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STRESS OXIDATIVO E SEUS EFEITOS
NA INSULINO-RESISTENCIA E DISFUNCAO
DAS CELULAS 8-PANCREATICAS
Relacao com as Complicacoes da Diabetes

Mellitus Tipo 2

J. Pedro LOPES, Silvia M. OLIVEIRA, J. SOARES FORTUNATO

RESUM O

A diabetes mellitus tipo 2, a mais prevalente ¢ grave doenga metaboélica a nivel mundial,
resulta da interacgdo entre factores genéticos e ambienciais. Em individuos geneticamen-
te predispostos a combinag@o de uma ingestao hipercaldrica e reduzida actividade fisica
¢ responsavel pelo aparecimento de um estado de insulino-resisténcia, o qual pode ser
compensado até certo ponto pelo incremento na secregdo insulinica (hiperinsulinemia).
Contudo, uma compensagdo insuficiente conduz a um estado de intolerancia a glicose,
que se pensa, actualmente, possa evoluir para diabetes. Os efeitos nocivos da hiper-
glicemia, aliados ao possivel aumento dos acidos gordos livres, sdo mediados pela acgdo
de moléculas altamente reactivas, os radicais livres de oxigénio ¢ azoto (ROS e RNS).
Dados actuais revelam que estas espécies reactivas funcionam como moléculas sinaliza-
doras envolvidas na regulacdo da fungao celular, sendo que o aumento da sua producao
ou a sua reduzida eliminagao causa stress oxidativo. Os radicais livres actuam directa-
mente, por dano oxidativo sobre macromoléculas (proteinas, lipideos, acidos nucleicos)
ou indirectamente, activando vias de sinalizagdo celulares sensiveis a mecanismos de
stress oxidativo. Neste trabalho serdo abordadas as vias reconhecidas como sendo as
mais influentes nos mecanismos de stress, nomeadamente: NF-kB, INK/SAPK, p38 MAPK,
PKC, AGE/RAGE, hexosaminas ¢ poliol. Acredita-se que estas cascatas sinalizadoras
sejam responsaveis pela insulino-resisténcia e secre¢ao insulinica diminuida, pelo que o
uso de antioxidantes como a vitamina C, E ¢ o acido a-lipoico seja visto como um passo
possivel para a abordagem das complicagdes da diabetes tipo 2. Sao igualmente discuti-
das potencialidades do acido acetilsalicilico nas patologias supracitadas.

SUMMARY

OXIDATIVE STRESS AND ITS EFFECTS ON INSULIN RESISTANCE AND
PANCREATIC 3-CELLS DYSFUNCTION
Relationship with Type 2 Diabetes Mellitus Complications
Type 2 diabetes mellitus, the most prevalent and serious metabolic disease worldwide, is
believed to result from the interaction between genetical and lifestyle factors. In genetically
predisposed people, the combination of a hypercaloric ingestion and reduced physical
activity is responsible for the appearance of insulin resistance. This state can be
overcomed, until a certain point, with increments of insulin secretion (hyperinsulinemia).
However, an insufficient compensation leads to a state of glucose intolerance, which can
evolve to diabetes, according to actual knowledge. The noxious effects of the
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hyperglycemia, allied with the possible increase of free fatty acids, are mediated by
highly reactive molecules, oxygen and nitrogen free radicals species (ROS and RNS).
Recent data suggests that these reactive species are signalling molecules and are
involved in the regulation of the cellular function, being its increased production or
reduced elimination a cause of oxidative stress. Indeed, those free radicals act directly
through oxidative damage on macromolecules (proteins, lipids, DNA) or indirectly,
activating single transduction pathways sensible to stress mechanisms. In this review,
we will consider the pathways recognized as the more significant in stress mechanisms,
namely: NF-AB, INK/SAPK, p38 MAPK, PKC, AGE/RAGE, hexosamines and poliol.
These signalling cascades are believed to be responsible for the insulin resistance and
reduced insulin secretion, therefore the use of innocuous antioxidant substances such
as vitamin C, E and the a-lipoic acid, is seen as a possible step for type 2 diabetic
complications management. We will also discuss acetylsalicylic acid potentialities in

the above-mentioned pathologies.

INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo 2 (e suas complicagdes), &
uma das principais patologias a nivel mundial, sendo que
se estima que a sua prevaléncia possa aumentar de 6%
para mais de 10% na proxima década’.

Uma das consequéncias deste facto prende-se com a
repercussdo que a diabetes tipo 2 tem em termos economi-
cos na gestdo dos cuidados e recursos de saude. Assim
sendo, torna-se fundamental conhecer os mecanismos
envolvidos na sua patogénese, a fim de se poder explorar
possiveis novos alvos terapéuticos!.

Tanto a diabetes tipo 1 como a tipo 2, possuem como
denominador comum um forte componente genético?. Con-
tudo, no que diz respeito a diabetes tipo 2, factores ambien-
ciais adjuvantes, como por exemplo de ordem hormonal,
consumo caldrico excessivo, sedentarismo e obesidade,
tém uma influéncia significativa na sua patogénese?.

E reconhecido hoje em dia que o desenvolvimento da
diabetes tipo 2 estd associado a uma combinagdo de
disfun¢@o das células B-pancreaticas e insulino-resistén-
cia. As células [3 conseguem compensar a resisténcia a
insulina através de um incremento na secre¢édo de insuli-
na (hiperinsulinemia) mas, com o tempo, uma compensa-
¢do insuficiente pode levar a instalagdo de um estado de
intolerancia & glicose3*. Actualmente, ¢ igualmente acei-
te que a hiperglicemia esta na base de muitas complica-
¢oes da diabetes, como sejam a nefropatia, neuropatia,
retinopatia diabéticas!. Este estado de hiperglicemia cro-
nica contribui, também, para a disfuncéo progressiva das
células B, com agravamento da resisténcia insulinica,
originando-se um estado conhecido como glicotoxici-
dade3-.

Paralelamente, ¢ demonstrado na literatura cientifica
que, niveis excessivos de acidos gordos livres, se tornam
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igualmente toxicos quando presentes de forma crénica,
sendo este estado conhecido como lipotoxicidade®.

Subjacentes a todas estas condig¢des estdo fendme-
nos de stress oxidativo, devidos a um desequilibrio entre
aprodugdo de espécies altamente reactivas (normalmente
dependentes do oxigénio — ROS e do nitrogénio — RNS), e
defesas antioxidantes, o que conduz frequentemente a le-
sdo tecidular!. E devido a sua capacidade para oxidar di-
rectamente lipideos, proteinas e DNA, que se cré que as
ROS desempenham um papel fulcral na patogénese das
complicacdes diabéticas mais tardias'-’. Para além desta
capacidade de infligir dano macromolecular, as ROS po-
dem funcionar como moléculas sinalizadoras que activam
varios processos bioquimicos sensiveis ao stress, poden-
do gerar alteragoes celulares que, em ultimo caso, sdo igual-
mente responsaveis pelo aparecimento das complicagdes
da diabetes. Estes processos fisioldgicos intracelulares
apresentam habitualmente como consequéncia a insulino-
resisténcia e a diminuigdo da secre¢do de insulina®.

Neste artigo de revisdo salienta-se o papel que o stress
oxidativo induzido pela hiperglicemia desempenha no agra-
vamento da insulino-resisténcia, disfungdo das células 3
¢ mais tardiamente no aparecimento da diabetes tipo 2.
Consequentemente, o desenvolvimento de novos agen-
tes que reduzam o grau de stress oxidativo e/ou a activa-
¢d0 de mecanismos de sinalizagdo sensiveis ao stress,
podera ser considerado uma nova e potencial abordagem
terapéutica.

Agentes Envolvidos no Stress Oxidativo e sua Contra-
Regulacio

Os radicais livres e outras espécies reactivas estao
envolvidos em muitas doencas humanas na medida em
que uma formag@o aumentada destes se traduz frequente-
mente em lesdo tecidular. Também na progressao da dia-
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betes ¢ suas complicagdes,
os radicais livres parecem de-
sempenhar um contributo
significativo®-10.

