL-1RA

CCL2,CCL3,
CXCLs8

Citocinas e Quimiocinas
Pré-inflamatérias:

IL-1B, TNF, CCL2, CCL3,CXCL8

Mastécitos |

Macréfago

Tecido Adiposo Obeso

Figura 2 — Desenvolvimento da Inflamacdo na Diabetes Mellitus Tipo II. Adaptado de (Mark Y.
Donath & Shoelso, 2011).
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2.4.1. Hipoxia

A hipoxia surge quando ha supressdo do aporte de oxigénio. Em alternativa, da-se
a angiogénese induzida por varios fatores angiogénicos, como a angiogenina, fator de
crescimento fibroblastico e o fator de transformag¢do do crescimento (Adair & Montani,
2010). Sendo um tecido de crescimento relativamente rapido, faz sentido que a
agiogénese esteja presente no tecido adiposo de um obeso.

Em 1999, Lewis verificou a acumulagdo de uma enorme quantidade macréfagos
em locais de hipoxia (Lewis, 1999). Por outro lado, a hipoxia induz a tradu¢do de varios
genes pro-agiogénicos e pro-inflamatérios, por exemplo o TNF-a, a IL-6 ou o MCP-1
(Burke et al., 2003; Strissel et al., 2007). Fica assim esclarecida uma das liga¢des ente o

crescimento do tecido adiposo e a inducdo da inflamagao.

2.4.2. Morte Celular

Aparentemente, o crescimento dos adipdcitos favorece a morte das células dos
proprios adipdcitos, pela necrose das mesmas e também pelos macréfagos presentes que
ao libertarem as citocinas, como TNF-a, 6xido nitrico, ROS, induzem a morte celular
dos adipdcitos (Cinti et al., 2005; Donath & Shoelson, 2011). A cada “morte de
adipocitos” corresponde um recrutamento massivo de macrofagos, assim mesmo uma
baixa taxa de necrose celular deste tecido ¢ suficiente para desencadear uma resposta
inflamatoria (Strissel et al., 2007). Durante a necrose dos adipdcitos, estas células
libertam o seu interior no espaco extracelular e a partir dai desenvolve-se uma resposta
inflamatoria, para eliminagdo desses detritos celulares (Cinti et al., 2005). Em 2005 um
estudo desenvolvido por Cinti et al. ficou demonstrado que no tecido adiposo, os
macrofagos estdo localizados junto dos locais de necrose das células deste tecido,
formando aglomerados de 12-15 macrofagos - as chamadas ‘Estruturas em Coroa’,
tendo como principal fun¢do a de remover os detritos celulares, nomeadamente as
particulas lipidicas. O aumento da frequéncia da morte dos adipocitos esta relacionada
com a obesidade em rato e humanos e no caso dos individuos obesos, a morte dos
adipdcitos propicia a recruta, infiltracdo e persisténcia dos macréfacos no tecido
adiposo (Cinti et al., 2005). Em 2007, Lumeng et al., demonstraram que a morte dos

adipdcitos ¢ um evento que relativamente rapido e progressivo, em relacdo a dieta
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indutora de obesidade e que interfere com o recrutamento e troca de fendtipo dos
macrofagos (do tipo M2 para o tipo M1), com a inflamagao do tecido adiposo e com a
resisténcia a insulina (Lumeng, Bodzin & Saltiel, 2007). No mesmo ano, Strissel et al.,
num estudo de 20 semanas a alimentar ratos com elevado teor de gordura, verificaram
que ha uma relacdo de proporcionalidade direta entre a quantidade de tecido adiposo e a
respetiva morte celular do tecido, nas primeiras 12 semanas, havendo a hipotese de que
também exista a mesma relacdo de proporcionalidade entre a quantidade de tecido
adiposo e o nimero de macrdfagos recrutados. A morte das células dos adipdcitos e a
respetiva eliminag¢do dos detritos pelos macréfagos infiltrados no tecido adiposo sdo a
proposta de que este processo seja uma forma de equilibrio e que contribua para uma
rapida substituicdo de novas células do tecido adiposo nos locais, anteriormente,
necroticos (Strissel et al., 2007).

A inflamacdo das células  pancredticas ¢ uma ocorréncia ainda mais rapida e
acontece logo apo6s as 8 semanas de alimentacdo com uma dieta rica em gordura,
segundo o estudo de Ehses et al. (Ehses et al., 2007). Pensa-se, no entanto, que a
inflamacdo ndo tenha que ver com o recrutamento de macrofagos pelas células B, uma
vez que se sabe que estas células t€ém pouca importancia nesse processo; poderd ser
devido a quimioquinas derivadas dos ilhéus que sdo responsaveis pelo inicio do

processo inflamatorio (Donath & Shoelson, 2011).

