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Introducdo: A diabetes tipo 2 (DT2) é uma doenca metabdlica atual-
mente considerada uma epidemia da era moderna. Diversos estudos
epidemioldgicos mostram que doentes com DT2 apresentam um risco
acrescido para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
nomeadamente doenga de Alzheimer (DA), tornando-se assim urgen-
te compreender quais 0s mecanismos subjacentes a morte neuronal
em contexto de diabetes.

Objetivos: Este estudo teve como principal objetivo compreender os
mecanismos moleculares envolvidos na neurodegeneragao associada
a DT2, dando particular enfase ao possivel envolvimento da proteina
oxiredutase contendo o dominio WW (WWOX), como gatilho da dis-
fungdo mitocondrial e morte de células neuronais.

Material e Métodos: Neste estudo foram avaliados os niveis de
WWOX ativada em cortex cerebral de ratos Goto-Kakizaki (GK), um
modelo espontaneo, ndo obeso, de DT2, com 6- e 14-meses de idade.
Adicionalmente, foram efetuados estudos em células diferenciadas de
neuroblastoma humano SH-SY5Y expostas a niveis elevados de glico-
se. No modelo in vitro foi avaliado o padréo de ativacdo da WWOX e
varios parametros mitocondriais de forma a tentar esclarecer a intera-
¢do da WWOX com a mitocondria.

Resultados: Nas amostras de cortex cerebral dos ratos GK observa-
mos que os niveis de proteina WWOX activada era superior em ani-
mais mais jovens. Curiosamente, nas células SH-SY5Y diferenciadas
expostas a niveis elevados de glicose os niveis da WWOX activada
ocorrem ap6s 24h de incubacdo. Também a este tempo de incubagéo
se observou um aumento dos niveis de p53 e acumulagdo do com-
plexo de particulas proteicas (TPC6A) na mitocdndria, proteinas que
interagem fisicamente com a WWOX, de um modo dependente do
seu estado de ativagdo. Curiosamente, as alteragBes nas proteinas
descritas anteriormente, parecem preceder a disfuncdo mitocondrial,
ativacdo de caspases e morte neuronal, os quais se encontram signi-
ficativamente alterados ap6s 48h de exposicdo a niveis elevados de
glicose. Por ultimo, e sabendo que uma acumulagdo de TPC6A na mi-
tocdndria potencia a formagdo do peptideo B-amildide, um dos mar-
cadores patoldgicos da DA, também observamos um aumento dos
niveis deste peptideo neurotoxico.

Conclusdo: Estes resultados sugerem que, em condic¢des de hiper-
glicemia, a ativagdo da proteina WWOX podera estar na origem da
morte neuronal associada a DT2, revelando-se um potencial alvo te-
rapéutico para prevenir alteracdes cognitivas e deméncia associada a
diabetes.

Trabalho financiado por fundos Europeus da FEDER, através do Programa Ope-
racional Factores de Competitividade — COMPETE 2020 (HealthyAging2020:
CENTRO-01-0145-FEDER-000012) e pela FCT (PEst-C/SAU/LA0001/2013-2014).
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Introducéo: O aumento das excursdes pos-prandiais (PP) de glicose
é a condicdo mais frequente em individuos com pré-diabetes. Neste
contexto, a hiperinsulinemia compensatéria observada esté atribui-
da a uma desregulacdo na clearance hepética de insulina (CHI) e/ou
um aumento da secregdo de insulina. A delegdo especifica do gene
da principal enzima envolvida na CHI, a enzima degradora da insulina
(EDI), no figado de animais (F-EDI-KO) reproduz o aumento de ex-
cursdes de glicose PP, comprovando o papel da EDI na CHI. Contudo,
nédo é conhecido o efeito da redugdo da degradacdo intracelular de
insulina no metabolismo hepatico, e mais especificamente na glicose
plasmatica. Este trabalho explorou a hipotese de que a reducdo da
degradacéo de insulina no figado pela EDI afecta a expressdo dos
transportadores de glucose (GLUT), diminuindo a capacidade de in-
ternalizacdo hepatica e contribuindo para o aumento das excursdes
glicémicas PP

