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Resumo

A diabetes mellitus é a mais corrente das doencas metabdlicas
afectando mundialmente cerca de 160 milhdes de individuos.A dia-
betes tipo 2 ndo insulino dependente é responsavel por cerca de
90% de todos os casos de diabetes. E necessaria uma melhor com-
preensio da base molecular da doenga de modo a implementar
novas tecnologias. A diabetes desenvolve-se pela faléncia da regu-
lagdo do nivel da glicémia em diversos tecidos.A insulina é produzi-
da no pancreas em resposta a hiperglicémia e liga-se ao receptor
da insulina (IR) tendo como alvo vérios tecidos e desencadeando
uma cascata de sinais derivados do IR. Subsequentemente o IR acti-
vado actua nas proteinas de sinalizagdo descendente no citoplasma
celular. Os Autores focam estudos recentes destacando a fungdo
das enzimas PTPs (fostatases proteina tirosina). E também referido
o facto do stress do reticulo endoplasmico (RE) ser primordial na
patogénese da diabetes. O stress RE também esta implicado na re-
lagdo da diabetes tipo 2 insulino resistente com o estado ponderal.
As dietas hipercaléricas induzem o stress do RE hepético suprimin-
do a sinalizagdo da insulina via activagio das cinases jun N-termi-
nais (JNK). O ER contribui ainda para a apoptose das células §3 in-
duzida pelas citoquinas em situagio de stress. E evidenciado o papel
dos PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) na regulagio
do armazenamento e catabolismo das gorduras dietéticas, com des-
taque para os agonistas PPARy actuando eficazmente como agentes
anti-diabéticos. Outros estudos experimentais referem as Sirtuinas
tendo como alvo terapéutico doengas especificas. A SIRT| actua
como um sensor ligado ao stress celular, quer esse stress se traduza
pela degradagao do ADN, stress oxidativo ou stress ligado a hipergli-
cémia. Refere-se também a func¢io da acil-diacil-glicerol-transferase
(DGATI) como uma enzima chave catalizando a sintese dos tri-
glicéridos. Os inibidores DGAT | tem um efeito evidente na fungao
normal da insulina. Sdo focadas outras linhas de investigacdo desta-
cando a fungdo dos receptores acoplados as proteinas-G (GPCRs),
evidenciando-se neste contexto a molécula CPRI19 actuando co-
mo um agente inverso que aumenta o AMP ciclico nas células pan-
credticas produtoras de insulina. Esta molécula é igualmente ex-
pressa nas células enddcrinas intestinais estimulando a libertagio
de GLPI, CIP e PYY, sendo reconhecida a fungio destas hormonas
na regulagdo da homeostase da glicose. Nos considerandos finais
os Autores referem-se aos estudos experimentais com vista ao
desenvolvimento de novos firmacos que ndo s6 incidam sobre a
sintomatologia das doengas metabdlicas mas que tenham igualmen-
te um papel relevante na paragem da progressio da doenga.