2.3.4.3. Vias do JNK e NF-kB

Sao vérios os tipos de stress celular que podem levar a da ativagdo de varias vias
de sinalizagdo, JNK e NF-kB por exemplo, nomeadamente a radiacdo ultra-violeta e v,
farmacos citotoxicos, choques de frio e de quente, hipo e hiperosmolaridade, citocinas
pro-inflamatorias, ROS, desenvolvendo um processo inflamatdrio (Abdelli et al., 2004).
Um elevado nivel sérico de glucose, como fator indutor de varias destas lesdes
celulares, também ¢ responsavel pela ativagao destas vias de sinaliza¢do. No caso da via
da JNK, quinase Jun N-Terminal, conhecida como quinase induzida pelo stress é
também ativada pelas citocinas ( TNF e IL-6), fatores de crescimento e tem importancia
na apoptose de variadas células, em consequéncia de diversas agressoes externas
(Kaneto et al., 2002).

O fator de necrose tumoral também ativa a via JNK, através da fosforilacao do c-

JUN, um componente do fator de transcricdo AP-1(Activator Protein-1, uma proteina
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ativadora-1) que por sua vez vai, em conjunto com a c-Fos, ligar-se ao DNA e regular a
expressdo de diversas citocinas (TFN-y, TNF-a e IL6, por exemplo) (Bennett et al.,
2001). Aguirre, Uchida et al., estudaram a a¢do do TNF-a na via do JNK em hamsteres,
verificando, in vitro, que este se associa a IRS-1, Substrato do Recetor de Insulina-1 nas
células CHO (Chinese Hamsters Ovary - células de ovario de hamsteres chineses)
(Aguirre, Uchida et al., 2000). Esta associacdo ndo estd completamente escrutinada,
contudo pensa-se que possa ser por uma interagdo direta entre a JNK e o local da
suposta ligagdo da JNK, na terminagdo carboxilica do IRS-1. O IRS-1, por sua vez,
contém varios destes locais, sendo relativamente facil a JNK se associar a IRS-1, desde
que a quinase seja ativada (Aguirre et al., 2000). No limite, esta associacdo faz com que
o IRS-1 seja fosforilado no residuo serina, o maior local de fosforilagdo do IRS-1, em
vez de o ser no residuo tirosina, como em condi¢des ndo patoldgicas (Hirosumi et al.,
2002). Esta alteragdo vai induzir inibi¢do do funcionamento do IRS-1, diminuindo a
produgdo de insulina (Aguirre et al., 2000). De acordo com Kaneto et al., quando a JNK
estd a ser expressada hd uma diminui¢do da atividade de ligacdo da PDX-1 (Pancreatic
and Duodenal Homeobaox-1, um fator transcricional que regula a expressao dos genes
dos transportadores da glucose e da insulina, no pancreas) ao DNA, sendo esta ligacao
importante na diferenciacdo, maturacdo e desenvolvimento das células [ pancreaticas
(Kaneto et al., 2002). Esta diminui¢ao de ligagdo vai provocar um decréscimo na
expressao do gene da insulina, o que leva a supressdo da producido da mesma (Kaneto et
al., 2002).

Tanto o TNF-a como os acidos gordos livres podem ser ativadores da via da JNK
e as espécies de oxigénio reativas induzidas por esta quinase sdo responsaveis por
bloquear familias de proteinas supressoras da apoptose - Bcl2 e Belxy (Whitmarsh et al.,
1998; Hirosumi et al., 2002). A JNK parece desenvolver um importante papel na
resposta imunitdria e a morte celular programada (Bennett et al., 2001). Bennet et al
verificaram que quando ¢ utilizado um inibidor da JNK hd uma diminui¢do da glicemia
e melhoria na resisténcia a insulina causadas por um aumento da producdo e
consequente quantidade sérica de insulina (Bennett et al., 2001)

A via do NF-kB (Nuclear Factor kappa B, NF-kB) também ¢ desde ha muito
considerada uma via de sinalizacdo caracteristica de processos de inflamagao
(Lawrence, 2009). O NF-kB ¢ um fator de transcri¢do que se encontra no citosol na
forma inativa, ligado a sua proteina inibidora - IkB (que tem trés subunidades:

IkBa/IKK1, IkBB/IKK2 e IkBy/NEMO) ¢ estimulada pelas citocinas que conduzem a
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fosforilacdo e separagdo do IkBa e do NF-kB, sendo que este ultimo ¢ langado no
nucleo (Abdelli et al., 2004). Um dos genes que mais contribui para a apoptose dos
ilhéus de Lagerhans no ratos e que mais estd associado a aumento de expressdo pelo
NF-kB ¢ o iNOS (inducible Nitric Oxid Synthase, indutor da 6xido nitrico sintetase), o
que mostra a toxicidade que este fator nuclear pode trazer as células (Abdelli et al.,
2004).

