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Resumo

A Diabetes mellitus ¢ atualmente um dos maiores problemas de saide mundiais
e a sua continua expansao esta associada a morbilidade e mortalidade, a uma menor
qualidade de vida e a grandes custos de saude. Caracteriza-se por varios graus de
resisténcia a insulina e pela disfuncdo das células B do pancreas, acabando por levar a

uma hiperglicemia. Divide-se em dois grandes grupos: Tipo 1 e Tipo 2.

A ligagao entre a Inflamacao e a Diabetes mellitus, que vai ser objeto de analise
nesta monografia, ¢ assinalada por um desequilibrio dos niveis de certas citocinas,
quimiocinas e interleucinas. Esses niveis provocam uma resposta inflamatéria € imune

que medeia a patogénese da diabetes.

Quanto a esta tematica, importa salientar que um dos fatores de risco major da
DMT2 ¢ a obesidade que esta associada a uma resposta inflamatéria cronica,
caracterizada por uma producdo anormal de adipocinas e ativagdo de certas vias de
sinalizagdo pro-inflamatdrias, resultando na inducdo de varios marcadores de

inflamacao biologicos.

Atualmente, e embora ainda ndo exista um consenso no mecanismo da resposta
inflamatoéria desta doenca, a identificagdo dos seus marcadores reveste-se de particular
importancia para auxiliar na sua detecdo precoce e na antecipacdo da ocorréncia de
possiveis complicagdes. Os marcadores que iremos analisar com maior detalhe sdo:

Proteina C Reativa, TNF-a, Adiponectina, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 e MCP-1.

Esta monografia tem como objetivo estudar os marcadores de inflamacao
presentes na Diabetes mellitus anteriormente referidos e avaliar o seu comportamento

no processo inflamatério desta doenga.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus, Resposta Inflamatoria, Inflamacdo e

Marcadores Inflamatorios.
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Abastract

Diabetes mellitus is currently one of the largest health problems in the world and
its continued expansion is associated with morbidity and mortality, lower quality of life
and greater health costs. It is characterized by various degrees of insulin resistance and
B-cell dysfunction of the pancreas, eventually leading to hyperglycemia. It is divided

into two major groups: Type 1 and Type 2.

The link between Inflammation and Diabetes mellitus, which will be analyzed in
this monograph, is signaled by an imbalance of the levels of certain cytokines,
chemokines and interleukins. These levels elicit an inflammatory and immune response

that mediates the pathogenesis of diabetes.

Regarding this theme, it should be noted that one of the major risk factors for
DMT2 is obesity, which is associated with a chronic inflammatory response,
characterized by abnormal adipokine production and activation of certain
proinflammatory signaling pathways, resulting in the induction of several inflammatory

markers.

Currently, and although there is still no agreement on the mechanism of
inflammatory response of this disease, the identification of its markers is of particular
importance to assist in its early detection and anticipation of the occurrence of possible
complications. The markers that we will analyze in more detail are: C-reactive protein,

TNF-a, Adiponectin, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 and MCP-1.

This monograph aims to study the inflammation markers present in Diabetes

mellitus and to evaluate their behavior in the inflammatory process of this disease.

KeyWords: Diabetes Mellitus, Inflammatory Response, Inflammation and

Inflammatory Markers.
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1. Introducao
1.1. Aspetos Gerais da Diabetes Mellitus

A Diabetes mellitus (adiante designada por DM) classifica-se atualmente como
uma desregulacdo no metabolismo da glucose que resulta numa ma secre¢ao de insulina
ou numa diminuicdo da sensibilidade a insulina, ou na combinagdo destes dois
processos metabolicos, o que provoca uma hiperglicemia crénica e diversas
complicagdes (Canivell & Gomis, 2014). E um espetro de distarbios/doencas
caracterizadas por varios graus de resisténcia a insulina e pela disfun¢do das células
do pancreas. Fatores que modifiquem uma ou ambas as caracteristicas referidas
anteriormente acabam por levar a hiperglicemia e parecem ter acdes independentes
(Zaccardi, Webb, Yates, & Davies, 2015). Esta doenca pode dividir-se em dois grandes
grupos : Tipo 1 e Tipo 2. Existe ainda um terceiro grupo denominado "Outros Tipos
Especificos de Diabetes" que engloba formas da DM mais raras, incluindo a Diabetes

gestacional (adiante designada por DG) (Canivell & Gomis, 2014).

E um dos maiores problemas de saide mundiais onde a sua continua expansao
esta associada a morbilidade e mortalidade, uma menor qualidade de vida e a grandes

custos de satde (He et al., 2015).

A Diabetes mellitus Tipo 1 (adiante designada por DMTI1), ou diabetes
insulinodependente, ¢ um distirbio autoimune que leva a destruicdo das células B do
pancreas, levando a uma deficiéncia total, ou quase total, de insulina (Blair, 2016). Tal
como muitas outras doencas imuno-mediadas, a DMT1 mostra heterogeneidade em
termos do seu aparecimento, da gravidade da resposta autoimune e da eficacia da

terapéutica (Zaccardi et al., 2015).

A Diabetes mellitus Tipo 2 (adiante designada por DMT2), que ¢ bastante mais
comum, € o resultado da combinag¢do da agdo da resisténcia a insulina e de uma resposta
inadequada de compensagdo na secrecdo de insulina (Canivell & Gomis, 2014). Uma
diminui¢do na capta¢do de glucose por estimulagdo de insulina (resisténcia a insulina)

esta associada a obesidade, idade e sedentarismo (Blair, 2016).

12
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Em 2015, segundo a [International Diabetes Federation (2016), a Diabetes
mellitus afetou cerca de 415 milhdes de pessoas em todo o mundo. Isto quer dizer que
um em cada onze adultos convive com DM. No mesmo ano registou-se cerca de 1
milhdo de casos de DM em Portugal, o que representa cerca de 13,6% da populagdo

portuguesa.

Prevalence of diabetes in adults by age, 2015
Portugal

65

== World
2| — EUR
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Prevalence (%)
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Figura 1: A prevaléncia da DM por faixas etarias, em Portugal e na Europa (International Diabetes

Federation, 2016).

Nos préoximos 20 anos estima-se que a sua prevaléncia duplique e mais de meio
bilido de pessoas sejam afetadas por esta doenga. Prevé-se que o seu aumento seja maior
nos paises desenvolvidos, uma vez que estes adotam um estilo de vida mais sedentario,
com pouco exercicio fisico e uma dieta pouco saudavel, que sdo grandes fatores de risco

para a DMT2 (Zaccardi et al., 2015).

Os sintomas mais frequentes dos pacientes com diabetes, chamados sintomas
classicos, sdo os seguintes: poliuria (aumento do volume de urina), polidipsia (sede

excessiva), perda de peso e visdo turva (Belchetz & Hammond, 2003).
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Introducao

Os critérios para um correto diagndstico de Diabetes mellitus baseiam-se na
avaliacdo dos niveis de glucose no sangue (Canivell & Gomis, 2014). Atualmente os
testes mais utilizados sdo os seguintes (os valores indicados com ">" referem-se aos

valores acima dos quais ¢ estabelecido o diagnostico):

Glucose em jejum - ¢ feita uma colheita em jejum (8h a 10h sem qualquer

ingestao caldrica) > 126 mg/dL;

e Glucose pos-prandial de duas horas - ¢ feita uma colheita duas horas apos a
ingestdo de 75 mg de glucose > 200 mg/dL;

e OGTT - ¢ realizado um teste oral de tolerdncia a glucose, uma versao
modificada da glicemia pos-prandial e ¢ mais frequente realizar-se para o
diagnostico da Diabetes gestacional: se for realizado na 24 semana > 80 mg/dL
e se for na 28" semana > 140 mg/dL,;

e Glucose aleatoria - ¢ feito um teste sanguineo a individuos que apresentem
sintomas classicos de hiperglicemia > 200 mg/dL;

e HbAIc - mede a percentagem de hemoglobina glicada no sangue nos ultimos 2

ou 3 meses > 6,5 %; ¢ especialmente util no controlo a longo prazo para

individuos com diabetes.

Em individuos ja diagnosticados com DM deve-se fazer outros testes de rastreio,
normalmente feitos anualmente, como fundoscopia ocular, exame a urina (para avaliar a
creatinina - indicador de microalbuminémia, e possivel envolvimento dos rins),
examinagdo do pé sempre que tiver uma consulta, examinacdo abrangente do pé
(incluindo testar a sensa¢do dos microfilamentos) e, pelo menos uma vez por ano,
avaliar o risco cardiovascular. Além destes exames, todos os diabéticos devem fazer
uma monitorizagdo didria dos seus niveis de glucose a fim de evitar possiveis
complicagdes relacionadas com a DM ou, pelo menos, para as detetar a tempo para que

se possa iniciar o tratamento o mais breve possivel (Blair, 2016).