Abstract

Diabetes mellitus is the most common metabolic disease, affecting
over |56 million people around the world. More than 90% of all dia-
betic cases are accounted by type 2 non insulin dependent diabetes
mellitus. In order to generate new therapies a more complete under-
standing of the molecular basis of the disease is needed. Diabetes
develops due to a failure to regulate glucose level in the blood invol-
ving various tissues in their regulation. Insulin is produced by the pan-
creas to respond to elevation in blood glucose levels. Insulin binds to
the insulin receptor (IR) and targets the tissues within the cascade of
signals derived from its receptor. Subsequently the activated IR acts
on signalling proteins downstream in the cytoplasm.The Authors fo-
cus on the latest studies implicating PPTs (protein tyrosine phospha-
tases) enzymes.The fact that endoplasmic reticulum (ER) plays a role
in diabetic pathogenesis is also focused. ER stress also links insulin
resistance in type 2 diabetes and obesity. High fat diets induce liver
ER stress suppressing insulin signalling via JNK (Jun N-terminal kina-
se) activator and the ER stress contributes to cytokine induced 63-
cell death. The role of peroxisome proliferator activated receptors
(PPARs) in the regulation storage and catabolism of dietary fats is
also referred. Special emphasis is given to PPARy agonists as effica-
cious anti diabetic agents. Other experimental studies regard the
developing of Sirtuins as potential therapeutic targets. SIRTI is a
stress related sensor only active in cellular stress — DNA damage,
oxidative stress or stress related to increased glucose levels. Mo-
dified lipid biosynthesis is detailed referring DGAT | (diacyl glycerol
acyl transferase ) as the enzyme that catalysis the triglyceride synthe-
sis. DGAT | inhibitors have a profound effect on normal functioning
of insulin action. Other ongoing research accounts for the role of
GPCRs (G protein coupled receptors) and the leading molecular
GPR119 acting as an inverse agonist. This molecule increases cyclic
AMP in insulin producing pancreatic cells. GPR119 is expressed in
the pancreas and in the intestinal endocrine cells stimulating the
release of GLP, GIP and PYY.Final remarks emphasise the role of new
evolving therapeutics that may not only address the symptoms of
metabolic diseases but bring to a halt the disease progression.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas terapias tendo como alvo a
diabetes entre outras doengas metabdlicas é considerado
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prioritario pelas diversas empresas de Biotecnologia. Dados
casuisticos recentes da Associagio Americana da Diabetes
referem que existem cerca de vinte e quatro milhdes de
Americanos com diabetes. Acresce o facto de que aproxi-
madamente 32% de Americanos adultos sao clinicamente
obesos. Viérios laboratérios farmacéuticos trabalham na
charneira deste mercado que cresce de forma exponencial,
tendo apresentado os udltimos progressos obtidos no Con-
gresso que decorreu neste ano em Sio Francisco (USA)
designado de Groundbreaking Advances and Key Opinions in
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Metabolic Diseases and Drug Discovery and Development. Estas
empresas focam essencialmente os aspectos bioldgicos res-
ponsaveis pela progressdo da doenca. Foi enfatizado o papel
do stress decorrente no reticulo endoplasmico (RE) e das
vias inflamatorias. Estd j4 comprovado que a capacidade fun-
cional do RE é importante na evolugao patoldgica. Caso haja
um compromisso da capacidade ou homeostase do RE as
vias metabdlicas co-relacionadas terdao um efeito negativo na
insulina dos tecidos periféricos, sendo igualmente afectada a
funcdo macrofagica. Desta forma, a modulagao do RE acar-
reta beneficios terapéuticos em multiplas situagdes meta-
bdlicas. Estudos experimentais demonstraram que com a
melhoria do stress celular observam-se efeitos anti-diabéti-
cos e anti-ateroscleroticos muito relevantes. Tem sido ainda
possivel monitorizar a capacidade adaptativa funcional do RE
com a finalidade de identificar pequenas biomoléculas que
incrementem a sua fungdo. Outros estudos incidem sobre as
cinases do stress como a JNK (C-jun-N-terminal) que de-
sempenham um papel critico na diabetes tipo 2, bem como
noutras doengas metabdlicas. Foi recentemente descrita
uma modulac¢io alostérica desta cinase tendo como alvo o
local de ancoragem da enzima em vez da classica ligagao ATP,
evitando, deste modo, os problemas resultantes de reacgdes
cruzadas (Figura I).
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Figura | - Activacdo das vias da sinalizagio metabdlicas sobrepostas que
provocam um aumento do stress no RE bem como a actividade da JNK, que
desempenha um papel importante na promogio da diabetes tipo 2 e
aterosclerose.

Existe uma resisténcia das células a insulina na

ducdo hepitica, a captagio celular da glicose e o seu meta-
bolismo nos tecidos periféricos!?.