Métodos: Murganhos C57BI/6 com a delegdo condicional da EDI em
hepatécitos e wild type (WT) foram utilizados e submetidos a dieta
controlo (CTL) ou hipercalérica. A avaliagdo da expressdo do gene do
principal GLUT hepatico, o Glut2, foi avaliada em figados de F-EDI-
-KO e respectivos WT, bem como a sua expressao proteica. Para esti-
mar a capacidade de captacdo de glicose nos hepatdcitos isolados de
animais F-EDI-KO e WT, estes foram submetidos a um ensaio ex vivo
onde foi avaliada a captacdo de um analogo de glicose fluorescente.
Resultados: F-EDI-KO apresentaram diminuicdo da CHI e uma re-
ducdo na expressdao de mRNA de Glut2 associada a um aumento da
excursdo de glicose PP. Nos animais WT em dieta hipercaldrica ob-
servou-se uma diminuicdo semelhante no mRNA dos Glut2, paralela
a uma diminuicéo da actividade da EDI no figado. Os niveis proteicos
de Glut2 acompanharam as alterages génicas, sugerindo uma menor
capacidade de internalizacdo de glicose. Em hepatdcitos isolados de
F-EDI-KO, a captagdo de glicose mostrou-se significativamente dimi-
nuida quando comparados com hepatécitos WT.

Concluséo: Estes resultados indicam que a expressao hepatica de EDI
é fundamental para a homeostasia da glicose PP e sugerem que a hi-
perinsulinemia compensatoria suprime a expressdo proteica de Glut2.
Alteracdes na CHI mediadas pela EDI parecem ter um impacto fisiopa-
toldgico na progressdo para a diabetes tipo 2.
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Introducdo: A dopamina é um mediador celular com importantes
funcdes a nivel central no metabolismo da glucose estando a bro-
mocriptina, um agonista dos recetores D2 dopaminérgicos, aprovada
pela FDA para o tratamento da diabetes tipo 2. A dopamina é produ-
zida nos tecidos periféricos, como o pancreas, rim, figado e o tecido
adiposo, contudo, os seus efeitos locais nos tecidos sensiveis a insulina
nao sdo conhecidos. Este trabalho investigou o papel da dopamina e
seus recetores na captacéo da glucose pelos tecidos sensiveis a insuli-
na e no seu metabolismo.

Materiais e Métodos: Estudou-se a captagdo de glucose em ratos
Wistar machos quer: 1) in vivo, na qual foi administrada um bolus de
glucose marcada, [*H]2-deoxyglucose (100uCi), por gavagem seguida
de um bolus i.v. com diferentes doses de dopamina (0.1-10uM) quer;
2) Ex vivo nos tecidos sensiveis a insulina: figado, musculo séleos e
tecido adiposo branco (TA). Os explantes foram incubados com dopa-
mina (10uM) ou bromocriptina (BR) (10uM), na presenga ou auséncia
de insulina (l), do antagonista do recetor D2, domperidona (DOMP,
50nM) ou de haloperidol (HAL, 500nM), antagonista D1 e D2. Foram
analisados por Western Blot a fosforilacdo do recetor da insulina (IR-
-Tyr972) e da AMPK.

Resultados: A dopamina (100nmol) aumentou a captagao da gluco-
se nos tecidos in vivo. Ex vivo, a dopamina aumentou a captacdo da
glucose no musculo séleos, e a BR no figado, efeitos estes bloquea-
dos pelo HAL e pela DOMP, respetivamente. No figado a dopamina
aumentou a ativacdo da AMPK, efeito que foi anulado na presenca
de DOMP. No TA a dopamina ou BR ndo aumentaram a captacdo de
glucose, mas potenciaram o efeito da insulina. No TA observou-se: 1)
aumento do IR-Tyr972 apds incubagdo com insulina, efeito que é di-
minuido pela BR, mas que aumenta apds incubacdo com DOMP; 2)
diminuicdo da ativacdo da AMPK na presenca de BR, efeito revertido
pela DOMP.