Todavia, ha dois mecanismos pelos quais esta via do NF-kB pode ser ativada, a
Canonica e a Alternativa. Na via de ativagdo Canonica, em resposta a sinalizagdo do
TNF-a e da IL-1, a subunidade IkBf} regula a fosforilagdo do IkB, sendo necessario o
auxilio da subunidade IkBy. Apos esta fosforilagdo, o IkB dissocia-se do NF-kB estando
este livre para exercer as suas funcdes pro-inflamatorias. Na via de ativagdo Alternativa,
a subunidade IkBa induz, sob estimulo de citocinas e quimiocinas, a fosforilagdo do
fator de transcri¢do p100 (uma subunidade do NF-kB), que se process no seu percursor,
o fator de transcrigdo p52, e este liga-se ao DNA, induzindo a expressdo de genes
envolvidos na resposta imunitaria e de reacdes de fase aguda (Lawrence, 2009).

A nivel do musculo esquelético, a ativagdo do NF-kB causa perda de massa
muscular e a inibicdo fator nuclear protege contra essa perda. Em 2005, Cai et al.
verificaram no seu estudo, “a resisténcia a insulina local e sistémica, resultante da
ativacao hepatica da IkBp e do NF-kB”, que a perda ou protecdo contra a perda da
massa muscular, em func¢do da ativacdo ou ndo destes fatores, ndo influenciava a
resisténcia a insulina (Cai et al., 2005). Por outro lado, em 2011, Donath et al., reportam
que a ativacdo dos fatores IkB e NF-kB influenciam indiretamente a resisténcia a
insulina, pelo fato de haver perda de peso corporal (Donath & Shoelson, 2011).

Nas células B dos ilhéus de Langerhans, também ha ativacdo da via do NF-kB,
sob estimulo da glucose e da IL-1B. A inibicdo da ativacdo do NF-kB parece ter um
papel de prote¢do contra a glucotoxicidade ou contra a toxicidade provocada por
tratamentos com doses baixas de estreptozocina (um farmaco citotoxico alquilante
utilizado no tratamento do cancro do pancreas, bastante agressivo para as células p), de

acordo com Maedler et al. ( Maedler et al., 2002).

2.4.4. IL-1, um Fator Stressante

Maedler et al. reportou que elevados niveis de glicemia induzem a produgao de

IL-1B que vai aumentar a expressdo do receptor pro-apoptotico FAS, que por sua vez
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também ¢ induzido pela glucose (Maedler et al., 2001). As células § sdo extremamente
sensiveis a autoestimulacdo da IL-1, muito devido a elevada produgdo de receptor tipo
1 da IL-1 (IL-1R1), estando assim aumentada a sinalizagdo destas células para apoptose
(Boni-Schnetzler et al., 2009). Um dos problemas aqui associados ¢ o defeito nos
mecanismos anti-inflamatorios.

No tecido adiposo de ratos magros, foi verificado um aumento da expressao de
IL-1RA (Interleukin I Receptor Antagonist, Recetor Antagonista da Interleucina 1), que
inibe a IL-1 das suas fungdes pro-inflamatdrias. J4 no tecido adiposo de ratos obesos
essa expressdo estava diminuida, estando elevada a de IL-1f, o que mostra uma maior
suscetibilidade das células B pancreaticas, em ultimo caso, a morte celular programada
(Maedler, 2004).

Os acidos gordos livres também induzem a produ¢ao de IL-1B (Boni-Schnetzler et
al., 2008; Ehses et al., 2010). Num estudo realizado por Boni-Schenetzler, verificou-se
uma ac¢ao intensificada de sinergia na produ¢do de IL-1f, quando para além de elevadas
concentragdes de acidos gordos livres, também estavam presentes elevados niveis de
glicemia (Boni-Schnetzler et al., 2009). Os acidos gordos livres ativam diretamente os
TLR2 e TLR4 (Toll Like Receptor), que sdo sensiveis a presenca de lipidos, ou
indiretamente através dos metabolitos dos acidos gordos livres, as ceramidas por
exemplo (Lee et al., 2001; Lee et al., 2004; Haversen et al., 2009; Ehses et al., 2010).

Na Figura 3 podemos observar como os elevados niveis de glucose nos ilhéus,
vao provocar uma dissociagdo da TXNIP (Thioredoxin-Interacting Protein) da
tiorredoxina, estando a TXNIP disponivel para se ligar a NLRP3, dominio 3 da
inflammasome, um complexo proteico molecular que quando ativado vai induzir a
produgdo de Caspase-1 ativada, que cliva a pro-Interleucina-le a pro-Interleucina-1 8,
de que resulta a producdo de citocinas ativas, contribuindo para o recrutamento de

células imunitarias (Zhou et al., 2010; Donath & Shoelson, 2011).
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Figura 3 — A Inflamagdo dos Ilhéus de Langerhans, induzida pela Interleucina-1B, na Diabetes
Mellitus Tipo II. Adaptado de (Mark Y. Donath & Shoelso, 2011).