O receptor de insulina (IR) faz parte de uma familia de
receptores das tirosinas cinase (RTKs) que englobam o fac-
tor de crescimento tipo insulina (IGF-I) e o receptor de
insulina tipo co-receptor (IRR). O IR é uma glicoproteina
com duas subunidades o e duas subunidades 8. As subuni-
dades a encontram-se fora da membrana celular e estio li-
gadas por pontes bissulfito as 3 subunidades embebidas na
membrana plasmatica. A insulina actua ligando-se a superfi-
cie do IR e activando o receptor intrinseco da tirosina
cinase. Ocorrem em seguida a auto-fosforilagao do receptor
e a fosforilagdo de varios substratos que, por sua vez, facul-
tam os locais de ancoragem para a ligagao de varias molécu-
las da sinalizagdo decorrente a jusante, incluindo os quatro
receptores proteicos da insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4),
o CBL,o GBR2,0 p60 e o Shci. A ligagao destas proteinas
leva a novas activagdes de moléculas da sinalizagdo na via
metabdlica descendente, desencadeando a cascata da protei-
na cinase activadora mitogénica (MAPK) e a activagio de ou-
tras proteinas cinase serina/treonina (Akt, GSK3, PKC,
MTOR) e da fosfoinositidio-3-cinase (PI3K). Ocorre um con-
trolo da via da sinalizagdo da insulina quando os locais seri-
na do IR e dos seus substratos sio desfosforilados pelas
proteinas fosfatases ®%. Decorre também a fosforilagio da
cinase serina/treonina PKB/AKt com a consequente regula-
¢do dos componentes do complexo 4 do transportador da
glicose (GLUT 4), da proteina cinase C (PKC), da cinase 3 da
sintase do glicogénio (GSCK-3) e da cinase p70S6.A ligagdo
PKB/AKt é essencial para fun¢do da insulina através do con-
trolo da translocagdo GLUT4, da sintese do glicogénio e da
sintese proteica. A cinase p70S6 tem um papel regulador
chave da acgao promotora do aumento da insulina.

A PKCSB (isoforma da PKC) ¢ ainda um alvo para a preven-
¢do da nefropatia diabética que é a principal causa de doenga
renal no estadio terminal ®. Em modelos animais, a diabetes
induzida experimentalmente ocorre em ratinhos tratados
com estreptozotocma (STZ-rat e STZ-Rem 2 rat) bem como
no ratinho Lep r (receptores da leptina db/db). O tra-
tamento com os inibidores selectivos PKC, conduz a melho-
ria da hiperfiltragdo glomerular e redugdo da albuminuria.
A fosfatase-tensina PTEN (Figura 2), mapeada ao cromosso-

diabetes tipo 2 e a respectiva fisiopatologia AT
implica uma rede complicada de vias celulares, Y1
iniciando-se a via metabdlica quando a insulina
se liga ao receptor de insulina desencadeando
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A insulina é um péptido hormonal anabdlico
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ma 10 é uma fosfatase essencial para a molécula PIP3 regu-
lando negativamente a sinalizagdo descendente da insulina. A
producio das cinases fosfoinositidias Pl, PIP2 e PIP3 bem
como a activagdo da cinase/treonina AKt é inibida pela hi-
perexpressao celular da PTEN. A micro-injecgao de anticor-
pos anti-PTEN @ conduz a um aumento da insulina basal
bem como da insulina estimulada pela translocagio do com-
plexo 4 transportador de glicose (GLUT 4). As delecgdes
cromossomaticas da PTEN produzem uma elevagiao na sin-
tese de acidos gordos com aumento funcional da insulina
hepdtica e melhoria da tolerancia a glicose ©.

A cinase 3 da sintase do glicogénio (GSK-3) é o principal subs-
trato fisiolégico para as cinases serina-treonina PKB/AKt,
sendo a sua actividade inibida pela mediagcao de fosforilagiao
do complexo PKB/AKt em resposta a estimulagao por fac-
tor de crescimento. A inibicdo da GSK-3 conduz a modu-
lacdo de multiplos processos celulares regulados pelo GSK-
3 incluindo a sintese de glicogénio no musculo esquelético,
a sintese das células neuronais e a melhoria da hiperglicémia
através do aumento da sintese do glicogénio 7.