A Diabetes mellitus ¢ uma doenga que afeta todo o organismo. Por esta mesma
razdo existem varias complicagdes associadas, nomeadamente, complicagdes
microvasculares, macrovasculares, problemas a nivel da pele e dos tecidos moles e

algumas infecdes (Ley et al., 2016).
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As complicagdes microvasculares incluem nefropatia (danos nos rins) que
podem levar a insuficiéncia renal, retinopatia (lesdo da retina ocular) que pode provocar
cegueira, neuropatia (danos nos nervos) que pode causar impoténcia e ulceragdes no pé
que podem causar infecdes e levar a amputacdes. Estas complicacdes resultam da
exposicao a altos niveis de glucose que fazem com que os vasos sanguineos se tornem

mais estreitos (Blair, 2016).

As complicagdes macrovasculares incluem doengas cardiovasculares como
enfartes do miocardio, derrames e insuficiéncia de fluxo sanguineo nos membros
inferiores. Estudos comprovaram que pessoas com diabetes, em paises desenvolvidos,
tém mais 10% de probabilidade de sofrer amputa¢des do que pessoas saudaveis (Blair,

2016).

Para reduzir o risco de desenvolvimento e progressdo destas complicagdes ¢
imperativo um bom controlo glicémico em todos os doentes com Diabetes mellitus

(Belchetz & Hammond, 2003).

Como fatores de risco ndo-modificaveis temos a historia familiar de DM, idade,
etnia, histéria de DG prévia, parto de um bebé macrossémico ou doengas endocrinas
(Wu, Ding, Tanaka, & Zhang, 2014). Como fatores de risco modificdveis que
aumentam a predisposi¢do para a diabetes temos o sedentarismo, o tabagismo (ativo ou
passivo), o consumo de alcool, a privagdo e ma qualidade do sono, a hipertensdo
arterial, a alimentagdo (consumo frequente de carnes vermelhas, bebidas agucaradas e
uma dieta rica em hidratos de carbono de rapida absor¢do), a obesidade e o colesterol

elevado (Ley et al., 2016; Wu et al., 2014).

O objetivo da terapéutica da Diabetes mellitus € manter os niveis de glucose no
sangue o mais proximo possiveis dos valores considerados normais, para que se consiga
prevenir ou atrasar o desenvolvimento de possiveis complicacdes micro e
macrovasculares (Mesa & Dalama, 2016). E necessario intervir nio so6 sobre a
hiperglicemia, mas também em todos os fatores de risco cardiovasculares como a
dislipidémia, a hipertensdo arterial e o tabaco, e isto consegue-se através de mudangas
no estilo de vida (dieta e exercicio fisico) e da administragdo de farmacos

hipoglicemiantes (Ascaso, 2013). As combinagdes de varios farmacos com diferentes

14



Introducao

mecanismos de acdo sdo os preferidos para se chegar aos niveis de HbAic

recomendados (Mesa & Dalama, 2016).

A terapéutica estd dividida em farmacos antidiabéticos orais e insulinas. Dentro
dos antidiabéticos orais existem: as Biguanidas (ex: metformina, ¢ o farmaco de
primeira linha) que sdo usadas especialmente em diabéticos obesos que nao
conseguiram controlar a hiperglicemia com dieta e exercicio fisico; os Secretagogos
(ex: sulfonilureias e metiglinidas) que atualmente sdo usados como segunda linha no
tratamento oral da DM, logo a seguir a metformina (He et al., 2015); Inibidores a-
glucosidase (ex: acarbose e miglitol) que sdo os antidiabéticos orais mais eficazes na
reducdo da glicémia pos-prandial; as Tiazolidinedionas (ex: pioglitazona e
rosiglitazona); Inibidores DPP-4 (ex: sitagliptina) que estdo a ser cada vez mais
utilizados no controlo da DM e estdo atualmente a ser avaliados quanto aos seus efeitos
cardiacos pois pensa-se que possam ter uma influéncia positiva em varios fatores de
risco cardiacos, incluindo marcadores inflamatérios (Scheen, Esser, & Paquot, 2015);
Inibidores SGLT-2 (ex: dapagliflosina e canagliflosina) que sdo os mais recentes

antidiabéticos orais.

Quanto a insulina, esta € prescrita para o tratamento da Diabetes mellitus porque
mimetiza a producdo de insulina enddégena sem comprometer a utilizacdo periférica de
glucose (Clements & Pharm, 2016). Existem varias insulinas e estas sdo distinguidas
pela sua duragdo de agdo. A insulina tem uma acdo hipoglicemiante muito superior as
dos restantes grupos, mas também pode induzir hipoglicemias e causar um aumento de
peso. O momento em que um diabético comega a precisar de um tratamento com
insulina ndo ¢ facil de estabelecer, mas por norma ¢ indicado quando os tratamentos
orais falham ou quando a HbAc estd muito elevada (Ascaso, 2013). E uma hormona
que ndo s6 diminui as concentragdes de glucose plasmaticas, mas também tem um
potente efeito anti-inflamatério que pode contribuir para os efeitos anti-ateroscleroticos
a longo prazo. Evidéncias sugerem que a insulina suprime o processo anti-inflamatério
ndo so ao prevenir a hiperglicemia mas também ao modular as moléculas inflamatorias
chave. A insulina tem varios efeitos pleiotropicos que incluem os anti-inflamatérios,

anti-tromboticos e propriedades anti-oxidantes (Scheen et al., 2015).
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1.2. Inflamacao e Diabetes Mellitus

Uma resposta inflamatoria normalmente comeca com o deslocamento de
neutrofilos ao local lesado. Estes sdo os primeiros a responder. Apos chegarem ao local,
eles matam ou expulsam, por fagocitose, os corpos estranhos e libertam citocinas. Essas

citocinas induzem respostas pré ou anti-inflamatérias (Rao, Zhong, & Sun, 2014).

Para que haja um bom funcionamento celular ¢ essencial que haja um equilibrio
entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias. No entanto, este equilibrio pode
ser perturbado devido a destruicdo e a inflamagao das células B pancreaticas. Ja se
observou que certas citocinas, quimiocinas e interleucinas estdo envolvidas na diabetes
e provocam uma resposta inflamatéria e imune que medeia a patogénese desta doenca

(Saxena & Modi, 2014).

Os macrofagos e os linfocitos T sdo as primeiras células a aparecer nos ilhéus
pancreaticos no desenvolvimento da diabetes autoimune. Por esta mesma razao,
diversos estudos sugerem que as citocinas libertadas por macrofagos, incluindo a IL-18
e o0 TNF-q0, tém um papel inicial na destruicdo dos ilhéus das células  pancreaticas

(Saxena & Modi, 2014).

Atualmente, ¢ consensual que a inflama¢cdo na DMT2 apresenta duas
caracteristicas: por um lado, um aumento dos niveis de citocinas € quimiocinas, por
outro, o aumento dos niveis e da atividade das células autoimunes, principalmente dos

macrofragos (Herder, Dalmas, Boni-Schnetzler, & Donath, 2015).

Estd ainda comprovado que a obesidade ¢ um fator de risco major da DMT2.
Também se sabe que a obesidade estd associada a uma resposta inflamatoria cronica,
caracterizada por uma producdo anormal de adipocinas e ativagdo de certas vias de
sinalizacdo pro-inflamatorias, resultando na indugcdo de varios marcadores de
inflamacao biologicos (Vidal et al., 2006). Varios estudos ja ligaram esta inflamagdo ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina e mostraram que a mesma envolve a produgao
de citocinas inflamatdrias tais como o TNF, as interleucinas e as adipocinas, entre

outros (Feve & Bastard, 2009).
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E concebivel que a sensibilidade a insulina e o funcionamento das células f3
sejam afetados por processos inflamatérios ndo apenas antes, mas também apds o

diagnoéstico da DMT1 e DMT2 (Katharina et al., 2015).

Esta monografia vai focar essencialmente a descri¢ao dos principais marcadores

inflamatérios e o seu papel no processo da resposta inflamatdria a Diabetes mellitus.

17
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Desenvolvimento

2. A Diabetes Mellitus como uma Doenca Inflamatéria

A inflamagdo ¢ um passo inicial para varias doencas, incluindo a Diabetes
mellitus (Saxena & Modi, 2014). Apesar desta doenca ser uma condi¢do pro-
inflamatéria, a inflamacdo também parece ter um papel causal na sua etiologia

(Banerjee & Saxena, 2012).