O termo stress oxidativo
¢ largamente usado na litera-
tura referindo-se a situagdo na
qual existe um desequilibrio
significativo entre a produgdo
de radicais livres e defesas
antioxidantes, levando a uma
potencial lesdo tecidular’-!1,

Por sua vez a designagdo
espécies radicais livres rel-
ne uma variedade de molécu-
las altamente reactivas que
podem ser divididas em cate-
gorias diferentes, nomeada-
mente as ROS, as RNS e RCS
(espécies reactivas ao oxigé-
nio, azoto e cloro, respectiva-
mente), sendo as tlltimas me-
nos frequentes. Os compos-
tos biologicamente mais rele-

COMPLEXO 1 Il II IV v

M+ + :(3H~%%H' + + o+

ESPAGO
INTERMEMBRANAR

i T\
MEMBRANA o, L L
MITOCONDRIAL INTERNA \ Q Y. ; | 1| P
1000000CC000000000000000 ] If s seve:l X (Y
vAe UK vAy ; L4
- - B AL d@b" () - o= =
» v 4 & v 4
/\ VO+H o
NADH+H'  NAD* /\ ADP+Pi  ATP
MATRIZ
MITQCONDRIAL Succinate  Fumarato
Fig. 1 — Mecanismo possivel de produgdo aumentada de superoxidos, na cadeia mitocondrial

transportadora electrées, durante o influxo celular de glicose. Este influxo contribui para uma
maior sintese de acetil-CoA que, por sua vez, conduz a produg¢do de dadores de electroes
(NADH) ao nivel do ciclo de Krebs. Este fenomeno aumenta o potencial de membrana (AUH"),
uma vez que os protoes sdo bombeados ao longo da membrana mitocondrial interna, na
propor¢do do fluxo de electrées através da cadeia transportadora de electrées. A inibi¢do do
transporte de electroes no complexo Il devido ao aumento do AUH" leva a um incremento da
semi-vida dos radicais livres intermedidrios da coenzima Q, que desta forma reduz o O, a O,
ADP (Adenosinha Difosfato); ATP (Adenosina Trifosfato); C (citocromo c); Complexo I, II, 111,
IV, V (complexos enzimdticos mitocondriais); H" (protdo);, NAD" (Nicotinamida adenina
dinucleotideo, forma oxidada); NADH (Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida);

vantes dentro de tais catego-
rias incluem o anido superéxido ("O,7), o radical hidroxil
(‘OH) e o radical peroxil (‘RO,), pertencentes ao grupo das
ROS. Dentro do grupo das RNS ha a considerar o 6xido
nitrico (‘NO) e o perdxido de nitrito (ONOO")!-11:12 A5
reac¢des que envolvem radicais livres sdo essenciais em
mecanismos de defesa como ocorre, por exemplo, com as
células do sistema imune (sobretudo neutréfilos e macro-
fagos). Contudo, se estes radicais livres sdo produzidos
em excesso, ou a sua eliminagdo se encontra comprometi-
da, podem causar morte celular e lesio tecidular!%:13,

Quando no organismo humano a ingestao caldrica ex-
cede o gasto energético, o substrato no ciclo do acido
citrico aumenta e, consequentemente, gera-se um excesso
de NADH mitocondrial (mNADH), bem como espécies
reactivas ao oxigénio (ROS)!4. Para se protegerem contra
os efeitos nocivos das ROS, as células podem reduzir a
formagcio destas e/ou optar pela remogdo das mesmas'4. A
prevengdo de formagdo das ROS é acompanhada pela in-
capacidade de criagdo de mais mNADH através da inibi-
¢do do «uptake» de nutrientes estimulado pela insulina,
bem como pela menor entrada de substratos energéticos
(piruvato, acidos gordos) na mitocondria.