FUNCAO DAS PROTEINAS TIROSINA
FOSFATASES (PTPs)

Tem sido demonstrado que as PTPs (PTPa, PTPe, PTP-LAR,
PTPIB e SHIP-2) sdo reguladores negativos da sinalizagdo da
insulina, promovendo a desfosforilagao do IR e das proteinas
IRS através da remocgio das tirosinas fosforiladas. Ratinhos
geneticamente modificados com auséncia da PTPIB demons-
traram um aumento da sensibilidade a insulina e uma resis-
téncia a obesidade ®.A utilizagdo de oligonucleotideos “anti-
sense” contra a PTPIB tem confirmado o seu papel na sina-
lizagdo do receptor da insulina e na homeostase da glicose.
O tratamento com a rosiglitazona, agente sensibilizante da
insulina e agonista PPARy, tem demonstrado uma redugido
do aumento da expressio génica de SHIP-2 no musculo
esquelético e no tecido adiposo do ratinho db/db ©.

RECEPTORES ACTIVADORES DA
PROLIFERACAO DOS PEROXISTEMAS (PPARs)

Os PPARs (a, 0, e y) sio membros de uma familia de recep-
tores nucleares que desempenham uma fungdo na regulagao
do armazenamento e catabolismo das gorduras dietéticas,
ligando-se aos acidos gordos e seus metabolitos e regulan-
do a expressiao génica responsavel pelo transporte e meta-
bolismo desta moléculas intracelularmente. Os agonistas
PPARy sdo agentes antidiabéticos eficazes designados por
glitazonas que reduzem os niveis da glicemia plasmética, dos
lipidos e da insulina na diabetes tipo 2 (9. A activagdo do
PPARY nos adipocitos suprime a secre¢ao de moléculas hor-
monais sinalizadoras como o TNFa e a leptina que influen-
ciam a resisténcia a insulina. Os agonistas PPARy reduzem os
acidos gordos livres circulantes afectando indirectamente os
niveis de glicemia por vias metabdlicas que relacionam o
metabolismo dos hidratos de carbono e dos lipidos.

Deste modo o tratamento com agonistas PPARy aumentam
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a expressiao de numerosos genes implicados na lipogénese,
promovendo o transporte de glicose e acidos gordos para o
tecido adiposo, o que resulta no aumento da utilizagdo de
glicose no musculo esquelético e redugao da gliconeogénese
hepatica ".

SIRTUINAS

As sirtuinas sdo uma familia de proteinas homélogas que
inclui as proteinas des-acetilases dependentes de NAD+ que
desacetilam as proteinas catalisando a formagao de n-acetil-
adp-ribose a partir da por¢do de ADP-RIBOSE (do NAD) e
do grupo acetil que estd sendo removido da proteina. Re-
centemente as sirtuinas dos mamiferos tém sido ligadas a um
circulo cada vez mais amplo de actividades que englobam
resisténcia ao stress celular, estabilidade genémica, génese
tumoral e metabolismo energético (2. As actividades biolo-
gicas das proteinas sirtuinas des-acetilases sao responsaveis
pelo prolongamento da vida, aumento da estabilidade gené-
mica, transcri¢do e controlo da segregacdo de proteinas oxi-
dadas entre células mae e filha. As sirtuinas proteina diacila-
ses sio membros da familia SIR2 e incluem a SIR2 do fer-
mento, a SIR-2.1 e as proteinas humanas SIRT| e SIRT2. Os
nucledtidos e sequéncias de aminoacidos da sirtuina humana
SIRTI sdo definidos como SEQ ID n°l e 2 (nimeros de
adesdo Gen Bank NM_012238 e NM_036370, respectiva-
mente). Outros membros da familia incluem as quatro sirtui-
nas 2 formando-se proteinas adicionais como os genes de-
nominados “TGV” (homologos de SIR2): HST |, HST2, HST3,
HST4 bem como outros seus homoélogos humanos: hSIRT2,
hSIRT3, hSIRT4, hSIRTS, hSIRT6, hSIRT7.As composigoes far-
macoldgicas sirtuinas podem ser administradas em individu-
os para o tratamento de doengas croénicas com o objectivo
de proteger a célula da morte celular. Incluem-se doengas
associadas com a morte neuronal (neurodegenerativas, co-
mo a doenga de Parkinson ou doenga de Alzheimer) e/ou
morte de células musculares como a esclerose mdltipla, es-
clerose lateral amiotrofica, distrofia muscular (AIDS), hepa-
tite fulminante, retinite pigmentosa, mielodisplasias, doengas
isquémicas como o enfarte do miocdrdio e o acidente vas-
cular cerebral, doengas hepdticas (hepatite alcodlica, B e C),
osteoartrite, aterosclerose, doengas cardiovasculares e out-
ras. Um agente ou factor refere-se a qualquer molécula ou
complexo de moléculas, podendo ser um factor de cresci-
mento, tal como o insulin-like growth factor (IGF-I) ou a insu-
lina. As sirtuinas sdo usadas igualmente como agentes de
prevencdo ou tratamento do excesso de peso, obesidade,
condigdes pré-diabéticas, resisténcia a insulina, hiperinsuli-
némia, hiper pré-insulinémia, atraso de libertagao de insuli-
na, dislipidémia, hiperglicémia, intolerancia a glicose (diabe-
tes, diabetes tipo 2, sindrome metabdlica, sindrome X reti-
nopatia, neuropatia periférica, nefropatia, hipertensao e out-
ras doengas das artérias coronarias - CADs).