A DMTI1 e a DMT2 diferem na etiologia mas partilham uma caracteristica
comum, que consiste num comprometimento do funcionamento das células B antes do
inicio da doenga. Normalmente, o seu funcionamento diminui rapidamente na DMT1
devido a destruigdo autoimune progressiva, enquanto que na DMT2 esta diminui¢ao ¢
mais lenta. Os processos inflamatdrios podem contribuir para a resisténcia a insulina e
também para a deficiéncia das células B. Apesar de haver estudos que relacionam a
inflama¢ao com o funcionamento das células 3, na DMT2 os estudos tém-se focado no
facto de a resisténcia a insulina ser aparentemente a responsavel pelo desencadeamento
da inflamacao de baixo grau presente na doenga. Na DMT1 os processos inflamatérios
parecem ser mais relevantes devido a sua toxicidade para com as células B do que

devido ao seu impacto na resisténcia a insulina (Katharina et al., 2015).

As citocinas sao um pequeno grupo de percursores de proteinas soluveis ligadas
a membranas. Praticamente todas as células nucleadas conseguem sintetizar estas
proteinas e, em troca, responder-lhes. Existem mais de 200 tipos de citocinas:
interleucinas, fatores de crescimento, quimiocinas, interferdes, hematopoetinas e fatores
estimuladores de coldnias. H4 alguns recetores de citocinas que agem como 0s seus
respectivos agonistas. As citocinas podem dividir-se em citocinas pro-inflamatérias (IL-
1, IL-6, TNF-a e TNF-p) e anti-inflamatoérias (IL-1Ra, IL-4, IL-10 e IL-13) (Banerjee &
Saxena, 2012).

A inflamacdo ¢ uma atividade benéfica que renova o tecido lesado e remove os
corpos estranhos que estejam a perturbar a homeostase, levando assim a sua rapida
recuperacao ¢ a um estado de equilibrio. Para que esta tarefa seja bem sucedida ¢
necessario passar-se por um processo de resposta inflamatéria que pode envolver um
equilibrio entre um vasto painel de moléculas bioativas, pré e anti-inflamatorias,

fornecidas a partir de células inflamatodrias (Jurjus et al., 2016).
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Embora existam diversos mecanismos que levam a inflamacdo, ¢ comum dar maior

relevancia aos que se passa a indicar:

e Sobrenutri¢ao crénica e ingestao de glucose que provocam um estado de stress
oxidativo e um estado pré-inflamatorio;
e Libertagdo de TNF-a e IL-6 que suprimem a transducdo de sinais de insulina e

inibem a sua acao (Ali, Khan, & Khan, 2015).

Os mecanismos mais utilizados para explicar a resisténcia a insulina e a
disfunc¢do das células f em individuos com DMT2 tém sido o stress oxidativo, o stress
do reticulo endoplasmatico (adiante designado por RE) (resposta do RE que resulta na
interrupcao do enrolamento das proteinas e na acumulacao de proteinas desdobradas no
RE), a deposi¢ao amildide no pancreas (amiloidose), a deposigao ectopica de lipidos nos
musculos, figado e pancreas, a lipotoxicidade (os efeitos toxicos resultantes de niveis
elevados de acidos gordos livres) e a glucotoxicidade. Pensa-se que cada um destes
stress celulares induz uma resposta inflamatéria ou que ¢ exacerbada ou associada a
uma inflamac¢do. Por este motivo a patogénese da DMT2 pode ser vista como uma

doenca autoinflamatdria (Donath & Shoelson, 2011).

Virios estudos tém descrito a presenca de niveis elevados de proteinas de fase
aguda, 4acido sidlico, citoquinas e quimiocinas em individuos com DMT2. Além disso,
niveis elevados de IL-1P3, IL-6 e de proteina C reativa (adiante designada por CRP)
também tém sido descritos como preditores da DMT2. Do mesmo modo, as
concentragdes séricas do antagonista do recetor IL-1 (adiante designado por IL-1Ra)
revelam-se elevadas na obesidade e na pré-diabetes, com um aumento acelerado antes
do comeco da DMT2. A expressdao deste antagonista ¢ induzido pelo IL-1p e reflete a
resposta do corpo para contrabalangar o aumento de atividade do IL-1fB (Donath &

Shoelson, 2011).

Como os diabéticos apresentam um maior risco de desenvolverem uma doenga
cardiovascular (adiante designado por CVD), ha uma necessidade de procura de novos
biomarcadores que possam auxiliar na avaliagdo do risco de doenca cardiovascular

nesses individuos (Ali et al., 2015).
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Uma predisposi¢ao genética combinada com um ambiente propenso a obesidade,
caracterizado por um maior consumo de calorias e falta de atividade fisica, pode levar a

obesidade e a um aumento do tecido adiposo (Figura 2) (Calle & Fernandez, 2012).

Diabetes, inflammation and CVD risk :
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Figura 2: A relagdo entre marcadores inflamatdrios e a disfun¢io endotelial (Calle & Fernandez, 2012).

Niveis elevados da proteina C reativa sdo o melhor e o mais seguro indicador do
risco de CVD em individuos com DMT2, devido ao seu papel fundamental na
aterosclerose. Esta proteina aumenta a libertagcdo do fator tecidual dos macrofagos, leva
a uma ativacdo do sistema do complemento e provoca a agregagdo do LDL-C e do

VLDL-C ao ligar-se a eles (Ali et al., 2015).

Os niveis elevados de proteinas de fase aguda, IL-1p e IL-6 na DMT2 podem
refletir a ativagdo de células da imunidade inata devido a um aumento da concentra¢ao
de nutrientes, mas os niveis destes marcadores inflamatérios ndo refletem
necessariamente o grau de inflamacdo em tecidos individuais. Nem mesmo ¢é provavel
que grandes niveis de inflamagdo em ilhéus contribuam para os niveis circulatorios

desses marcadores (Donath & Shoelson, 2011).
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O figado e o tecido adiposo, no entanto, podem contribuir,
desproporcionalmente, para os niveis circulatérios dos marcadores inflamatorios. Estes
niveis, em individuos obesos com pré-diabetes, sdo semelhantes aos niveis de
individuos com diabetes ja aparente. Além disso, os niveis de CRP ou de IL-6 ndo
preveem a eficacia dos tratamentos anti-inflamatérios direcionados a secrecao de

insulina ou a resisténcia a insulina (Donath & Shoelson, 2011).

Os mecanismos que podem explicar a relagdo entre a diabetes e a inflamacao de
baixo grau podem ser diretos ou indiretos. Por exemplo, uma citocina como o TNF-a
pode produzir uma resisténcia a insulina ao influenciar a fung¢ao do recetor da insulina
ou ao estimular a lise dos adipdcitos. Por outro lado, a disfuncao endotelial pode ligar a
inflamacdo a resisténcia a insulina. Os mecanismos estabelecidos para diminuir a
resisténcia a insulina, tais como as medidas farmacoldgicas e as ndao farmacoldgicas,

tém efeitos anti-inflamatdrios significativos (Freeman et al., 2002).
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3. Marcadores Inflamatdrios

3.1. Proteina C Reativa

A proteina C reativa pertence a subfamilia das pentraxinas curtas e ¢ considerada
uma proteina de fase aguda, uma vez que a sua sintese aumenta extraordinariamente nos
processos inflamatorios. Apesar de variarem de popula¢do para populacdo, os niveis
normais de CRP estdo entre 0,25 e 0,5 mg/dL, sendo que na presenca de processos
inflamatoérios este valor pode aumentar entre 100 a 1000 vezes (Goémez Gerique JA,
2012). Altas concentracdoes de CRP tém sido associadas a doengas cardiovasculares,
obesidade, diabetes, inflamagdo, tabaco ¢ a um estilo de vida sedentario (Calle &

Fernandez, 2012).

O seu aumento ¢ atualmente considerado o melhor biomarcador epidemioldgico
da doenca cardiovascular associada a DMT2. Esta proteina é produzida no figado

através da indugdo da IL-6 (Donath & Shoelson, 2011).

J4 se tinha concluido que os niveis plasmaticos de CRP de alta sensibilidade
(adiante designado por hsCRP) serviam como um preditor independente de futuros
riscos cardiovasculares, mesmo em individuos saudaveis. Na obesidade esta correlagao
¢ menor, mas existe. Através dos resultados do West of Scotland Coronary Prevention
Study (WOSCOPS) foi descoberto que a CRP ndo s6 ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento da diabetes, mas também € um fator de risco independente de todos os

outros ja estabelecidos (Freeman et al., 2002).