A entrada de substratos no ciclo de Krebs gera como
produtos acetil-CoA e mNADH. A acetil-CoA, derivada
tanto da glicose (via piruvato), como dos acidos gordos

O (coenzima Q); ROS (reactive oxygen species).

livres (via B-oxidagéo), combina-se com o oxaloacetato
para formar citrato, o qual entra no ciclo de Krebs, sendo
prontamente convertido a isocitrato. A isocitrato desidro-
genase, enzima dependente do NAD™, gera NADH que,
quando se encontra em excesso nao pode ser consumido
através da fosforilagdo oxidativa (ou outros mecanismos),
pelo que o gradiente de protdes aumenta e os electroes
sdo transferidos para a molécula de O,, formando-se radi-
cais livres, sobretudo o anido superdxido!4!7 (Figura 1).
Em seguida, os anides superdxido podem ser convertidos
em outros ROS e RNS.

Para contrabalangar uma superproducao de radicais
livres aquando deste processo de fosforilagao oxidativa,
os tecidos encontram-se munidos com uma rede
endogena antioxidante!%-11-13 (Figura 2). Neste contexto
¢ importante esclarecer a defini¢do de antioxidante, que
se refere a qualquer substincia que, quando presente
em pequenas concentracdes comparado com as do
substrato oxidavel, atrasa ou inibe significativamente a
oxidacdo desse mesmo substrato!. Estio descritos na
literatura inimeros compostos antioxidantes embora ape-
nas alguns se encontram estudados em razoavel detalhe,
nomeadamente a vitamina E (RRR-0-tocoferol), a vitami-
na C (ascorbato), os flavonoéides, o acido a-lipdico, o
glutatido (GSH) e algumas enzimas como sejam a
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dismutase do superdoxido (MnSOD), a catalase ¢ a
peroxidase do glutatido!-!!.

A rede antioxidante ¢ habitualmente activada pela vi-
tamina E, a qual ¢ convertida a radical vitamina E, depois
de sofrer oxidagdo pelos radicais livres. Este radical vita-
mina E reage subsequentemente com a vitamina C, numa
reac¢do ndo-enzimatica, pela qual se regenera a vitamina
E. Por sua vez, o radical vitamina C formado pode ser redu-
zido a vitamina C pela acg¢do do glutatido.

Dados recentes documentam igualmente o grande po-
der antioxidante do acido a-lipdico, uma vez que apresen-
taum potencial redox da ordem dos -320 mV, potencial que
¢ ainda menor que o do sistema glutatido (-280 mV), moti-
vo pelo qual o acido a-lipdico pode regenerar o glutatido
oxidado. Além disso o acido O-lipdico consegue induzir a
sintese de glutatido, intervindo a nivel dos seus precurso-
res! (Figura 2).

REDE ENDOGENA ANTIOXIDANTE

MnSOD
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Hiperglicemia e Cascatas de Sinalizac¢io Sensiveis

ao Stress Oxidativo
Varios estudos in vivo revelam que o stress oxidativo,
secunddrio a hiperglicemia (e talvez acidos gordos livres),
ocorre antes das complicagdes mais tardias da diabetes se
manifestarem clinicamente, sugerindo que o stress oxida-
tivo desempenha um papel particularmente relevante na
patogénese desta doenca!®:1°. Uma area muito explorada
tem sido a regulacdo de vias celulares sensiveis ao stress,
que incluem o NF-AB (factor nuclear - £B), a p38 MAPK,
as cinases Jun NH,-terminal/cinases de proteinas activadas
pelo stress (JINK/SAPK), hexosaminas, produtos finais de
glicosilagdo avancada (AGE)/receptor para os AGE
(RAGE), aproteina cinase C (PKC) e a via celular do poliol.
Dados recentes demonstram que a activagdo destas cas-
catas de sinalizacdo celular esta relacionada nao s6 com o
desenvolvimento das complicag¢des da diabetes a longo
termo, bem como com a insulino-resisténcia ¢ a

disfungdo das células B pancreaticas!”.