2.4.5. Quimiocinas

Como ja referimos, os adipdcitos produzem proteinas, como MCP-1 que recrutam
macrofagos da corrente sanguinea e, no caso de individuos obesos, expressdo destas
citocinas estdo aumentadas (Donath & Shoelson, 2011). Para além desta importante
quimiocina, outas também sdo encontradas no tecido adiposo de ratos obesos,
nomeadamente as quimiocinas MCP-3, MCP-6, MCP-7, MCP-8 e MCP-9, sugerindo o
mecanismo pelo qual a recruta de macrofagos se processa (Jiao et al., 2009).

Ao nivel dos ilhéus, varias outras quimiocinas pro-inflamatérias sdo produzidas,
na presenca de elevadas concentragdes de glucose e de acidos gordos livre, como por

exemplo a CXCL1 e a CXCL8 (Donath & Shoelson, 2011).

33



Diabetes Tipo Il e Resolvinas D1

2.4.6. Adipocinas

Adipocinas s3o hormonas produzidas quase na exclusividade pelo tecido adiposo.
A leptina e a adiponectina sdo exemplos de adipocinas que modulam a resposta
imunitaria. A adiponectina sabe-se ser uma hormona com efeitos cardioprotetores e
anti-inflamatoria, pela indu¢do da producgdo da IL-10, anti-inflamatéria, e da IL-1RA
(Wolf et al., 2004; Donath & Shoelson, 2011).

No tecido adiposo de ratos obesos, formas mutadas e ndo funcionais da APN
foram detetadas e, portanto, a contribuirem para o processo inflamatorio (Donath &

Shoelson, 2011).

2.5. A Diabetes Mellitus Tipo II como Alvo Anti-Inflamatorio

Estudos clinicos recentes, e alguns deles ja aqui referidos, em que o alvo
terapéutico foi o processo inflamatorio da diabetes, tém mostrado evidéncias cientificas
de bons resultados obtidos tanto na diminui¢do dos niveis de glucose como na melhoria
da resisténcia a insulina. Os métodos que tém sido mais explorados sdo através do uso
de um antagonista do TNF, de um antagonista da IL-1p e tratamentos com derivados do
acido salicilico (Donath & Shoelson, 2011). Até a data, o uso de salicilatos tem sido o
processo que melhores resultados tem exibido ¢ a inativa¢do da via do NF-kB, através
bloqueio da ativagdo do recetor 1 da interleucina-1 (IL-1R1) pelo recetor antagonista da
interleucina-1 (IL-1RA) ou por anticorpos especificos que inativem a dita via (Donath
& Shoelson, 2011).

Por exemplo, Larsen et al., verificaram uma melhoria na secrecdo de insulina até
39 semanas apés tratamento com IL-1RA (Larsen et al., 2009). Da mesma forma,
Donath et al., em 2008, observaram que com uma Unica administragdo de um anticorpo
especifico para a IL-1 houve uma diminui¢do dos niveis da hemoglobina glicada e um
aumento da produgdo de insulina pelas células B pancreaticas por 3 meses” (Donath et
al., 2008).

Porém, nem tudo sdo vantagens. Os antagonistas da IL-1 sdo grandes proteinas
que necessitam ser injetadas, e tém efeitos secundarios que podem durar de varias
semanas a meses ( Donath & Shoelson, 2011). Os derivados do acido salicilico t€m um

tempo de semi-vida muito reduzido e sdo necessarias varias tomas ao dia e ndo sdo tdo

34



Desenvolvimento

especificos como os antagonistas da IL-1, o que se prevé causarem mais efeitos
secundarios ( Donath & Shoelson, 2011).

Assim, tendo por base a patogénese inflamatoria da doenga, serd que o futuro do
tratamento da Diabetes Mellitus Tipo II passa por explorar as potencialidades de

moléculas endogenas verdadeiramente anti-inflamatdrias, como as resolvinas?
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Capitulo II: Mediadores Inflamatoérios

A resolucdo da inflamagdo, que se d4 a nivel histologico, ¢ um processo ativo,
contrariamente ao que se pensava, uma vez que inclui vias de sinaliza¢do especificas e
consequente produgdo local de moléculas mediadoras que participam ativamente na
resolucdo do processo inflamatorio, como por exemplo as resolvinas (C N Serhan &
Chiang, 2008). Consiste, essencialmente, na troca do tipo de moléculas, de
prostaglandinas e leucotrienos pro-inflamatorios para lipoxinas e outras moléculas anti-
inflamatorias derivadas dos acidos gordos poli-insaturados Omega-3, como resolvinas
das séries E e D, protectinas e maresinas (Serhan & Chiang, 2008).

Teoricamente, estes ‘“mediadores lipidicos especializados na resolucio
(Specialized Pro-resolving Lipid Mediators - SPM) sdo moléculas pequenas que para
além de serem agonistas da anti-inflamagdo, também induzem a recolha dos neutréfilos
pelos macréfagos, no lacal de inflamagdo, e por isso, estdo aptos a promog¢dao da
resou¢do do processo inflamatorio” (Serhan & Chiang, 2008; Serhan & Petasis, 2011).