A obesidade ¢ igualmente responsavel pelo aumento das concentragdes de CRP,
uma vez que o tecido adiposo ¢ o principal indutor de IL-6, que estimula a producao
desta proteina (Goémez Gerique JA, 2010). Um estudo feito por Ali et al., (2015),
concluiu que individuos com diabetes e CVD apresentavam niveis de hsCRP mais

elevados do que individuos que apenas sofriam de diabetes.
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A CRP ¢ codificada no cromossoma 1 e ¢ maioritariamente sintetizada nos
hepatdcitos como um reagente de fase aguda e em resposta a estimulagao pela IL-6 e
pelo TNF-0, mas também pode ser libertada por adipdcitos maduros sob estimulagdo
inflamatéria do LPS, TNF-a e da resistina (Calle & Fernandez, 2012; Gémez Gerique
JA, 2012).

A CRP aumenta a producdo da molécula de adesdo intercelular-1 (adiante
designada por ICAM-1) e da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (adiante designada
por MCP-1) pelas células endoteliais. Acredita-se que estas duas moléculas estao
envolvidas no desenvolvimento da aterosclerose. As moléculas de adesdo intercelular-1
soluveis (adiante designada por sSICAM-1), por exemplo, medeiam a adesdo das células
mononucleares ao endotélio para entrarem no espago subendotelial (Calle & Fernandez,

2012).

A CRP apresenta duas isoformas: a pCRP (forma pentamérica) e a mCRP
(forma monomérica). A mCRP também se divide em mCRPm (unida a membranas) e

em mCRPs (soltvel no plasma) (Gomez Gerique JA, 2012).

O impacto da CRP como um fator de risco de doenca cardiovascular é no
minimo tdo grande como a do colesterol LDL, do colesterol HDL e da pressdo arterial
(Calle & Fernandez, 2012). Um aumento da concentragdo de CRP superior a 0,3 mg/dL
deve ser considerado um marcador de risco que eleva o nivel de risco cardiovascular

(Gémez Gerique JA, 2012).

Aparentemente, a fungdo principal da CRP ¢ estimular a sintese da produgao do
fator tecidual e ativar o complemento, quando agregado. Estudos in vitro provaram que
quando a CRP agregada se liga a LDL-C e a VLDL-C, provoca uma ativagao do
complemento e o inicio da coagulagdo, o que explica, em parte, a conex@o entre a CRP
e a CVD. Apds uma perda de peso, ¢ comum verificar-se uma diminui¢do dos niveis de
CRP, o que esta relacionado com a elevacao dos niveis de adiponectina, conforme

poderemos ver mais adiante (Calle & Fernandez, 2012).
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Com o aparecimento de técnicas de quantificagdo com maior sensibilidade para
detetar esta proteina em individuos normais, tem sido cada vez mais facil estender o uso
das suas concentragdes como indicador de situagdes de inflamagdo cronica de baixo

grau, como ¢ o caso da Diabetes mellitus (Gémez Gerique JA, 2012).

A IL-6 ¢ o TNF-a regulam a libertagdo ¢ aumentam os niveis de CRP no
organismo. Novos estudos mostram uma associagdo entre os niveis de CRP e os de IL-6

com o risco de incidéncia de DMT?2 (Liu et al., 2016).

A importancia deste biomarcador estd no facto dele ter uma semi-vida
relativamente longa, sem variagdo diurna, e de se manter estdvel durante longos
periodos de tempo em pessoas com infe¢des agudas ou doencgas inflamatoérias (Calle &
Fernandez, 2012). E um dos biomarcadores epidemiologicos mais bem estudados na
pré-diabetes, diabetes e nas doengas cardiovasculares associadas a DMT2 (Grossmannm

et al., 2015).
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3.2. TNF-a

O TNF-a ¢ uma citocina que pertence a familia dos fatores de necrose tumoral e
¢ produzida pelos macrofagos, linfocitos e células NK (natural killer). No tecido
adiposo, a principal fonte do TNF-a sdo os infiltrados de macrofagos. Este fator ¢
produzido 7,5 vezes mais pelo tecido adiposo em individuos obesos do que sucede em
individuos magros. Ele promove a inflamagdo e a ativacdo endotelial, aumentando
assim a permeabilidade vascular (Calle & Fernandez, 2012). E uma proteina
transmembranar de 26 kDa que ¢ clivada numa proteina biologicamente ativa de 17 kDa

(Musi & Guardado-Mendoza, 2014).

O TNF-a atua principalmente ao nivel do tecido adiposo e do figado. No tecido
adiposo este fator reprime os genes que estdo envolvidos na captacdo e no
armazenamento dos acidos gordos ndo esterificados (adiante designado por NEFAs) e
da glucose, suprime genes para os fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese e
lipogénese, ¢ muda a expressao de varios fatores secretados por adipdcitos, incluindo a
adiponectina e a IL-6 (Musi & Guardado-Mendoza, 2014). No figado, o TNF-a suprime
a expressao dos genes envolvidos na captacdo e no metabolismo da glucose e na
oxidagdo dos acidos gordos e aumenta a expressdao de genes envolvidos na sintese
endogena do colesterol e dos acidos gordos (Musi & Guardado-Mendoza, 2014;

Speretta, Leite, & Duarte, 2014).

O TNF-a provoca uma diminuicdo da atividade da tirosina quinase em
individuos com resisténcia a insulina, o que sugere que este fator seja um possivel

mediador da resisténcia a insulina e da Diabetes mellitus (Saxena & Modi, 2014).

A libertagdo local aguda do TNF-a induz uma resposta inflamatéria local para
conter infe¢des, o que o torna benéfico. No entanto, a libertacdo sistémica aguda do
TNF-o pode levar a sépsis e choque. Da mesma forma, niveis cronicos de TNF-a
elevados, como verificado na obesidade, também sao prejudiciais, especialmente para o
metabolismo da glucose. Este fator pode alterar a sensibilidade a insulina de varias
maneiras: 1) por atenuacdo das vias de sinalizagdo do recetor de insulina; 2) por
diminui¢do do transportador de glucose tipo 4 (adiante designado por GLUT-4) nos

adipocitos; 3) por supressao da adiponectina (Calle & Fernandez, 2012).
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O TNF-a também parece agir como antagonista da sintese e/ou da agdo dos
recetores ativados por proliferador de peroxissoma y (adiante designado por PPARY).
Os agonistas dos PPARy (tiazolidinedionas sensibilizadoras de insulina) podem
facilmente anular os efeitos do TNF-a nas células adiposas e até serdo capazes de inibir
a sua sintese em gordura (Moller, 2000). Além disso, o TNF-a aumenta a expressao dos
genes que codificam a IL-6 e a MCP-1 e contribui para a progressao da aterosclerose

(Calle & Fernandez, 2012).

A insulina estimula a fosforilacdo dos substratos do recetor de insulina (adiante
designado por IRS) em tirosina. Na maior parte dos casos de resisténcia a insulina
sistémica, este passo na sinalizacdo do recetor de insulina ¢ fraco. Ja estd bem
estabelecido que o IRS-1 ¢ fosforilado em residuos de serina por varias quinases que
interferem com a capacidade desta proteina se envolver na sinalizagdo do recetor de
insulina, o que resulta em alteracdes na agdo da insulina (Hotamisligil, 2006). O TNF-a
tem um grande papel na resisténcia a insulina através da fosforilagdo dos IRSs em
serina. Este fator ¢ capaz de inibir a capacidade de sinalizagdo do IRS-1 através da
ativacdo de serino-quinases, tais como a quinase c-Jun N-terminal (adiante designada
por JNK) ou o complexo quinase kB (adiante designada por 1kK), além de provocar um
aumento da expressdo de proteinas supressoras da sinalizagdo de citocinas-3 (adiante

designado por SOCS3) (Speretta et al., 2014).

O TNF-o também provoca uma redugdo da oxidagdo de acidos gordos nos
hepatdcitos € no musculo esquelético através de efeitos mediados pela indugdo da
proteina fosfatase 2C e supressdao da proteina quinase AMP (adiante designada por
AMPK) (Speretta et al., 2014). As SOCS também parecem inibir a acdo da insulina ao
mesmo nivel que os substratos do recetor de insulina, mas através de um mecanismo

diferente (Hotamisligil, 2006).

O fator nuclear kappa B (adiante designado por NF-kB) ¢ um fator de
transcrigdo que tem uma fungdo-chave na integracdo da regulacdo intracelular da
resposta imune, inflamagdo e regulacao do ciclo celular. Este fator também modula a
expressao de varias citocinas inflamatorias, incluindo o do TNF-a (Calle & Fernandez,
2012). Estas citocinas promovem a resisténcia a insulina nos tecidos onde sdo

produzidas e podem ser transportadas através da circulacdo e afetar outros locais,
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incluindo as paredes dos vasos sanguineos, o musculo esquelético e cardiaco, os rins e

os leucécitos (Donath & Shoelson, 2011).