A importancia da formagao de ROS na
inducdo de dano celular induzido pela
hiperglicemia tem sido apontada em
diferentes estudos. Por exemplo,
um estudo conduzido por Nishi-
kawa T et al2%, revelou que,
em células endoteliais de bo-
vino, a exposi¢do a um ambi-
ente hiperglicémico levou a
um aumento da producdo
intracelular de ROS e a acti-
vacdo de NF-kB. Foram tam-
bém observados niveis au-
mentados de AGE, de
sorbitol e ainda da activida-
de da PKC. Estes autores de-
senvolveram estudos adici-

Citocrome € oxidade

onais que envolveram a mo-
dulag@o da produgdo de ROS
mitocondriais, usando para
tal varios métodos, que inclu-
iam: o tratamento com CCCP
— carbonil m-clorofenilhidra-
zona (molécula desacopla-
dora da fosforilagdo oxida-
tiva), sobre-expressdo de
uma proteina desacopladora

Fig.2 — Mecanismo proposto na regeneragdo da rede endogena antioxidante. Notar as proprie-
dades antioxidantes do dcido +-lipoico e da dismutase do superoxido. MnSOD (Dismutase do
superoxido de manganésio); NAD" (Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma oxidada);
NADH (Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida); NADP* (Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato, forma oxidada); NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato,
forma reduzida). Adaptado de' .

(UCP) e sobre-expressao da
dismutase do superoxido de
manganésio — MnSOD (enzi-
ma antioxidante mitocon-
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drial). Cada uma destas abordagens bloqueou o aumento
da produgdo de ROS induzido pela hiperglicemia, bem
como a activagdo das vias subcelulares descritas (NF-kB,
AGE, PKC e sorbitol). Para além disso, os efeitos da hiper-
glicemia na formagao de ROS e na activacdo do NF-iB
precederam a estimulag@o de outros sistemas, pelo que se
pode inferir que a estimulagdo do NF-£AB, ¢ o evento de
sinalizagdo celular inicial20.

A extrapolag@o destas observagdes para outros tipos
celulares sugere que o stress oxidativo ¢ um processo
induzido precocemente na presenga de glicemia elevada,
sendo seguido de activag@o de outras vias celulares que

concorrem para o dano e disfungio celulares?!.

* Via do NF-£B. Alvo Inicial da Hiperglicemia

A cascata de sinalizag¢do que envolve o factor de trans-
cricdo NF-£B ¢ uma das vias intracelulares alvo da hiper-
glicemia, das ROS e do stress oxidativo mais bem estuda-
das. A sua activagdo pode ainda ser induzida por uma
série de estimulos enddgenos e exdgenos para além dos
referidos acima como por exemplo os acidos gordos livres
(FFA) em excesso, TNF-a (factor de necrose tumoral o),
IL-1B (interleucina 1) e outras citocinas pro-inflamatori-
as, AGE ligados aos RAGE, p38 MAPK, dano de DNA,
infecgio viral e radiagio ultravioleta?2.

O NF-kB exerce uma funcao fulcral como intermedi-
ario das respostas imunes ¢ inflamatdrias, bem como na
apoptose. Este factor nuclear ¢ responsavel pela regu-
lagdo da expressdo de um grande nimero de genes, in-
cluindo os ligados as complica¢des da diabetes (como
¢ o caso do factor de crescimento vascular endotelial —
VEGF)?!. Por sua vez, muitos dos produtos de gene
regulados pelo NF-£B activam por sua vez o proprio
NF-4B.

A activagdao do NF-kB ocorre através de uma via co-
mum que envolve tanto a indugao de fosforilagdo da I«kB,
como a sua degradagdo via proteassoma. Esta subunidade
inibidora (I£B) softre fosforilagdo por uma cinase de serina,
I4B cinase B (IKK-f), que ¢ depois fosforilada e activada

por cinases de serina adicionais?2.

* Via Celular das JNKs/SAPKSs

As JNKs/SAPKs sdo membros de uma superfamilia
complexa de cinases de proteinas serina/treonina. Esta
familia inclui também as cinases do p38 MAP (p38
MAPKs)?!. Estas cinases sdo activadas pelo stress, res-
pondendo a uma variedade de estimulos indutores de
stress, quer enddgenos como exogenos, dos quais se des-
tacam a hiperglicemia, as ROS, o stress osmético, a radia-
¢do UV ¢ o choque térmico.

As INKs/SAPKs activadas ligam-se ao factor de trans-
cri¢do cJun, fosforilando-o, sendo que este integra o com-
plexo factor de transcri¢do activador de proteinas (AP)-
1. A transactivagdo do cjun pelas INKs/SAPKs fortalece a
expressdo de determinados genes com locais de reconhe-
cimento pela AP-1, inclusivamente o proprio gene cjun,
iniciando uma ansa de feedback positiva.

