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NEUROPEPTIDEO MELHORA A FUNGCAO DASNCI::LULAS
PROGENITORAS ENDOTELIAIS NA CICATRIZAGAO
DE FERIDAS DIABETICAS

Leal E. C., Figueiredo A,, Carvalho E.

Centro de Neurociéncias e Biologia Celular, Universidade de Coimbra, Investiga-
¢do, Coimbra

Introducdo e Objetivos: A neuropatia diabética periférica representa
um risco significativo de Ulceras cronicas. A diabetes leva a reducéo da
angiogénese na ferida, em parte, pela disfuncdo das células progenito-
ras endoteliais (CPEs). No entanto, o papel dos neuropeptideos na fun-
¢do das CPEs é desconhecido. Este trabalho visa a avaliar o papel da
neurotensina na funcdo das CPEs na cicatrizagao de feridas diabéticas.
Material e Métodos: A diabetes em murganhos foi induzida por
streptozotocina (STZ, intraperitoneal, 50 mg/kg/dia, 5 dias). Apds 6
semanas de diabetes procedeu-se a inducao de feridas ou isolamento
das CPEs da medula 6ssea. As CPEs de murganhos normais foram in-
cubadas em alta glicose (25 mM) ou normoglicemia (5,5 mM) e trata-
das com neurotensina (25-400 nM). As CPEs isoladas de murganhos
diabéticos também foram tratadas com neurotensina (100 nM). A fun-
¢Oes das CPEs foram avaliadas por medicdo de viabilidade (MTT), en-
saios de adeséo e medicdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Para o modelo de cicatrizacdo, foram criadas feridas de 6 mm de dia-
metro no dorso. O fecho das feridas foi avaliado até 10 dias ap0s a in-
ducéo. As feridas foram tratadas com CPEs derivadas de medula dssea
diabética e/ou incubadas com neurotensina (100 nM) por 3 dias, ou
veiculo. A angiogénese foi avaliada por imunohistoquimica com CD31,
um marcador de células endoteliais.

Resultados: A glicose elevada diminuiu a viabilidade das CPEs e a
neurotensina, em concentra¢des acima de 100 nM, reverteu esse efei-
to. A neurotensina reverteu a menor viabilidade (73% das CPEs con-
trolo, p<0,05), a adesdo diminuida (58% do controlo, p<0,05) e os ni-
veis elevados de ERO (148% do controlo, p<0,05) das CPEs diabéticas.
As feridas tratadas com CPEs diabéticas incubadas com neurotensina
apresentavam uma menor area de ferida no dia 10 (4% do tamanho
original da ferida) quando comparadas com as tratadas com CPEs ou
veiculo (32% e 35% do tamanho original da ferida, respectivamente,
p<0,05). Além disso, as CPEs diabéticas tratadas com neurotensina au-
mentaram a angiogénese no local da ferida (153% do veiculo, p<0,05)
quando comparadas as CPEs diabéticas (115% do veiculo) e veiculo.
Conclusoes: Esses resultados mostraram que a neurotensina possibi-
lita uma melhoria da viabilidade das CPEs em condi¢bes diabéticas,
diminuindo o stress oxidativo, o que possibilitou restaurar a funcdo
das CPEs diabéticas e melhorar a cicatrizacdo de feridas por um au-
mento da angiogénese.

Financiamento: FCT, EFSD, SPD/GIFT
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Introdugdo: No sentido de prevenir a diabetes tipo 2 (DT2) é crucial a
detegdo e intervencdo precoce, nomeadamente na pré-diabetes. De
salientar que a cirurgia bariatrica, mesmo antes da acentuada perda de
peso, tem elevadas taxas de sucesso na remissao da DT2, demonstran-
do assim a importancia de olhar para o intestino como 6rgéo metabo-
licamente ativo e potencial alvo no diagnodstico precoce e intervengdo
terapéutica. A homeostasia metabdlica é atingida através de uma in-
trincada comunicacéo entre os diversos érgaos; recentemente foi des-
crito um novo modo de comunica¢do no organismo: 0s exossomas.
Estes sdo pequenas vesiculas extracelulares capazes de transferir mate-
rial proteico e genético de uma célula para outra distante. Sabendo
que os enterdcitos libertam exossomas, colocamos a hipdtese de que o
ambiente intestinal, no contexto da dieta hipercaldrica, é alterado e
estas alteracdes serdo traduzidas no contetdo proteico dos exossomas
derivados do intestino (EDI), propagando desta forma a patologia.
Métodos: Murganhos C57BI/6J foram expostos a dieta hipercalérica e
dieta normal durante 12 semanas, com posterior confirmacdo de fe-
nétipo pré-diabético. Os exossomas foram isolados diretamente do
intestino a partir de um processo de separagdo por gradiente de den-
sidade, marcados e posteriormente analisados a nivel de tamanho,
partir de um equipamento de rastreio de nanoparticulas, e contetido
proteico, por espectrometria de massa e consequente analise proted-
mica com ferramentas bioinformaticas.