As concentragdes plasmaticas de TNF-a foram correlacionados positivamente
com niveis elevados de triglicéridos no plasma e com insuficiéncia cardiaca. O TNF-a ¢
expresso no mRNA e nas proteinas apenas quando hé uma insuficiéncia cardiaca, nao
acontecendo o mesmo num coracdo saudavel. O TNF-a também apresenta multiplos
efeitos nocivos para o coracdo, incluindo miocardiopatia hipertréfica e apoptose, e
deficiéncia da fun¢do contratil, o que explica a sua relagdo com a insuficiéncia cardiaca.
Também ha evidéncias que mostram que o TNF-a induz a sobreproducao de particulas
VLDL-C, o que pode explicar a sua relagdo direta com os triglicéridos plasmaticos. No
entanto, também existem estudos que indicam que o nivel de TNF-a pode ser diminuido

por intervengdes de perda de peso (Calle & Fernandez, 2012).
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3.3. Adiponectina

A adiponectina ¢ uma proteina plasmatica especifica e abundantemente expressa
no tecido adiposo, com efeitos anti-inflamatorios e insulino-sensibilizadores, induzidos
pela atividade do recetor nuclear PPARy. Uma diminuicao do tecido adiposo esté
associada a um aumento da adiponectina. Ao contrario de outras adipocinas, as
concentragdes desta proteina encontram-se mais baixas em individuos obesos. Isto
provoca uma reducdo na sensibilidade a insulina que, por sua vez, contribui
substancialmente para a resisténcia a insulina (Lim, Quon, & Koh, 2014). Também se
encontram reduzidas em individuos com CVD e Diabetes mellitus. As baixas
concentragdes de adiponectina estdo fortemente relacionadas com a resisténcia a
insulina ¢ as altas concentragdes com uma maior sensibilidade a insulina € um menor
risco de CVD (Calle & Fernandez, 2012). Pde-se a hipotese de que altos niveis de
adiponectina possam contribuir, direta ou indiretamente, para o atraso ¢/ou prevengao

da DMT2 e CVD (Lim et al., 2014).

Desde a sua descoberta que esta proteina tem atraido muita atengao devido as
suas  propriedades  anti-inflamatdrias,  anti-diabéticas,  anti-aterogénicas e
cardioprotetoras. E uma proteina de 30 kDa composta por um dominio de colagéneo no
terminal N e um dominio globular no terminal C. O seu gene esta localizado no

cromossoma 3q27 que € um Jocus de suscetibilidade a diabetes (Lim et al., 2014).

A adiponectina também ¢ considerada uma hormona mas, ao contrario da
insulina, ndo sofre uma variacdo dos seus niveis ao longo do dia e ndo ¢ afetada pelo
consumo de alimentos (Saxena & Modi, 2014). Dai poder ser considerada um marcador

inflamatorio.

Devido ao facto de também se comportar como uma hormona, a adiponectina
pode regular negativamente as respostas inflamatorias in vitro. Também parece
contribuir para a promog¢dao da sobrevivéncia e do funcionamento das células
pancreaticas, participando na prote¢do contra um desenvolvimento tardio da diabetes,

mesmo apds o ajustamento para multiplos fatores de perturbagao (Liu et al., 2016).

A agdo insulino-sensibilizadora da adiponectina envolve a ativagdo da AMPK,

que regula as concentragdes de malonil-CoA por inibicdo da acetil-CoA carboxilase
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(Vidal et al., 2006). Esta ativagdo também causa a oxida¢do dos acidos gordos ¢ a
captacao de glucose (Lim et al., 2014). Ha uma redu¢ao de malonil-CoA pela AMPK, o
que provoca um aumento na concentracao de acidos gordos. A maior parte da oxidagdo
dos acidos gordos do musculo esquelético provoca uma diminui¢cdo do transporte dos
FFAs (acidos gordos livres) até ao figado, levando a uma reducdo da sintese de

triglicéridos hepaticos e da secrecao de VLDL-C (Calle & Fernandez, 2012).

A AMPK também estimula os PPARa, fazendo com que a adiponectina estimule
a oxidacao dos acidos gordos e cause uma diminui¢ao dos triglicéridos nos musculos e
no tecido hepatico, resultando assim numa melhoria da sensibilidade a insulina (Lim et
al., 2014). Também podemos observar uma redugdo na concentragdo de acidos gordos
livres no tecido periférico, o que previne a lipotoxicidade e a interferéncia de acidos
gordos na sinalizacdo do recetor de insulina. A adiponectina é capaz de reduzir a
producdo de glucose no figado por inibicdo direta da enzima gluconeogénica,
fosfoenolpiruvato carboxicinase, e da glicose-6-fosfato, melhorando assim o controlo

glicémico e a sensibilidade a insulina (Calle & Fernandez, 2012).

O TNF-a e a IL-6 também reduzem a expressao da adiponectina. Esta adipocina
exerce o seu efeito anti-inflamatorio ao inibir a ativacdo do NF-kB pelo TNF-a, que
pode ser parcialmente explicado pelo facto de a adiponectina modular a resposta
inflamatoria induzida pelo TNF-a, ou seja, o efeito anti-TNF-a, uma vez que ja se
provou que esta proteina reduz a secrecdo de TNF-a pelos macréfagos. Este facto
também explica, em parte, o efeito anti-aterogénico da adiponectina (Calle &

Fernandez, 2012; Vidal et al., 2006).

30



Desenvolvimento

3.4.1L-1

Esta familia de interleucinas danifica a secre¢do de insulina e induz a apoptose
das células B pancreaticas. A IL-1 ¢ um indutor de moléculas essenciais para a adesdo
de leucocitos a superficie endotelial antes da sua emigragdo para os tecidos. Estudos
sugerem que nao s6 o funcionamento mas também a diminui¢do progressiva da massa
das células B contribuem para a manifestacio da DMT2, facto que pode ser explicado

devido ao aumento da apoptose das células  (Banerjee & Saxena, 2012).

A familia IL-1 consiste em duas citocinas pro-inflamatorias (IL-1a e IL-1B) e
um agente anti-inflamatorio, um antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra ou IL-1RN).
Visto a DMT1 ser um processo imuno-mediado, as citocinas pro-inflamatdrias,

principalmente a IL-1f, tém um papel essencial (Banerjee & Saxena, 2012).

A IL-1 atua com outras citocinas para promover as respostas inflamatoérias.
Como exemplo, a IL-1 e o TNF-a s@o produzidos em locais inflamados em resposta ao
mesmo estimulo e partilham a mesma via de transdugdo intracelular e também

aumentam a produc¢do um do outro e atuam sinergicamente (Féve & Bastard, 2009).

IL-18

A ativagdo do sistema IL-1 promove varias doengas, incluindo a diabetes e as
suas complicagdes cardiovasculares. A IL-1f provou ser um importante fator na
patogénese da DMT2 e estudos recentes ja validaram o antagonista do recetor de IL-1

como um alvo terapéutico (Herder et al., 2015).
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Figura 3: O papel da IL-1p na resposta inflamatdria (Herder et al., 2015).

Pode-se observar um aumento da produ¢do da IL-1p na obesidade e na DMT?2.
Os mecanismos subjacentes a ativacdo da IL-1f atribuem um papel central ao
inflamassoma do dominio 3 do recetor do tipo Nod (adiante designado por NLRP3)
(Banerjee & Saxena, 2012). No tecido adiposo, os adipdcitos comecam a armazenar
nutrientes em excesso o que rapidamente os torna hipertroficos, levando a uma resposta
pro-inflamatdria principalmente através de mecanismos de hipoxia e de stress do RE.
Os adipdcitos stressados secretam citocinas € quimiocinas que, por sua vez, promovem
a resisténcia a insulina e o recrutamento de células imunes. Os macréfagos tornam-se
assim na principal fonte de secre¢do de IL-1p através da ativagdo do NLRP3 (Figura 3)

(Herder et al., 2015).

Altas concentragdes de glucose induzem a producdo de IL-1B nas células
pancreaticas, comprometendo a secre¢do de insulina, uma diminui¢do da proliferacdo
celular e a apoptose das células B. Os niveis elevados de glucose levam a uma producao
de IL-1B seguida pela ativagdo da NF-kB e a uma sobrerregulacdo da sinalizacdo de

Fas, denominado "apoptose autocrina" (Banerjee & Saxena, 2012).

A IL-1B, juntamente com a a¢do da glucose, ativa a via NF-kB nos ilhéus das

células B pancreaticas, e a sua inibicdo parece proteger as células  dos efeitos da
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glucotoxicidade ou de tratamentos com quimicos toxicos para estas células. As vias NF-
kB e JNK sdo assim ativadas em varios tecidos, na obesidade e na DMT2, e tém um

papel central na promogao da inflamagao nos tecidos (Donath & Shoelson, 2011).