Estas cinases encontram-se envolvidas na apoptose,
por exemplo ao nivel da célula endotelial humana, sendo
que o bloqueio desta via celular leva a um aumento da
sobrevivéncia celular, efeito também conseguido recor-
rendo-se ao uso de certos antioxidantes, como o ascorbato
(vitamina C)21-23.

* Via Celular da p38 MAPK

A semelhanca dos factores atras descritos, uma série
de estimulos enddgenos e exodgenos precede a activagao
desta via de sinalizagdo intracelular. A estimulagao desta
cascata influencia um grande nimero de processos celu-
lares envolvidos na inflamagdo, imunidade, crescimento
celular, apoptose, respostas tecidulares especificas ao
stress, através de regulacdo da expressdo génica e pela
modulagdo de outras vias subcelulares (como sejam as
mediadas pelo NF-£B, insulina, citocinas, araquidonato).
E de realgar que a p38 MAPK regula rapidamente outras
cinases de serina®. No caso da diabetes tipo 2, é frequente
esta via celular ser activada por episddios de hiperglicemia.
Begum et al?*
vasculares tratadas com insulina (100 nM) e glicemia ele-
vada (25 mM) durante 12-24h, apresentavam indugdo da
activagdo da via p38 MAPK?4,

Tendo em conta toda a informagdo acerca destas trés
vias intracelulares de sinalizag@o, poder-se-a considerar
que o NF-AB, a INK/SAPK e a p38 MAPK sdo sistemas de
sinalizacdo sensiveis ao stress que, quando apresentam

observaram que, células musculares lisas

caracteristicas de cronicidade, podem levar as complica-
¢des mais tardias da diabetes mellitus tipo 28. Esta ¢ uma
area merecedora de investigacdo, ja que podera devolver
novos conhecimentos acerca da patogénese molecular da
hiperglicemia, bem como identificar alvos farmacologicos
para o tratamento e/ou prevencao das complicagdes dia-

béticas, a longo termo®.

* Via Celular da PKC

A concentragdo de diacilglicerol (um activador alos-
térico da PKC) encontra-se aumentada nos tecidos sujei-
tos a patologia e complicagdes diabéticas. Apos o aumen-
to da concentragdo de diacilglicerol, verifica-se que varias
isoformas da PKC sdo rapidamente activadas, sendo a
PKC-f a principal isoforma presente a nivel renal, vascula-
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tura e retina. Estados de hiperglicemia cronica relacionam-
se com um aumento na actividade da PKC e parecem estar
associados a muitos processos envolvidos na patologia
diabética, incluindo permeabilidade vascular e neovascu-
larizagao®.

E importante referir que a activagio da via da PKC,
induzida pela hiperglicemia, surge associada a outras cas-
catas de sinalizacdo celulares. A interac¢do entre esta via
de sinalizagdo e outras vias activadas pelo stress, parece
desempenhar um papel fulcral na determinagao dos efei-
tos a longo termo da hiperglicemia!®-2!.

* Via Celular dos AGE /RAGE

Os AGE (produtos finais de glicosilagdo avangada),
referem-se a um grupo heterogéneo de proteinas, lipideos
e acidos nucleicos que se formam por glicosilagdo nao
enzimatica, sendo que a sua formagdo ¢ estimulada na
presencga de hiperglicemia e stress oxidativo. Estes AGEs
ligam-se a receptores especificos na membrana citoplas-
matica das células (RAGE), gerando intracelularmente na
cascata de transdugdo do sinal radicais livres de oxigé-
nio e promovendo a activagdo da expressao génica. Por
exemplo, a expressao do VEGF na retina, um mediador da
retinopatia, uma das complicacgdes diabéticas a longo ter-
mo, esta aumentado apds a ligagdo dos AGEs aos
RAGEs%21.