A investigagdo na diabetes estd focada na identificagdo de
pequenos activadores moleculares que s3ao estruturalmente
diferentes do resveratrol. O resveratrol é um trihidroxiestil-
beno encontrado principalmente em uvas e vinho tinto. Os
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Figura 3 - Via da sinalizagio metabdlica do receptor da insulina.

efeitos do resveratrol em amostras bioldgicas sio de grande
alcance como factor apoptéticos, agente anti-inflamatorio e
antioxidante "¥.A SIRT | é efectivamente um sensor relacio-
nado com o stress activando-se unicamente quando a célula
esta sujeita ao stress oxidativo, destruicdo do ADN ou stress
relacionado com os niveis de glicemia. Os estudos experi-
mentais decorrentes visam a definicio de moduladores da
SIRT| para as doengas metabdlicas, existindo todavia poucas
moléculas pequenas susceptiveis de activar estas enzimas.
Com base no conhecimento de que o resveratrol pode acti-
var enzimdticamente o SIRTI, a biotecnologia tem desen-
volvido ensaios para a triagem de bibliotecas quimicas nio
s6 para definir moléculas que actuam como o resveratrol
mas ainda que levem a activagio especifica da SIRTI. Algu-
mas dessas moléculas tém sido estudadas em modelos pré
clinicos na tentativa de compreender a relagdo da regulagio
da SIRT| nos varios tipos celulares e o impacto das peque-
nas moléculas na activagiao da SIRT| nas células, nos tecidos
e no préprio modelo animal experimental.

A SIRT | encontra-se ja na fase lla de experimentag¢do no que
diz respeito a diabetes tipo 2, sendo expectaveis novos de-
safios na terapia desta situagdo metabdlica.

INIBICAO DA SINTESE DOS TRIGLICERIDOS

A diacilglicerolaciltransferase (DGATI) é uma enzima que
catalisa o estadio final na sintese dos triglicéridos. A vanta-
gem dos inibidores DGAT| é o seu potencial para efeitos
alostéricos positivos nos niveis dos triglicéridos, particular-
mente no figado com grande impacto na ac¢do funcional da
insulina e na utilizagdo da glicose. Estudos experimentais
demonstraram uma redugdo substancial no nivel dos trigli-

céridos no figado de roedores bem como uma melhoria da
depuragio plasmitica. O recurso a uma dose Unica em vo-
luntdrios saudaveis do sexo masculino demonstrou que es-
tas previsdes eram correctas. Com base nestes dados iniciais
as companhias farmacéuticas (www.pfizer.com) planeiam es-
tudos experimentais multiplos. A investigacdo em ratinhos
“knockout” demonstrou uma reducio significativa dos niveis
de triglicéridos no figado, tecido adiposo e musculo esque-
lético. Os animais em questdo perderam peso e tornaram-
se resistentes a obesidade induzida por uma dieta hiperlipi-
dica. Estes dados permitem antecipar um impacto ndo sé no
tratamento da obesidade como na terapia da diabetes.