Resultados: Foi interessante observar que as proteinas presentes nos
EDI de animais hiperglicémicos estdo maioritariamente envolvidas em
fungdes metabdlicas como por exemplo glicélise e gluconeogénese.
Ainda, de realcar, a maior diferenga observada no que toca a proteinas
muito menos expressas nos exossomas provenientes de dieta hiperca-
|6rica sdo proteinas envolvidas no funcionamento do proteossoma,
ou seja, em mecanismos de degradacdo molecular; e as proteinas mais
expressas nestes exossomas, em comparagdo com os provenientes de
dieta normal, séo proteinas envolvidas no metabolismo de acidos gor-
dos. Vimos ainda que estes exossomas sdo maioritariamente captados
pelo figado e em particular pelas células de Kupffer.

Concluséao: Este trabalho sugere que os EDI realmente transportam
uma mensagem que reflete a condi¢do a que as células de origem
estdo expostas. Este estudo sugere ainda que os EDI medeiam um im-
portante eixo de comunicagdo na DT2, o eixo entero-hepatico.
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Introducdo: A esquizofrenia é uma doenga do foro psicolégico com
severas consequéncias nas capacidades cognitivas, sociais e emotivas.
Embora ainda n&o exista uma cura efetiva, antipsicoticos de segunda
geragao, como a Olanzapina (Ola) e o Aripiprazol (Ari), sdo frequente-
mente utilizados para o controlo da doenca. Contudo, o uso destes
antipsicoticos leva ao desenvolvimento de efeitos secundarios meta-
bélicos dos quais ndo se conhecem bem os mecanismos associados,
tais como ganho de peso, resisténcia a insulina e diabetes. Estes efeitos
levantam questdes ndo sé a nivel de satide como também econdmicas.
Objetivo: Este estudo pretende avaliar o efeito in vivo do tratamento
agudo e crénico com Ola e Ari em ratos Wistar, de forma a elucidar
qual o mecanismo responsavel pela alteragdo metabdlica e respetivo
impacto a nivel inflamatorio.

Métodos: No estudo agudo, 24 ratos Wistar foram divididos aleato-
riamente em 3 grupos aleatérios e tratados com veiculo (Ctr), Ola ou
Ari (5 mg/kg) por gavagem. Ap6s uma hora, a gordura subcutanea
(SWAT) e visceral (VWAT), figado e musculo gastrocnémio foram reco-
Ihidos, apds sacrificio, para posterior analise. No estudo crénico, 18
ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em 2 grupos e tratados
diariamente com Ctr ou Ola (5 mg/kg) por via intraperitoneal durante
6 semanas. Apds uma noite de jejum, estes foram sacrificados e os
mesmos tecidos recolhidos. A expressdo dos marcadores inflamaté-
rios foi obtida através de RT-qPCR e a analise de citoquinas pelo kit
LEGENDplex™ Rat Th Cytokine Panel (13-plex).

Resultados: No estudo agudo, a expressdo dos marcadores pro-infla-
matérios tende a aumentar, principalmente com Ola, em ambas as
gorduras quando comparadas com Ctr. No estudo crénico, ha um au-
mento significativo de IL-1b e CD11c (cerca de 200%, p<0,05) na SWAT,
enquanto que na VWAT, verifica-se o oposto, nomeadamente de IL-6
(cerca de 50%, p<0,05). Os marcadores anti-inflamatérios tendem a
aumentar em ratos tratados com Ola ou Ari, sendo significativo ape-
nas para TGF-b (cerca de 150%, p<0,05) no Gas (crénico). Ndo foram
observadas diferencas a nivel da expresséo de citoquinas.
Conclusdo: O aumento da expressdo de marcadores pro-inflamato-
rios no tecido adiposo também é observado em condi¢des de obesi-
dade e diabetes, uma vez que esta diretamente relacionado com o
aumento da resisténcia a insulina. Consequentemente, a libertagéo
destes marcadores pode também afetar diversos processos metaboli-
cos em varios 6rgéos, incluindo o figado e o musculo.
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A INIBICAO DE MIR-146A E MIR-29A PROMOVE A CURA DE
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Introducédo e Objetivos: As Ulceras diabéticas crénicas (DFUs) sdo ca-
racterizadas por niveis elevados de inflamagao, deficiente vasculariza-
cdo e re-epitelizagdo. O papel dos microRNAs miR-146a e miR-29a
ndo é conhecido na cicatrizacdo de feridas em diabetes. Este trabalho
pretende avaliar o efeito da inibicdo do miR-146a e miR-29a (indivi-
dualmente ou em combinacao), na cicatrizacdo de feridas in vitro e em
um modelo animal de diabetes tipo 1.