* Via Celular das Hexosaminas

A activagdo da via biossintética das hexosaminas ¢é
despoletada pelo influxo excessivo de glicose ou acidos
gordos para varios tipos de células®, o que leva, por sua
vez, a insulino-resisténcia e ao desenvolvimento das com-
plicagdes tardias da diabetes. De facto, foi demonstrada a
activagdo da via das hexosaminas na presenc¢a de molécu-
las reactivas (ex. ROS, cuja formagdo fora induzida por
estados hiperglicémicos)3.

* Via Celular do Poliol

Esta via € iniciada a partir do momento em que os ni-
veis glicémicos aumentam. A hiperglicemia condiciona uma
estimulagdo da enzima aldose reductase, com formagao
subsequente de sorbitol, o qual pode ser oxidado pela
sorbitol desidrogenase originando frutose. A acumulagdo
intracelular de sorbitol é factor motivador de dano celular,
ja que quando acumulado ¢ responsavel pela activagdo
da INK/SAPK e p38 MAPK, ou seja, vias sensiveis a stress
oxidativo. Assim sendo, os proprios efeitos do sorbitol
sdo exacerbados, podendo manifestar-se sob a forma de
retinopatia, nefropatia, neuropatia, bem como contribuir
para o desenvolvimento de cataratas!®-2!.
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Stress Oxidativo e sua Influéncia nos Mecanismos de
Insulino-Resisténcia

A insulino-resisténcia ¢ um estado que se caracteriza
por uma resposta glicémica abaixo do esperado tendo em
conta a concentragdo sérica de insulina. Este termo so6
comegou a ser utilizado em 1922, varios anos apds a in-
trodugdo da terapia insulinica, para descrever doentes
diabéticos que necessitavam de um incremento nas do-
ses de insulina para um melhor controlo do seu perfil
glicémico?®.

Actualmente, a insulino-resisténcia ¢ parte integrante
de varias disfungdes, para além da diabetes tipo 2, como
sejam a hipertensdo, a doenga corondria, a obesidade, a
gravidez. Inclusivamente, a resisténcia a insulina pode ser
vista, a luz de novos conhecimentos, como o indice que
226 No pe-
riodo de instalacdo da diabetes, varios tecidos alvo da

melhor prevé o aparecimento de diabetes tipo

insulina (tecido muscular, adiposo e hepatico) comecam a
tornar-se resistentes a esta hormona”.

Sabe-se hoje que, varios factores contribuem para o
aparecimento da insulino-resisténcia, por exemplo a pre-
disposi¢ao genética. De facto, constatou-se que esta ¢
uma caracteristica da descendéncia de pais portadores de
diabetes tipo 2 e agregados familiares, tendo-se verifica-
do, em estudos longitudinais envolvendo certas familias,
que a insulino-resisténcia esta descrita como factor de
risco para o desenvolvimento da diabetes tipo 2. No en-
tanto, causas adquiridas também sdo importantes para o
seu desenvolvimento, como a obesidade, a gravidez ou
um estilo de vida sedentério®3:26,

Inicialmente a insulino-resisténcia ¢ compensada por
hiperinsulinemia, durante a qual a tolerancia a glicose ¢
preservada. A progressdo para uma tolerancia a glicose
diminuida ocorre sempre que a resisténcia a insulina au-
menta ou 0s mecanismos compensatorios de secregao insu-
linica se encontram reduzidos. A patofisiologia da insulino-
resisténcia envolve uma rede complexa de vias de sinali-
zagdo intracelulares. Esta cascata de sinaliza¢do oferece
um nimero de alvos (substratos) potenciais de cinases
activadas, incluindo o préprio receptor da insulina (IR) e a
familia das proteinas dos substratos receptores de insuli-
na (IRS). Para 0os IRS -1 e -2, especificamente, um aumento
na fosforilagdo da serina diminui a extensao de fosforilagao
da tirosina, sendo este aspecto consistente com a atenua-
¢do da acc¢do insulinica. As formas fosforiladas serina/
treonina das moléculas de IRS sdo menos capazes de se
associar com o receptor da insulina e com as moléculas
alvo subsequentes, nomeadamente a cinase do fosfatidi-
linositol 3 (PI 3-K), o que resulta numa acgdo insulinica
diminuida, incluindo a activag@o da proteina cinase de tipo
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B (PKB) e o transporte membranar de glicose. Além disso,
as formas fosforiladas de serina-treonina sdo mais sus-
ceptiveis a degradagdo proteassomica.