Os mediadores lipidicos s@o um “grupo de lipidos bioativos que sdo produzidos
localmente, através de vias especializadas, em resposta a determinados estimulos. Sao
exportados extracelularmente ligados aos recetores copulados as proteinas G, que lhes
sdo respetivos e, no local necessario, sdo sequestrados através de processos enzimaticos
ou ndo-enzimaticos” (Murakami, 2011). Naturalmente, um descontrolo nas vias de
sinalizacdo dos mediadores infamatérios pode levar ao desenvolvimento e/ou
progressdo de varias doencas inflamatorias. Normalmente, aparecem em pequenas
quantidades, de estrutura variada e sdo hidrofobicos, devido & sua natureza lipidica
(Murakami, 2011).

Sao trés as classes de mediadores lipidicos e esta classificacao ¢ feita com base na
historia e na estrutura dos mesmos, como pode ser observado na Figura 4. A Classe I
pertencem os eicosanoides derivados do acido araquidénico (AA), como as
prostaglandinas (PGs), os leucotrienos (LTs) e as respetivas familias. Na Classe II estao
inseridos os lisofosfolipideos e a sua familia, como o fator de ativacdo plaquetaria
(FAP) e o acido lisofosfatidico (LPA). A Classe III, e a que mais nos interessa, inclui os
recentemente identificados mediadores lipidicos provenientes dos acidos gordos poli-
insaturados (Polyunsaturated Fatty Acids - PUFAs) Omega-3, por exemplo as
resolvinas da série E (RVEl ¢ RvE2) e da série D (RvD1, RvD2, RvD3, RvD4, RvDS5 ¢
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RvD6), derivadas do acido eicosapentaendico (EPA) e do 4cido docosahexaendico
(DHA), respetivamente (Murakami, 2011).

A importancia dos acidos gordos polinsaturados Omega-3 na prevengio de
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Figura 4 — Eicosandides das Vias do Acido Araquidénico e dos Acidos Gordos Polinsaturados de
Cadeia Longa Omega-3. Adaptado de (M Murakami, 2011).

doencas, em roedores, foi pela primeira vez descrito em 1929, por Burr e Burr,
mostrando efeitos benéficos pelo EPA e pelo DHA (Burr & Burr, 1929). Atualmente, o
mecanismo pelo qual as moléculas anti-inflamatorias oriundas dos &cidos gordos
polinsaturados Omega-3 atuam na resolugdo da inflamag#o, ainda nio esta totalmente
clarificado. Todavia, pensa-se que a chave possa estar na competicio do Omega-3 ¢
pelo lugar do AA, na producdo de eicosandides, em que o primeiro vai bloquear a
produgdo de eicosanoides pro-inflamatérios e promover a produ¢do de mediadores
lipidicos anti-inflamatérios. Estes “novos” mediadores lipidicos controlam a inflamagao

pela sua atuacdo direta na resolu¢do (Serhan & Chiang, 2008).
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1. Resolvinas da Série D

O acido docosahexaendico ¢, a seguir ao acido acido eicosapentaendico, 0 maior
composto do Omega 3 e tem inimeros efeitos benéficos. A transformacio enddgena do
DHA em resolvinas, protectinas e maresinas, como esquematizado na Figura 5, tem
confirmado o seu enorme potencial de protegdo na resolucdo da fase aguda da
resolucao.

O termo “resolvina” foi pela primeira vez utilizado em 2002, por Serhan, para
descrever uma molécula enddgena, de estrutura diferente das ja conhecidas, com
potente efeitos anti-inflamatério e imunomodulador, quando utilizado em muito
pequenas doses, na ordem do nanograma, nomeadamente a redug¢do do trafego de
neutrofilos e citocinas pré-inflamatorias, assim como diminuia globalmente a resposta

inflamatoria (Serhan, 2002; Serhan & Chiang, 2008).

Acido docosahexaenéico
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Figura 5 — Série D das Resolvinas. Adaptado de (C N Serhan & Chiang, 2008)

Em 1982, Vane percebeu que a aspirina inibia a formacao das prostaglandinas e,

por isso, poderia ser importante na terapéutica anti-inflamatéria (Vane, 1983).

39



Diabetes Tipo Il e Resolvinas D1

Atualmente, sabe-se que diminuem o trafego de leucécitos aos locais de inflamacdo e
que a aspirina atua na formagdo de lipoxinas, potenciando-a, durante a interagdo das
células da vasculatura. As lipoxinas formadas com a “ajuda” da aspirina utiliza-se a
abreviatura ATL (Aspirin-Triggered LXs) (Serhan & Chiang, 2008).

Estas “Lipoxinas Induzidas pela Aspirina”, assim como a lipoxina A4, sdo de
produgdo bastante sensivel a estimulos, atuam localmente e sdo facilmente inativadas
por enzimas com a l5-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH) e pela
eicosanoide oxiredutase (EOR). Neste sentido, tém sido desenvolvidos andlogos com
algumas modificacdes as estruturas nativas e que provaram ter maior tempo de semi-
vida, ser ativas sob todas as formas de administracdo testadas (IV, IM, topica e oral) e

ter resisténcia a degradagdo enzimatica (Serhan & Chiang, 2008).