OS RECEPTORES ACOPLADOS
AS PROTEINAS G (GPCRs)

Desenvolvem-se varias linhas de investigagdo com base na hi-
potese estabilizadora da forma activa constitutiva dos GPCRs
para a gera¢do de um sinal sem a necessidade de identificar
a natureza de um ligando antes da descoberta de uma pe-
quena molécula para esses mesmos receptores. Esta é a base
da tecnologia CART (constituitively activated receptor techno-
logy) que aumenta a detecgdo e permite simultaneamente a
identificagdo do inibidor e do activador do receptor. Foi
recentemente descrito um agonista inverso — o GPRI19
(www.arenapharma.com) que permite obter uma molécula
que interage com o receptor bem como com a obtengio de
outros agonistas tendo como esqueleto o mesmo modelo
operacional. O GPRI19 aumenta o AMPc das células plas-
maticas produtoras de insulina. Outros trabalhos experi-
mentais demonstraram a expressio do GPRI19 nao sé no
pancreas mas também nas células intestinais enddcrinas es-
timulando péptidos hormonais como o GLPI, GIP e Pyy, que
regulam a homeostase da glicose e sdo regulados positiva-
mente pelo GPR119. O GPRI 19 tem um efeito positivo na
tolerancia oral a glicose e uma actividade mantida quando
administrado repetidamente para além de demonstrar uma
eficacia crénica nos modelos animais de roedores com dia-
betes tipo 2 com redugio da HB AIC e melhoria dos perfis
lipidicos e da glicemia.

CONSIDERANDOS FINAIS

As diversas causas da diabetes tipo 2 encontram-se portan-
to em debate permanente. Geograficamente existem popu-
lagdes humanas mais afectadas que outras com a ja descrita
incidéncia em populagdes asiaticas indianas, chinesas, japone-
sas, aborigenes australianos, afro-americanos e hispano-ame-
ricanos . De referir uma inesperada e surpreendente falta
de incremento na populagdo de origem europeia. Geneti-
camente a prevaléncia de gémeos monozigéticos diagnosti-
cados com diabetes tipo 2 é 100%. Todavia s6 20% de gé-
meos dizigéticos e irmaos nido gémeos desenvolvem esta
doenga metabdlica. Sabe-se que os factores ambientais e do
estilo de vida desempenham uma papel muito importante
induzindo um aumento da susceptibilidade genética associa-
da a um estilo de vida decorrente de um aumento de in-



gestio caldrica e do sedentarismo ®. A evolugdo terd desem-
penhado um papel sugerindo a existéncia de genes protec-
tores em periodos de fome passando por uma utilizagao nu-
tritiva mais eficaz, estimulando-se os depositos adiposos e o
ganho ponderal.

Na diabetes tipo 2 as células tornam-se resistentes a insuli-
na. De acordo com a actual revisio a respectiva fisiopatolo-
gia implica uma rede imbricada de vias de sinalizagao celu-
lares que se iniciam quando a insulina se liga ao respectivo
receptor incluindo outros fendmenos de sinalizagio que
produzem uma resisténcia aos efeitos da insulina. A com-
preensdo basica das proteinas e das suas vias metabdlicas
tem contribuido igualmente para os avangos biotecnolégi-
cos no estudo da diabetes tipo 2. De acordo com os alvos
celulares acima referidos desenham-se novos farmacos com
potenciais marcadores clinicos para a monitorizagao desta
doenga. O desenvolvimento destas novas terapias constitui
um desafio dada a natureza progressiva da diabetes. A es-
tratégia fundamental ¢ a identificagio de compostos que nio
s6 tenham um efeito inicial na redugdo da glicemia do san-
gue mas que venham a ter efeitos positivos a longo prazo
nos tratamentos da diabetes. A medida que a investigagio se
desenvolve desenha-se um futuro promissor para as novas
terapias que ndo sé visam o tratamento dos sintomas da
doenga metabdlica mas que levem a uma paragem na pro-
gressdo desse mesmo estado patoldgico. De referir que a
natureza multifactorial do ambiente e da base genética da
diabetes poderdo levar a identificagio de marcadores géni-
cos especificos que conduzam a terapias mais discriminati-
vas especificamente designadas para subgrupos distintos de
pacientes ou para os individuos em risco de desenvolver a
doencga.
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