Materiais e Métodos: A diabetes foi induzido em murganhos com
streptozotocina (50mg/kg, ip, 5 dias consecutivos). Seis semanas apos
aindugdo do diabetes, foram induzidas 2 feridas de 6 mm de diametro
e estas foram tratadas duas vezes por dia até o dia 3 com os inibidores
de miR-146a e/ou miR-29a ou com controlo negativo. A cinética de
cicatrizacdo de feridas foi avaliada até o dia 10. As espécies reactivas
de oxigénio (EROs) foram avaliadas pela di-hidroetidina (DHE). A an-
giogénese foi avaliada pela marcagdo de CD31 por immunohistoqui-
mica. Os ensaios de migragéo in vitro (células HaCAT) foram feitos
apos a transfecdo com os inibidores de miR-146a ou miR-29a.
Resultados: A inibicdo de ambos miR-146a e miR-29a (2,5 nM) dimi-
nuiu significativamente a cinética de fecho de feridas (p <0,003 dia 8;
p <0,02 dia 9) em comparagédo com a inibicdo individual de cada miR
bem como com o controlo negativo (2,5 nM). A combinacdo dos dois
miRs melhorou significativamente a angiogénese. As EROs n&o foi al-
terada com a inibicdo do miR-29a, no entanto, estava aumentada com
ainibicdo do miR-146a (p = 0,04) e diminuida com o tratamento com-
binado dos dois miRs (p = 0,04). A inibicdo do miR-146a ou do miR-
-29a melhorou a migragédo dos queratinécitos HaCAT, apds 24 horas.
Conclusoes: A inibicdo dos miRs miR-146a e miR-29a parece melho-
rar o fecho da ferida por um aumento da angiogénese, uma diminui-
¢do da produgdo de EROs, e um aumento na migracdo de queratiné-
citos. Esses estudos sugerem que a inibi¢do do miR-146a e miR-29a
podem ser um potencial alvo terapéutico em feridas crénicas diabéti-
cas, no entanto, sdo necessarios mais estudos para suportar esta estes
resultados.

Fundos: FCT, EASD, SPD/GIFT
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TERAPIA NAO-VIRAL COM DUPLA AGAO ANTI-ANGIO-
GENICA: POTENCIAL PARA A RETINOPATIA DIABETICA

Aratjo R. S., Bitoque D. B, Silva G. A.

CEDOC- Centro de Estudos de Doencas Cronicas, Faculdade de Ciéncias Médi-
cas, Universidade Nova de Lisboa, Investigacdo, Lisboa

A Retinopatia Diabética (RD) é uma das principais complicagdes asso-
ciadas a progresséo da Diabetes Mellitus e a principal causa de perda
de visdo em individuos em idade laboral a nivel mundial. ARD é uma
doenga que evolui de forma progressiva, sendo que a RD proliferativa
poderd envolver neovascularizagdo e hemorragia dos novos vasos
sanguineos.

As terapias existentes encontram-se associados varios efeitos secun-
darios, e cerca de 30% dos doentes ndo respondem as terapéuticas.
Estes dados levam a necessidade de encontrar outros fatores que po-
derdo estar implicados na progressao da doenga e que poderdo ser
estudados enquanto alvos terapéuticos. Neste contexto, evidéncias
demonstram que o fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF) pode-
ra ter um efeito terapéutico na doenga, possuindo fungdes neuropro-
tectoras, anti-angiogénicas e anti-inflamatérias. O PEDF encontra-se
diminuido no vitreo de doentes com RD, potenciando a progressao da
doenga. Contrariamente, existem evidéncias de que o factor de cresci-
mento placentario (PIGF) possui uma importante acdo pro-angiogéni-
ca, encontrando-se em elevados niveis no vitreo de doentes com RD.