1.1. Biossintese das Resolvinas Série D e a Aspirina

As resolvinas da série D derivam do DHA, como ja foi dito. Essa conversiao
envolve duas fases de lipoxigenagdo ((Serhan & Petasis, 2011).

Primeiramente, o acido docosahexaenoico ¢ convertido em 17-HpDA pela 15-
lipoxigenase (15-LO), seguida de outra lipoxigenacao pela mesma enzina, na posi¢ao C-
7 e ¢ formado um peroxido intermédio que ¢ transformado em 7S,8S-epoxido. Uma
hidrolise enzimatica deste 7S,8S-epoxido converte-o nas resolvinas D1 (RvD1) e D2
(RvD?2). J4 uma reducdo do dito epéxido 7S,8S transforma-o na resolvina D5 (RvD5).
Por outro lado, uma lipoxigenag¢do na posi¢do C-5, em vez de na C-7, pela 15-LO,
biossintetiza as resolvinas D3, D4 e D6 (RvD3, RvD4 e RvD6, respetivamente), como

mostra a Figura 6.
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Resolvinas induzidas pela aspirina também foram identificadas, por Hong et al.,
em 2003 (Hong, Gronert, Devchand, Moussignac, & Serhan, 2003). Neste caso, ha uma
lipoxigenacdo na posi¢do C-17 do DHA, na presenca de aspirina, pela COX-2 (ciclo-
oxigenase) acetilada pela aspirina ou pela via de um P450. Alteracdes enzimaticas
posteriores levam a formagdo de resolvinas induzidas pela aspirina (AT-RvD1 — AT-

RvD6), como ilustrado na Figura 5 (Serhan & Petasis, 2011).
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Figura 6 — Biossintese da Série D das Resolvinas. Adaptado de (Serhan & Petasis, 2011).

1.1.1 Acdes

As resolvinas da série D demonstraram ter um campo alargado de agdes.
Nos microglidcitos, as RvD conseguem bloquear a transcri¢do da IL-1p induzida
pelo TNF-a (Serhan & Chiang, 2008). Em casos de peritonite em roedores, mostraram-

se eficazes, em dose-dependente, na reducdo da infiltragdo de neutrofilos
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polimorfonucleados, em cerca de 50% (Serhan, 2002). Em 2006, Duffield et al.,
verificaram que resolvinas da série D eram produzidas aquando de lesdes
isquemia/reperfusdo, em que a administracao destas resolvinas antes ou depois da lesao
reduzia a lesdo renal e a fibrose, que ocorre posteriormente a isquemia/reperfusdo
(Duffield et al., 20006).

As resolvinas provaram ser potentes reguladoras da movimenta¢do trans-
endotelial de neutréfilos polimorfonucleados humanos, o primeiro evento da inflamacao
aguda, com uma redu¢do de cerca de 65%, tanto para a RvD1 como para a AT-RvDI, e
na concentracdo de 1puM (Serhan & Chiang, 2008; Serhan & Petasis, 2011).
Adicionalmente, estes mediadores lipidicos tém a capacidade de impedir a migracdo de
neutrofilos (Serhan & Chiang, 2008).

Também se verificou que as resolvinas bloqueiam os recetores 7To/l-like ativadores
de macrofagos e que reduzem a infiltragdo de leucdcitos, em cerca de 8-10% para a
RvDI1 e 23% para a AT-RvD1, com uma dose de 10ng por rato, e de cerca de 35% para
as duas formas, quando administrada uma dose de 100ng/rato (Serhan & Chiang, 2008;
(Serhan & Petasis, 2011).

Serhan e Petasis, em 2011, mostraram como as resolvinas da série D1 conseguem
ativar os recetores da lipoxina, assim como o recetor GPR32, que faz parte da familia
GPCR, a familia de proteinas copuladoras que transporta as resolvinas, como ja foi
referido. Com o aumento da expressdo destes recetores a superficie dos monocitos, ha
um favorecimento da fagocitose de neutr6filos PMN apoptéticos, de forma a “limpar” a
area inflamatdria e, portanto, as RvD1 interagem com os ditos recetores através de
fagocitos ((Serhan & Petasis, 2011).

Por reduzirem a migra¢do dos neutr6filos PMN humanos, hd uma diminuicao da
polimerizacdo da actina e um consequente bloqueio das moléculas que regula a adesao
de leucotienos By, integrinas b2, impedindo assim que estas moléculas se instalem e

perpetuem o seu efeito pro-inflamatéros ((Serhan & Petasis, 2011).