Conclusdo: No TA, dopamina e BR potenciam a captagdo da glucose
mediada pela insulina, contudo, a inibicdo do D2R potencia a fosfo-
rilagédo do IR e aumenta a ativagdo da AMPK. No figado, os receto-
res D2R modulam a captagdo de glucose e a fosforilagdo da AMPK
ao contrario do musculo no qual parecem ser os recetores D1 a ter
um papel na captagao de glucose. Podemos concluir que os diferentes
recetores de dopamina estdo envolvidos na captacdo de glucose nos
diferentes tecidos sensiveis a insulina por ativacdo de diferentes vias
de sinalizacdo.

Financiamento: FCT (UID/NEU/04539/2013; PD/BD/127822/2016), Sociedade
Portuguesa de Diabetes e Generis por fornecer a bromocriptina.
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Introducdo: Varios estudos demonstram que a diabetes tipo Il é um
fator de risco para o desenvolvimento da doenca de Parkinson. Em
condi¢Bes de hiperglicemia, os neurdnios sdo vulneraveis ao excesso
de acucares redutores, que levam a formacdo de produtos avanga-
dos de glicacéo (AGEs). Recentemente, demonstramos que a forma-
¢do destes AGEs na alfa-sinucleina, uma proteina chave na doenca de
Parkinson, potencia a sua patologia associada e pode determinar a
morte neuronal. E por isso essencial determinar se a glicacdo da alfa-
-sinucleina podera explicar a associagéo entre as duas patologias e se
é um fator determinante para o aparecimento de varias manifestacdes
tipicas da doenga de Parkinson.

Objectivos: Neste estudo pretendemos avaliar em modelos animais
se a glicacdo no cérebro podera induzir alteracdes comportamentais e
bioquimicas tipicamente observadas na doenga de Parkinson.
Material e Métodos: Neste estudo recorremos a ratinhos que so-
breexpressam alfa-sinucleina no cérebro (Thy1-hSyn) com 16 semanas,
nos quais foi injetada uma dose Unica de 0.45 pmol de metilglioxal
(agente glicante) ou uma solugdo controlo, por via intra-ventricular. 4
semanas apos cirurgia, foi avaliada a capacidade motora, cognitiva e
olfativa dos animais, bem como foram efetuadas analises bioquimicas
em varias regides cerebrais.

Conclusdo: Apos realizacdo de testes comportamentais tais como o
“pole” e “rota-rod” (motor); “Y-maze” (cognitivo); e “block” (olfativo),
verificdmos que a glicagdo induz disfun¢do motora, cognitiva e olfati-
va. Acresce que os niveis totais de alfa-sinucleina aumentam em algu-
mas zonas cerebrais como o cortex, estriado e mesencéfalo, factor que
se sabe contribuir para a patogenicidade desta proteina. Os nossos
resultados sugerem que a glicacdo contribui para o desenvolvimen-
to de manifestagdes tipicamente presentes na doenca de Parkinson.
De futuro, propomos estudar a eficacia de farmacos com potencial
anti-glicante no modelo animal descrito, de forma a identificar uma
nova abordagem terapéutica para a doenga de Parkinson, e que possa
igualmente prevenir o surgimento desta patologia em doentes com
diabetes tipo |Il.
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A doenca ndo alcodlica do figado gordo (NAFLD) esta intimamente
associada a diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), tendo sido demonstra-
do que a NAFLD ocorre em mais de 70% dos pacientes com diabetes
tipo 2. Além disso, a progressdo de esteatose hepética para fibrose é
frequente, sendo que 20% dos pacientes com DMT2 e NAFLD desen-
volvem esta condicéo.

Os macréfagos, células do sistem imunitario inato, desempenham um
papel fundamental na resposta inflamatdria e de reparagao tecidual
durante lesGes hepaticas agudas e cronicas e em danos hepaticos as-
sociados a disturbios metabdlicos, tais como a esteatose hepética e a
esteatohepatite.

A expressdo do recetor Trem-2 em macréfagos tem sido associada a
uma diminuig¢do da resposta inflamatéria, atuando como mediador da
ativacdo e sobrevivéncia de macréfagos.

Este trabalho teve como objetivo perceber o impacto do Trem-2 na di-
namica de macréfagos durante o processo de regeneragdo hepatica,
utilizando como modelos experimentais a administracdo de acetami-
nofeno (APAP) para indugdo de um dano agudo e de tetracloreto de
carbono (CCl4) para indugdo de um dano crénico, em ratinhos wild-
-type e Trem-2 KO.