Neste estudo analisamos o potencial terapéutico do restauro do equi-
librio entre fatores promotores e inibidores da angiogénese na retina,
sendo que a sua forte desregulacdo é apontada como sendo a princi-
pal causa de neovascularizacdo em RD. Para tal, desenvolvemos um
sistema binario que simultaneamente expressa o PEDF e um shRNA
direcionado ao gene do PIGF, e avalidmos o seu impacto num modelo
animal de RD, ap6s injegdo subretinal.

Os nossos resultados evidenciam um aumento significativo dos niveis
de PEDF na retina neural e no epitélio pigmentar da retina (RPE) dos
ratinhos diabéticos Ins2Akita, assim como uma diminuicéo significativa
dos niveis de PIGF, 21 dias apds a injecdo. Adicionalmente, verificamos
uma redugado dos niveis de VEGF e das moléculas pro-inflamatérias IL-
1B e Ibal. Concomitantemente, observamos uma diminui¢do acentua-
da da permeabilidade vascular na retina e a regressdo da neovasculari-
zagdo em ratinhos com 11 meses, apds uma Unica injecdo subretinal,
sem qualquer impacto na densidade das células ganglionares.

Este estudo demonstra o potencial terapéutico do restauro do equili-
brio entre fatores pro- e antiangiogénicos na retina, representando
uma possivel futura estratégia para o tratamento de doentes com RD.
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Introducdo: O stress oxidativo é considerado um dos principais me-
canismos fisiopatoldgicos da diabetes mellitus (DM). A polpa do fruto
da Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. é utilizada no tratamento
da DM, mas até o momento, ndo existem relatos das propriedades de
suas folhas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antioxidan-
te e o efeito metabdlico do extrato aquoso das folhas de A. aculeata
(EA-Aa).

Material e Métodos: A atividade antioxidante de EA-Aa foi avaliada
através de ensaios de viabilidade celular e de imunocitoquimica em
células Cos-7 induzidas com H202 e marcadas com sondas especificas
de espécies reativas de oxigénio (EROs), Dichloro-dihydro-fluorescein
diacetate (DCFH-DA) e Dihydroethidium (DHE). Em sequéncia, deter-
minaram-se niveis de proteinas envolvidas na resposta ao stress por
Western Blot. Para a avaliacdo do efeito metabdlico de EA-Aa, ratos
Wistar (W) e diabéticos ndo-obesos Goto-Kakizaki (GK) com 12 sema-
nas de idade, foram tratados diariamente com EA-Aa 200 mg.kg'du-
rante 30 dias e parametros bioquimicos foram monitorizados. Apds o
tratamento, foram anestesiados e amostras de sangue foram colhidas,
e, de seguida, os ratos foram sacrificados para colheita dos 6rgéos.
Niveis de insulina, triglicerideos, 4cidos gordos e proteinas associadas
foram determinados por ELISA e Western Blot. Os procedimentos com
animais foram aprovados pelo ORBEA 13/2018.

Resultados: EA-Aa promoveu a diminui¢cdo da marcacao das sondas
DCFH-DA e DHE, demonstrando uma reducédo da geragdo de EROs em
células Cos-7, promovendo igualmente o aumento dos niveis de Sirt-1,
ERK, Nrf2 e catalase, importantes mediadores da resposta antioxidan-
te celular. O aumento das proteinas Sirt-1e Nrf2 também foi observa-
do no tecido adiposo epididimal dos ratos diabéticos apds tratamento
com o extrato. Estes efeitos foram acompanhados por uma melhoria
dos triglicerideos séricos e maiores niveis de PPARy no grupo GK-EA-
-Aa. Apesar de nao se verificarem alterages no perfil glicémico, ob-
servaram-se maiores niveis de GLUT4 no tecido adiposo no mesmo
grupo.

Conclusdo: O efeito antioxidante comprovado de EA-Aa nas células
Cos-7 esta provavelmente associado a ativacdo da via Sirt-1/Nrf2, o
que também foi visto nas analises de tecido adiposo epididimal, que
apresentou niveis superiores das proteinas da resposta antioxidante,
bem como um aumento das proteinas GLUT-4 e PPARy, importantes
mediadores da fungdo metabdlica.
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