1.2. Resolvinas D1

Virias sdo as células e os 6rgdos que produzem resolvinas D1, como por exemplo
os neutrofilos, o cérebro de peixe e os 6rgaos hematopoiéticos (Dalli et al., 2013).
Para além dos seus efeitos anti-inflamatorios, em 2013, Dalli et al. verificaram

que a RvD1 tem agdo na regulacdo e controlo da dor, tornando-se um ponto a explorar
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na terapéutica de analgesia. Este controlo ¢ feito em varias frentes, por exemplo, da
reducdo da inflamagdo das vias aéreas até a resolugdo do processo principal, a

inflamacao (Dalli et al., 2013).
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Capitulo III: As Resolvinas e a Terapéutica

Atualmente, as resolvinas tém sido introduzidas como possivel futuro da
terapéutica de algumas doengas cardiovasculares, cancerigenas, doenga de Alzheimer e
da degradagdo muscular e, evidentemente, de doengas inflamatorias como a artrite
reumatodide, a asma, doenga inflamatoria intestinal ¢ a diabetes (Serhan & Petasis,
2011).

O interesse no estudo das propriedades das resolvinas comecou quando em 1993,
Raheja et al., relacionaram a dieta pobre em acidos gordos polinsaturados de cadeia
longa 6mega 3 com o aumento da incidéncia de disturbios metabdlicos, nomeadamente
a diabetes tipo II (Raheja et al., 1993). Mais tarde, em 2006, também Psota, Gebauer e
Kris-Etherton, estudaram a mesma relacdo entre uma dieta pobre em acidos gordos
polinsaturados de cadeia longa 6mega 3 e o aumento da incidéncia de doenca
cardiovascular (Psota, Gebauer & Kris-Etherton, 2006).

Porém, em 2009, Buckley et al. levantaram questdo, em relacdo a diabetes tipo II
e aos acidos gordos polinsaturados de cadeia longa 6mega 3, que ainda ndo estd
totalmente esclarecida. As hipoteses provaveis seriam que os PUFA de cadeia longa
omega 3 tém uma agdo preventiva no ganho de peso, sendo per si causa de melhoria na
resisténcia a utilizagdo da insulina, dado que a obesidade diminui a biossintese de
resolvinas e de protectinas, ou pelas propriedades anti-inflamatorias dos mediadores
lipidicos, derivados dos acidos gordos polinsaturados de cadeia longa 6mega 3 (Buckley
& Howe, 2009; White et al., 2010).

Particularmente no caso das resolvinas D1, ha pouca investigacdo que relaciona os
possiveis beneficios da sua utilizagdo em diabéticos tipo II. Em 2011, Hellmann et al.
demonstraram que as “Resolvinas D1 diminuem a acumulagdo de macréfagos no tecido
adiposo e melhoram a sensibilidade a inulina em ratos obesos diabéticos” (Hellmann et
al., 2011).

Neste estudo ¢ através de ratos geneticamente modificados no gene fat-1 (com a
sua expressdo aumentada) que se pesquisa a producdo de resolvinas. Este gene, que nao
¢ encontrado em mamiferos, codifica uma enzima-desnaturase que vai converter os
acidos gordos polinsaturados de cadeia longa émega 6 em acidos gordos polinsaturados
de cadeia longa 6mega 3. Estes ultimos diferenciam-se em EPA e DHA, sendo que o
DHA sofre uma hidrolise e se transforma em 17-HDHA. Este 17-HDHA ¢ considerado

um biomarcador da via de biossintese das resolvinas, no tecido adiposo de ratos obesos
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diabéticos (White et al., 2010). O gene fat-1 € responsavel por um aumento de 138% da
producdo de resolvinas pela via do 17-HDHA (White et al., 2010).

Baseando-nos no conhecimento cientifico atual que reunimos nesta monografia,
percebemos, que a inflamag¢ado das células  pancreéticas diminui a produgao de insulina
por mecanismos como o stress oxidativo, deposi¢do da proteina amiloide no pancreas,
lipotoxicidade e glucotoxicidade, induzidos pelo excesso de acidos gordos e glucose em
circulagdo, oriundos da dieta. A distribuicdo da gordura corporal e o IMC sdo fatores
que afetam a resisténcia a insulina, pelas moléculas pré-inflamatorias que os adipocitos
secretam e que recrutam células imunitarias ou que marcam as células para apoptose, o
que agrava o processo inflamatorio. Na diabetes tipo I como uma doenga inflamatdria,
a hipoxia e a morte celular, pela recruta de macrofagos, producdo de moléculas pro-
inflamatorias e necessidade de remocdo de detritos celular, parecem ter um papel
preponderante no entendimento da patogénese da doenga. A ativagdo da via do JNK
pela glucose, e por citocinas induzidas pela glucose, vai levar a diminui¢ao da producao
de insulina, para além de estar implicada indiretamente na diferenciagdo, maturagdo e
desenvolvimento das células B pancreaticas. Sabe-se que a JNK tem um papel
importante na resposta imunitaria e apoptose, o que confirma a sua natureza pro-
inflamatoria. O NF-kB ¢ uma molécula pré-inflamatoria que se encontra no seu estado
inativo no citosol. Aquando da ativacao da via do NF-kB, por meio do bloqueio do seu
inibidor, esta molécula induz a expressdo de genes envolvidos na resposta imunitéria e
de reacdes de fase aguda. Elevados niveis glicémicos induzem a produgdo de IL-1p3, que
vai estimular a producdo do recetor pré-apoptético FAS nas células P pancredticas,
estando assim aumentada a sinalizacdo destas células para apoptose. Esta morte celular
programada tanto diminui a capacidade das células f produzirem de insulina, como ¢
fator de desenvolvimento do processo inflamatério pelas moléculas pro-inflamatdrias e
pelas células imunitarias envolvidas. Concluimos que a inflamagao ¢ um processo chave
no desenvolvimento da diabetes tipo II e € neste processo que pensamos que as
resolvinas D1 possam ser vantajosas.