Observou-se que enquanto os ratinhos wild-type recuperaram do
dano hepatico, os ratinhos Trem-2 KO demostraram persisténcia de
necrose tecidual no tempo de regeneracdo hepatica, apds o trata-
mento agudo e crénico. Ambos os tratamentos levaram ao desapa-
recimento das células Kupffer (macréfagos residentes do figado), sen-
do estas recuperadas nos ratinhos wild-type mas ndo nos Trem-2 KO.
Durante a recuperacdo tecidual, os macréfagos recrutados da medula
Ossea, em transigdo para o compartimento celular de Kupffer, expres-
sam niveis elevados de Trem-2 e demonstram um perfil transcritdmico
Unico denotando uma forte resposta ao stress oxidativo e o shut down
da resposta pro-inflamatéria. Além disso, a ablagdo genética de Trem-
2 promoveu a acumulagdo de uma populacdo de células endoteliais
associadas ao dano hepatico (LDECs) envolvidas em um programa
transcricional compativel com a desdiferenciacdo endotelial.

Esses resultados revelam que a dindmica dos macréfagos hepaticos
é controlada pelo Trem-2 e que esta esta relacionada com a desdife-
renciacdo das células endoteliais e a persisténcia da patologia. Des-
ta forma, propomos que o Trem-2 medeia a transi¢cdo da fase pro-
-inflamatéria para a reparagdo tecidual, promovendo a aquisi¢do de
propriedades restauradoras de macréfagos.
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Introducéo: Estudos epidemioldgicos recentes indicam que indivi-
duos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tém maior risco de desen-
volvimento da doenca de Parkinson (DP). Além disso, a concomitancia
de ambas as doencas acelera a disfungdo motora e acentua o declinio
cognitivo tipico da DP. A DP é uma doenga neurodegenerativa carac-
terizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na substantia nigra
pars compacta, que se traduz principalmente em varias manifestacoes
motoras. A acumulagdo e agregacéo da alfa-sinucleina (aSin) é tida
como determinante da perda neuronal. Embora, os mecanismos mo-
leculares subjacentes a associagdo entre estas patologias ndo sejam
claros, observou-se que no pancreas de doentes com DM2, os niveis
do enzima que degrada a insulina (EDI) diminuem e correlacionam-se
negativamente com os de aSin. Mais ainda, verificou-se que o EDI ndo
degrada a aSin, mas interage e impede a agregacdo e toxicidade da
aSin em células beta do pancreas. Desta forma, temos por hipdtese
que a potenciagdo do EDI no cérebro possa ter eficacia terapéutica
paraa DP.

Materiais e Métodos: Para investigar a patogénese da aSin, usamos
um modelo in vitro baseado na sobre-expressao da aSin, ou de uma
variante mais propensa a agregagdo (SinT) em células cerebrais. Ex-
ploramos o potencial papel protetor do EDI pela sobre-expressdo da
proteina nativa (EDI-WT) ou de uma variante sem fungdo de degrada-
cdo (EDI-E111Q). A citotoxicidade foi avaliada pela determinacdo dos
niveis de lactato desidrogenase libertados. Os niveis totais de aSin e a
sua solubilidade e agregacdo foram analisados por western blot e por
imunocitoquimica.

Resultados: Observamos que as duas variantes do EDI protegem da
citotoxicidade induzida pela aSin, o que sugere que a prote¢do nao
depende da atividade de degradacdo do EDI. Paradoxalmente, a so-
bre-expressdo do EDI resulta num aumento dos niveis de aSin. Uma
vez que esta aSin é menos citotdxica, investigdmos se o EDI previne a
formacdo de espécies oligoméricas e mais toxicas da aSin. De facto, o
EDI-E111Q aumenta a solubilidade da SinT em Triton X-100. Mais ainda,
as duas variantes do EDI favorecem a formac&o de inclusdes maiores,
descritas como sendo menos téxicas.

Conclusdes: Com este estudo concluimos que o EDI, ao suprimir a
patogenicidade da aSin, pode ter um papel protetor importante no
contexto da DP. Propomos assim que a potenciacdo do EDI neuronal,
podera prevenir o desenvolvimento ou a progressdo da DP, em espe-
cial em doentes com DM2.