Um estudo realizado por Boni-Schnetzler et al. (2008) verificou que a produgao
de IL-1 se encontra alterada nos ilhéus pancreaticos de individuos com diabetes.
Observaram também que altos niveis de IL-1p e de IL-6 estavam relacionados com um
maior risco de DMT2 comparado com individuos que apenas apresentavam uma maior
concentragdo de IL-6. Também observaram um aumento da concentracdo de IL-1 em

individuos com DMT1.

Foi observada, sob condigdes in vitro, a exposi¢ao de células secretoras de
insulina (ilhéus pancreaticos) a IL-1p sozinha ou em combinac¢ao com INF-y e/ou TNF-
a, o que levou a uma deficiéncia do funcionamento das células B ¢ a indugdo da
apoptose celular. A IL-1 ativa a via JNK nas células  pancreaticas. A JNK é um
membro da proteina quinase ativada por mitogénio (adiante designada por MAPK)
ativada por stress e esta envolvida na transmissao de stress e na sinalizagao de apoptose
em varias células. A ativagao da JNK pela IL-1B nas células secretorias de insulina
permanece desconhecida (Banerjee & Saxena, 2012). Individuos com a IL-13 e IL-6
presente em maior quantidade no organismo tém uma probabilidade cerca de 3 vezes

maior de desenvolverem DMT2 (Herder et al., 2015).

IL-1Ra

A expressdo de IL-1Ra ¢ induzida pela IL-1p e reflete a resposta do organismo
para contrabalancar o aumento da atividade da IL-1B (Donath & Shoelson, 2011). As
células produtoras de IL-1 sintetizam o seu proprio antagonista (IL-1Ra), que se liga ao
recetor de IL-1R, sem adquirir as propriedades agonistas, ou seja, sem o ativar, sendo
assim capaz de modular as respostas inflamatérias (Boni-Schnetzler et al., 2008). Este

antagonista protege os ilhéus humanos da glucotoxicidade (Maedler et al., 2004).

Num estudo em que se comparou as concentracdes de IL-1Ra no tecido adiposo
de ratos magros e no tecido adiposo de ratos obesos observou-se um aumento dessas
concentragcdes nos ratos magros € uma diminuicdo nos ratos obesos (Maedler et al.,

2004).
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A expressdo de IL-1Ra estd reduzida nos ilhéus pancreaticos de individuos com
DMT?2 e altas concentragdes de glucose induzem a produgdo de IL-1B nas células
pancreaticas, levando a uma melhoria da secrecdo de insulina, uma diminui¢do da

proliferagdo celular e a uma morte celular por apoptose (Banerjee & Saxena, 2012).

Um estudo clinico demonstrou que o bloqueio da IL-1 em individuos com
DMT2 com o antagonista do recetor de IL-1 (IL-1Ra) resultou numa melhoria dos
niveis de glucose no sangue e da secre¢do de insulina, na auséncia de alteracdes da
resisténcia de insulina periférica e indice de massa corporal (adiante designado po BMI)

(Boni-Schnetzler et al., 2008).
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3.5.IL-2

Esta interleucina ¢ produzida por linfécitos T ativados e ¢ através da sua ligacao
ao seu recetor (IL-2R) que exerce a sua atividade bioldgica. O recetor da IL-2 divide-se
em trés subunidades: IL-2Ra (ou CD25), IL-2Rp (ou CD122) e IL-2Ry (ou CD132).
Este ultimo € o recetor mais comum. Cada um destes recetores contribui para a ligagao
da IL-2 (Chistiakov, Voronova, & Chistiakov, 2008). A ligagdo da IL-2 ao IL-2Ra leva
a associacdo desta subunidade com a cadeia IL-2Rf e IL-2Ry, o que resulta na formagao

do recetor de alta afinidade de IL-2 (Ferjani et al., 2016).

A IL-2 atua em varios tipos de células, mas onde a sua acdo ¢ mais notavel é nos
linfocitos T. Uma das suas principais fungdes é promover a proliferagdo ¢ a expansao
dos clones dos dois antigénios especificos das células T, CD4" ¢ CD8", e induzir a

producdo de outras citocinas (Chistiakov et al., 2008).

A IL-2 ¢ essencial para a expansdo e apoptose das células T. Enquanto altas
concentragdes de IL-2RA soluvel (adiante designado por sIL-2RA) estdo presentes em
individuos saudaveis, clas encontram-se aumentadas em individuos com doengas

autoimunes, inflamacao e infe¢do (Ferjani et al., 2016).

A IL-2 ¢ uma potente citocina pro-inflamatdria que exerce efeitos importantes na
biologia das células T regulatérias (adiante designado por células Treg) e, portanto, na
homeostase da resposta imune (Vargas et al., 2015). As células Treg sdo definidas pela
co-expressdo das CD4" e CD25. Estas células suprimem a ativagdo, a proliferagéo e as
fungdes efetoras das células T CD4" e CD8" através de citocinas e outros mecanismos.
A IL-2 participa na sobrevivéncia periférica e na funcao supressora das células Treg

(Hartemann & Bourron, 2012).

A IL-2 comega por se ligar a um recetor de alta afinidade que contenha as trés
subunidades (cadeia a, B e y) (Hartemann & Bourron, 2012). Esta liga¢do resulta na
fosforilagdao das JAKs (JAK1 e JAK3), o que vai resultar na criagdo de locais de ligagao
para os fatores de transcricao 5 (STATS). Estes fatores vao deslocar-se para o nucleo e
ativar a transcri¢do de genes. Isto resulta numa indugdo da expressdao de genes anti-
apoptoticos e na regulagdo da proliferagcio e sobrevivéncia da célula (Hulme,

Wasserfall, Atkinson, & Brusko, 2012).
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Quanto ao seu papel na DM, esta interleucina tem gerado resultados
controversos devido a complexidade dos mecanismos regulatorios em que esta
envolvida. E importante referir que a maioria das suas evidéncias sdo obtidas a partir de

estudos animais e, por isso, ainda ndo hé certezas sobre a sua acdo em seres humanos.

Um aumento dos niveis do sIL-2RA tem sido observado em varias doencas
inflamatorias autoimunes, como € o caso da DMT1. Ele ¢ considerado um marcador da

ativagdo das células T na inflamacgao (Chistiakov et al., 2008).

As conclusdes que podemos obter em humanos sao suportadas por estudos em
ratinhos diabéticos ndo-obesos (adiante designado por NOD), um modelo animal da
DMT]1, que mostra o envolvimento do gene murino IL-2 no controlo da suscetibilidade
a diabetes autoimune no locus idd3 do cromossoma 3 (Chistiakov et al., 2008). Varios
estudos sugerem que uma privacdo de IL-2 possa ser parcialmente responsavel pela
disfungdo das células Treg na DMTI1. Ratinhos NOD apresentam uma diminui¢do
qualitativa da produg¢do de IL-2 e acredita-se que haja uma ligacdo entre uma
predisposicao genética para o desenvolvimento de DMT1 e o polimorfismo do gene IL-
2/IL-2R nestes ratinhos e em humanos. Além disso, as células Treg em ilhéus
inflamados de ratinhos NOD tém uma reducdo concomitante da expressao de CD2S5,

expressao essa que esta sob o controle da IL-2 (Hartemann & Bourron, 2012).

Vargas et al., (2015) observou uma correlacdo negativa entre a insulina e a IL-2,
0 que sugere que a insulina tem um papel anti-inflamatério na diminuicdo desta
interleucina. Baixos niveis de IL-2 podem induzir uma diminui¢do das células T
regulatorias e uma incapacidade de controlar as respostas autorreativas e inflamatorias
ao induzirem um excesso de atividade de resposta das células T, em vez de induzirem
uma imuno-deficiéncia. Com isto concluiram que os baixos niveis da IL-2 podem

contribuir para a persisténcia do estado inflamatorio da DM.

J& foi verificado que a administracdo de doses baixas de IL-2 a ratinhos NOD
cura, parcialmente, uma diabetes ja estabelecida, ao aumentar a fun¢do reguladora das

células Treg no local da inflamacao (Hartemann & Bourron, 2012).
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3.6. IL-6

A IL-6 ¢ uma citocina multi-funcional que atua em vérias células e tecidos e que
também ¢é produzida por vérios tipos de células e tecidos, incluindo o tecido adiposo. E
ja um facto bem conhecido que a sua producao pelo tecido adiposo estd aumentada na
obesidade. Pensa-se que cerca de 15 a 30% dos niveis de IL-6 no organismo derivam da
sua producdo pelo tecido adiposo na auséncia de uma inflamagdo aguda. Recentemente
foi proposto que a IL-6 tivesse um papel central na ligacdo entre a obesidade, doengas
cardiacas e inflamacao (Vidal et al., 2006). As suas concentracdes ¢ as de CRP estao
aumentadas na obesidade e preveem a incidéncia de DMT2 em individuos
geneticamente predispostos. Pensa-se que a produgdo de IL-6 no figado e no tecido
adiposo promova a resisténcia a insulina e que a sua produg¢do pelo musculo
esquelético, especialmente durante a pratica intensa de exercicio fisico, podera ser

benéfica (Donath & Shoelson, 2011).