As resolvinas sdo moléculas relativamente recentes €, embora a sua biossinteses e
funcdes estejam descritas, pouco mais se sabe acerca dos mecanismos através dos quais
atuam. Porém, ha um elevado entusiasmo entre a comunidade cientifica sobre esta nova
classe de moléculas, os mediadores lipidicos, uma vez que poderdo ter um papel

essencial no tratamento de véarias doencas, inflamatorias e ndo s6. Estuddmos estes
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mediadores lipidicos e a sua fungdo na resolu¢do da inflamagdo. Sabendo que a
inflamacdo ¢ um processo ativo, existe efetivamente uma troca de moléculas pro-
inflamatorias, como prostaglandinas e leucotrienos, por uma classe de moléculas anti-
inflamatorias, como as resolvinas e as protectinas, oriundas dos &cidos gordos
polinsaturados de cadeia longa 6mega 3. As resolvinas D1 derivam do DHA, convertido
a partir dos acidos gordos polinsaturados de cadeia longa 6mega 3, por um processo que
envolve duas etapas de lipoxigenacdo. De entre as suas fungdes, destacam-se a
capacidade de regulagdo da movimentagdo trans-endotelial dos neutréfilos PMN,
bloqueio de recetores Toll-like, ativadores de macrofagos e a reducdo da infiltragdo de
leucocitos. Podemos assim concluir acerca da competéncia destas moléculas para
resolugdo da inflamacao.

Existem poucos estudos que relacionam a Diabetes Mellitus Tipo II, no fundo a
resisténcia a insulina, com as Resolvinas D1 e ¢ arriscado concluir que sera
seguramente uma terapéutica eficaz no futuro (Hellmann et al., 2011). Os
investigadores obtiveram alguns resultados que ndo conseguem ainda explicar, uma vez
que ndo se conhece totalmente estes mediadores lipidicos. Um desses resultados foi
acerca dos niveis de APN em circulagdo, que se encontraram diminuidos no grupo
controlo ao fim de 17 dias. Um outro foi a acerca da expressdo de IL-10, que se
manteve inalterada. quando a APN e a proteina MGL-1, utilizada como biomarcador do
fenotipo M2 dos macrofagos do tecido adiposo obeso, sdo indutoras da produgdo e
secregao desta interleucina.

Todavia, os resultados apresentados por Hellmann et al. sdo francamente
promissores. Neste estudo, os investigadores procuraram perceber se havia, e qual,
efeito das resolvinas D1 na tolerancia a glucose e resisténcia a insulina, nas CLS dos
macrogafos, no racio entre o fenétipo M1 e M2 dos macréfagos, na expressao do
recetor das resolvinas, Fpr2, nas células do tecido adiposo e, por ultimo, na expressdo
de adiponectinas. Hellmann et al. demonstraram, ao fim de 9 e 17 dias com uma
administracdo diaria de 2ug de resolvinas D1 por cada kg de peso corporal, que os
niveis de hemoglobina glicada diminuiram e que a homeostase comegou a ser reposta,
findo o referido periodo; verificaram uma diminui¢do da quantidade de macrofagos, e
consequente quantidade de CLS, nos ratos tratados com RvD1; constataram que houve
um switch no fenotipo dos macréfagos presentes no tecido adiposo obeso, de M1 para
M2 e que a expressdo de IL-6 (pro-inflamatdria) esta diminuida, no grupo em que foram

administradas resolvinas D1. No mesmo estudo, os investigadores observaram que a
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expressdo do recetor das resolvinas estd aumentada. Dado que estes recetores sdo
expressos a superficie dos adipocitos, e onde se encontram macrofagos, ¢ de salientar
que foi comprovada a funcdo das resolvinas DI de bloquear a acumulagdo de
macrofagos. Por ultimo, Hellmann et al. observaram que as resolvinas D1 causam um
aumento dos niveis de adiponectina em circulagdo, sugerindo que o processo
inflamatério comega a ser resolvido.

Em suma, Neste trabalho as resolvinas D1 sdo propostas como um futuro da
terapé€utica da diabetes tipo II, sendo necessarios mais estudos com evidéncia cientifica

clara.
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