A IL-6 apresenta efeitos pro e anti-inflamatdrios. Ela regula varios processos
como a resposta de fase aguda e a autoimune, a inflamacdo, varios mecanismos de
defesa, a hematopoiese e o crescimento celular (Buraczynska, Zukowski, Drop,

Baranowicz-Gaszczyk, & Ksiazek, 2015).

Os principais efeitos metabdlicos da IL-6 sdo no figado, tecido adiposo e no

musculo esquelético (Figura 4) (Feve & Bastard, 2009).

Adipose tissue
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lipolysis A L Y
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glucose transport . } .
and lipogenesis |\ s
= Stimulation of IL-6 = Stimulation of
glucose output glucose uptake, fat
s Inhibition of oxidation and
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Elycogen synthesis glucose transport

Muscle

Liver

Figura 4: Os efeitos metabolicos da IL-6 (Féve & Bastard, 2009).

37



Resposta Inflamatoria a Diabetes Mellitus

No figado, a IL-6 prejudica a sinalizagdo de insulina e leva a uma inibi¢do da
fosforilagdo do IRS-1 e do IRS-2 em tirosina e a uma sintese de glicogénio. No tecido
adiposo, leva a uma estimulacdo da lipdlise e inibe a acdo da insulina no transporte de
glucose e da lipogénese. No musculo esquelético, a IL-6 pode melhorar a sensibilidade
a insulina nos musculos ao induzir a ativacdo da AMPK, uma reguladora-chave da
oxidagdo dos acidos gordos musculares e da absorcao de glucose (Féve & Bastard,

2009).

Esta interleucina ¢ secretada por células apresentadoras de antigénios, isto &,
células imunocompetentes que medeiam a resposta imune celular através do
processamento e apresentacdo de antigénios para os recetores das células T, em resposta
nao s a estimulos externos, como o TNF-a ou a IL-1B, mas também a componentes
bacteriais e fungicos. A IL-6 ¢ uma antagonista das células regulatorias T e importante
para a diferenciacdo da Th17. Também ¢é necessaria para que as células T CD4"
induzam a producdo da IL-21, uma citocina obrigatoria na diabetes autoimune em

ratinhos diabéticos ndo obesos (Van Belle et al., 2014).

O recetor desta citocina pertence aos recetores de citocinas de classe I que
envolvem as vias transdutoras de sinais JAK/STATs (Janus quinases/transdutores de
sinal e ativadores da transcricdo). A ativa¢dao da JAK induz a fosforilacdo das STATS, a
sua dimerizacdo e translocacdo para o nticleo, para poder regular o gene de transcri¢do

alvo (Vidal et al., 2006).

Virios estudos em diferentes areas mostraram que a IL-6 tem acdes patogénicas
e também protetoras na DMT1 e na DMT2 (Van Belle et al., 2014). Uma regulagdo
inadequada desta interleucina pode desempenhar um papel de dele¢do em doencas
imuno-mediadas por antigénios especificos e em doengas onde a IL-6 ou outros
marcadores inflamatorios, que provocam uma inflamagdo de baixo grau, como na
obesidade e na DMT2, o que ¢ provavel que esteja envolvido na patogénese destas

doengas (Kristiansen & Mandrup-poulsen, 2005).

Quanto ao seu mecanismo, a IL-6 induz a ativagdo da via JAK/STAT, o que
pode levar a um aumento da expressdo de supressores de sinalizagdo de citocinas
(SOCS) e em particular do SOCS-3, que vai exercer um feedback negativo na

sinalizagdo de JAK/STAT. Isto resulta na inibi¢ao da autofosforilagdo do recetor de
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insulina e na inibicdo da fosforilagdo dos IRS-1 e 2 em tirosina, provocando uma
diminui¢do do armazenamento do glicogénio. A IL-6 também sinergiza com outros
mediadores inflamatdrios para agravar os danos das células B (Kristiansen & Mandrup-

poulsen, 2005).

As suas concentragdes ndo so6 predizem a doenga mas também estdo mais
elevadas em individuos com DMT?2. Nestes casos, ha evidéncias de que os niveis de IL-
6 ja estdo elevados anos antes do comego da doenga (Kristiansen & Mandrup-poulsen,
2005). Resultados do EPIC-Potsdam Study verificou que a IL-6 prediz de forma
independente o risco de desenvolver DMT2 e que uma maior concentracao de IL-6
associada a niveis detetaveis de IL-1B também prediz o risco de DMT2 (Spranger,

Kroke, Mo, Hoffmann, & Bergmann, 2003).

Apesar de os resultados em individuos com DMT1 ndo serem tao evidentes,
parece que estes t€ém uma tendéncia para apresentar niveis mais elevados de IL-6
quando comparados com individuos que nao possuem a doenca. Estudos experimentais
mostraram que a IL-6 ¢ produzida por ilhéus isolados de ratinhos apds a exposi¢ao a

INF-y e a TNF-a (Van Belle et al., 2014).

Van Belle et al., (2014) provou que a produgdo de IL-6 e respetivo antigénio
pelas células B pode causar uma hiperglicemia espontinea e interfere com a expressao
da GLUT-2 (em ratinhos). Um estudo realizado por Mirza et al., (2012) concluiu ndo s6
que altos niveis de IL-6 estdo associados a Diabetes mellitus mas também que quanto

pior for o controlo da glucose, maiores serdao as suas concentragoes.
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3.7.1IL-10

A 1IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatéria cuja concentracdo se encontra
diminuida na diabetes. Na sua forma soluvel apresenta uma massa molecular de 17 kDa
e ¢ produzida principalmente por macrofagos e linfocitos. Em individuos magros ¢

produzida por macréfagos M2 no tecido adiposo (Speretta et al., 2014).

E considerada uma citocina pleiotropica Th2, isto é, pode atuar em mais do que
um tipo de células. A IL-10 estimula a produg¢do de anticorpos pelos linfocitos B e
promove a sua proliferacdo e diferenciagdo, propriedades que contribuem para o
desenvolvimento de fendmenos autoimunes (Tsiavou et al., 2004). Esta citocina
suprime a funcdo das células apresentadoras de antigénios ao inibir a expressdao das
moléculas MHC de classe II na superficie de macrofagos mononucleares (Li, Zhang,

Chen, Lin, & Li, 2016).

A IL-10 inibe a produg¢do de citocinas pro-inflamatdrias como a IL-1, o TNF-a e
a IL-6 e também regula negativamente a inducdo da sintese de oxido nitrico nos
macrofagos. Uma vez que o oxido nitrico ¢ um mediador da inflamagdo, a IL-10 pode

atenuar a inflamagdo através desta via (Lalani, Bhol, & Ahmed, 1997).

Foi reportado que a regulag¢do da produgdo de células T pela IL-10 nao acelera a
diabetes, mas que providencia uma prote¢do significante da doenca (Tsiavou et al.,
2004). Verificou-se que uma baixa expressao de IL-10 no pancreas medeia a ocurréncia
de DMT1 e que também estd presente em criangas recentemente diagnosticadas com
DMTI. Além disso, enquanto essas criancas crescem, os niveis de IL-10 vao

diminuindo ainda mais (Li et al., 2016).

Esta interleucina também estd envolvida na obesidade. A produgdo de baixos
niveis de IL-10 esta associada a hiperglicemia e a DMT?2. Foi reportado que a presenca
de uma Adenina na posi¢ao 1082 esta relacionada com a baixa producgdo de IL-10 apos
a estimulacao de células T in vitro, enquanto que uma Guanina na mesma posi¢ao estad
relacionada com uma alta sintese de IL-10. Foi entdo demonstrado que uma mutacio de
A/G na posicao 1082 da regido promotora do gene IL-10 estd provavelmente associada

a incidéncia de desenvolver DM (Saxena & Modi, 2014).
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A indugdo desta citocina através de mecanismos como o aumento da
biodisponibilidade de o6xido nitrico ou como a redugdo da adesdo de células
leucocitarias endoteliais pode contribuir para que a adiponectina exer¢a os seus efeitos

anti-inflamatorios e cardioprotetores (Donath & Shoelson, 2011).
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3.8. MCP-1

Trata-se de uma quimiocina responsavel pelo recrutamento de células
mononucleares para o local de inflamagao, principalmente monocitos e linfocitos T, e €
expressa ¢ secretada pelo tecido adiposo (Musi & Guardado-Mendoza, 2014). Niveis
elevados desta proteina foram encontrados em individuos com DMT1 e DMT2 (Panee,

2012).

A MCP-1 tem efeitos locais e enddcrinos. A incubagdo de adipdcitos cultivados
com MCP-1 provoca uma diminuicao da captacao de glucose estimulada por insulina e
a fosforilagdo em tirosina do recetor de insulina, sugerindo assim que a MCP-1
contribua diretamente para a resisténcia a insulina no tecido adiposo (Musi &

Guardado-Mendoza, 2014).

A DMTI1 ¢ precedida de um processo chamado insulite. E uma infiltracdo
inflamatoria de células mononucleares, maioritariamente contendo mondcitos e
linfocitos T, para os ilhéus pancredticos (Chen, Proost, Gysemans, Mathieu, & Eizirik,

2001).

Observou-se um aumento da expressao de MCP-1 em ratinhos NOD, que se
encontrava ainda mais elevada com a idade e atingia o pico nas primeiras fases de
insulite. Por essa mesma razdo, acredita-se que a producao de MCP-1 possa contribuir
para o recrutamento de mondcitos para os ilhéus pancreaticos (Chen et al., 2001). Outro
estudo semelhante também provou que a expressdao de MCP-1 nos ilhéus e macrofagos

exdcrinos estava elevada nas fases tardias de diabetes nos ratinhos NOD (Panee, 2012).

Um dos mecanismos pelo qual as células mononucleares matam as células 3
pancredticas ¢ a produ¢do local de citocinas, como a IL-1B e o INF-y. Um estudo
realizado por Chen et al.,, (2001) detetou um aumento da expressio de MCP-I,
sugerindo que as células  pancreaticas sao um fonte importante da produgcdo de MCP-1
numa fase inicial de insulite. Quando os macrofagos sdo ativados, estes libertam IL-1f3
na periferia das células B pancreaticas, o que resulta na expressao e posterior libertagao
de MCP-1, estimulando assim a infiltracdo de células mononucleares. Esta infiltragao
vai libertar macrofagos, tornando este processo num ciclo progressivo de destruicdo de

células B (Figura 5).
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Figura 5: Papel proposto para a expressdo de MCP-1 numa fase inicial de insulite (Chen et al., 2001).

Ha uma correlagdo positiva entre os niveis de MCP-1 e o BMI, o que indica que
esta proteina desempenha um papel importante na obesidade (Waheed, Khalil, & Fawzi,
2015). Um outro estudo, observou igualmente niveis mais elevados de MCP-1 em
individuos com DMT?2, concluindo que esta proteina esta fortemente relacionada com a

sensibilidade a insulina e o funcionamento das células B (Daniele et al., 2014).

Pode-se concluir que os niveis de MCP-1 sdo influenciados pelo estado
glicémico do organismo e, quando elevados, podem contribuir ndo s6 para o comeco

mas também para o desenvolvimento de diabetes (Waheed et al., 2015).
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Conclusdo

4. Conclusao

Ha cada vez mais informagdo sobre os marcadores inflamatorios da Diabetes
mellitus, o seu papel na regulacio da inflamagdo e as suas implicagdes no
desenvolvimento desta doenga (Calle & Fernandez, 2012). A patogénese da diabetes ¢
mediada por uma resposta inflamatoria € imune provocada por certas citocinas,

quimiocinas e interleucinas (Saxena & Modi, 2014).

As citocinas trabalham em conjunto para estimular a producdo de proteinas de
fase aguda. Por exemplo, os efeitos da IL-6 na sintese da CRP dependem da sua
interagdo com a IL-1. O que se sugere ¢ que as reagdes inflamatérias ndo dependem

apenas de um mediador, mas sim da interacdo de varios (Spranger et al., 2003).

A CRP ¢ considerada um dos biomarcadores epidemiologicos mais bem
estudados na pré-diabetes, diabetes e nas doengas cardiovasculares associadas a DMT2
(Grossmannm et al., 2015). Os niveis plasméaticos de hsCRP servem como um preditor
independente de futuros riscos cardiovasculares, mesmo em individuos saudaveis. Na
obesidade esta correlagdo ¢ menor, mas existe (Freeman et al., 2002). As citocinas pro-
inflamatorias, IL-6 e TNF-0, aumentam a expressio de CRP e varios estudos
descreveram importantes correlagdes entre um aumento dos niveis plasmaticos de CRP
e de TNF-0, e um maior risco de CVD e de Diabetes mellitus (Liu et al., 2016). Um
aumento dos niveis de adiponectina esta relacionado com uma sensibilidade a insulina e
com um menor risco de CVD. Ha um consenso de que a perda de peso estd associada a
uma diminui¢do de CRP e de TNF-a e a um aumento da concentracdo de adiponectina

(Calle & Fernandez, 2012).

As concentragdes plasmaticas de TNF-a encontram-se elevadas em individuos
obesos e com diabetes. Este fator provoca uma diminui¢do da atividade da tirosina
quinase em individuos com resisténcia a insulina, é responsavel pelo aumento da
expressao dos genes que codificam a IL-6 e a MCP-1 e contribui para a progressao da
aterosclerose. As suas concentracdes também foram correlacionadas positivamente com
niveis elevados de triglicéridos no plasma e com insuficiéncia cardiaca (Calle &

Fernandez, 2012).
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Os niveis plasmaticos da adiponectina encontram-se reduzidas em individuos
obesos, com CVD e Diabetes mellitus (Calle & Fernandez, 2012). Pde-se a hipotese de
que altos niveis de adiponectina possam contribuir, direta ou indiretamente, para o

atraso e/ou prevengdo da CVD e DMT?2 (Lim et al., 2014).

Altas concentragoes de IL-1p estdo relacionadas com a DMT1 e a DMT2 (Boni-
Schnetzler et al., 2008). Esta citocina pré-inflamatoria inibe o funcionamento das
células B pancreaticas e promove a apoptose celular (Banerjee & Saxena, 2012). A IL-
1B induz a expressao do IL-1Ra e reflete a resposta do organismo para contrabalangar o
aumento da atividade da IL-1B (Donath & Shoelson, 2011). Acredita-se que um
equilibrio entre o IL-1Ra e a IL-1 melhore o funcionamento das células B e o controlo

glicémico em individuos com diabetes (Banerjee & Saxena, 2012).

A IL-2 ¢ uma potente citocina pré-inflamatoria que exerce efeitos importantes na
biologia das células Treg e, portanto, na homeostase da resposta imune (Vargas et al.,
2015). O seu papel na DM ainda ndo ¢ bem conhecido devido a complexidade dos seus
mecanismos e ao facto de as conclusdes a que se chegaram serem apenas suportadas por

estudos em animais (Ferjani et al., 2016).

Os niveis de IL-6 encontram-se elevados na DMT2 e parecem ja estar assim
alguns anos antes do inicio da doencga, ou seja, a IL-6 também pode ser preditora da
diabetes (Kristiansen & Mandrup-poulsen, 2005). Na DMTI1 os estudos sdao mais
controversos, mas a sua concentracao parece também estar mais elevada (Van Belle et
al., 2014). Os seus niveis aumentam ainda mais quanto pior for o controlo da glucose

(Mirza et al., 2012).

A IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria cuja concentragdo se encontra
diminuida na DMT1 e na DMT2 (Speretta et al., 2014). Ela inibe a produgdo de
citocinas proé-inflamatorias como a IL-1, o TNF-a e a IL-6 (Lalani et al., 1997). Esta
interleucina nao acelera a diabetes mas providencia uma protegdo significante da doenga

(Tsiavou et al., 2004).
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A MCP-1 ¢ uma proteina expressa e secretada por adipdcitos, que estd envolvida
no recrutamento e ativacdo de monocitos e leucdcitos T no tecido adiposo e na indugao
da resisténcia a insulina sistémica, verificando-se que os seus niveis se encontram

elevados em individuos com DMT1 ¢ DMT2 (Waheed et al., 2015).

Assim, conclui-se que na Diabetes mellitus se verifica um aumento da
concentragdo de CRP no organismo, de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6
e MCP-1) e uma diminui¢do de citocinas anti-inflamatorias (adiponectina e IL-10). O
papel da IL-2 como citocina pré6 ou anti-inflamatéria na diabetes ainda nao foi
suficientemente comprovado. Embora ainda ndo haja um consenso no mecanismo da
resposta inflamatoria desta doenca, ndo hd como negar que a inflamagdo esta
efetivamente presente. As concentragdes destas citocinas podem servir como
marcadores da inflama¢do da Diabetes mellitus e ajudar na detecdo precoce e

intervengao das suas complicagoes.
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