Esta demonstrado que o stress oxidativo esta envolvi-
do nesse processo de insulino-resisténcia®. Existe uma
grande variedade de cinases sensiveis ao stress que, quan-
do sdo activadas, sdo responsaveis pela atenuagdo dos
efeitos da cascata de insulina, nas proteinas IRS e, por
esse motivo, conclui-se que a presenca de stress oxidativo,
gerado das mais diversas formas (vide supra), esta asso-
ciado ndo s6 as complicacdes diabéticas, mas também a
resisténcia a insulina>?! (Figura 3). Em contrapartida, um
ensaio experimental demonstrou in vitro'3, que o uso de
antioxidantes, especialmente o acido a-lipdico, melhora a
sensibilidade a insulina, ja que contraria os efeitos do
stress oxidativo nas vias descritas anteriormente.

Os estudos experimentais, embora fornecam uma base
para os estudos clinicos, devem ser interpretados com
prudéncia, pois os modelos experimentais de diabetes, a
duragdo ¢ o tipo de tratamento antioxidante, bem como os
marcadores de stress oxidativo investigados, exibem uma
ampla diversidade. Por conseguinte, ensaios clinicos
randomizados em larga escala, com antioxidantes conven-
cionais, falharam em demonstrar algum beneficio para os
doentes diabéticos'?.

No actual estado da arte, parece portanto razoavel fa-
zer uma abordagem mais orientada no sentido de evitar a
formagao de espécies reactivas, bem como a sua elimina-
¢a0, recorrendo-se ao uso de classicos ou novos antioxi-
dantes!.

Stress Oxidativo e sua Influéncia na Disfunc¢ao das
Células B-Pancredticas

A insulina ¢ uma hormona peptidica composta por 51
aminoacidos que ¢ sintetizada, armazenada e secretada
nas células B do pancreas?®. Estas células B encontram-se
localizadas no seio dos ilhéus de Langerhans, grupos
especializados de centenas a milhares de células enddcrinas
que estdo anatémica e funcionalmente separadas do teci-
do pancreatico exocrino2®. Elas funcionam como sensores
que, em resposta a determinados estimulos glicémicos,
segregam uma quantidade apropriada de insulina para o
sangue. Estes estimulos sdo conseguidos através de vari-
os mecanismos: GLUT2 (transportador de glicose), a
glicocinase (um sensor de glicose) e o proprio metabolis-
mo da glicose. Todavia, todo este processo, percepgao de
estimulo — secregao, ¢ bastante complexo e envolve uma
série de acontecimentos, tendo o metabolismo mitocondrial
da glicose um papel crucial, ja que funciona como um elo
de ligagdo entre aqueles dois fenomenos®-2°.
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Fig. 3 — Teoria geral proposta de como a hiperglicemia e os
acidos gordos livres elevados (FFA) resultam na patofisiolo-
gia da diabetes através da formag¢do de ROS e na activag¢do
de numerosas vias celulares sensiveis ao stress. As ROS (e
RNS), através do dano molecular que infligem, podem desem-
penhar um papel directo na patogénese da diabetes. As ROS
também funcionam como moléculas sinalizadoras (andlogas
a segundos mensageiros), para activarem varias vias celula-
res sensiveis ao stress, (papel indirecto). Além disso, na diabe-
tes tipo 2, existe uma evidéncia crescente de que vias sensiveis
ao stress como o NF-KB, o p38MAPK, e JNK/SAPK, pelo au-
mento na concentra¢do da glicose e possivelmente nos niveis
de FFA, leva a um estado de insulino-resisténcia, bem como
secre¢do de insulina reduzida. Assim as ROS e o stress oxida-
tivo, induzidos pela hiperglicemia e niveis de dcidos gordos
aumentados, podem desempenhar um papel importante na
activa¢do de cascatas de sinalizagdo intracelular sensiveis ao
stress oxidativo. Esta sequéncia proposta pode incluir outras
vias celulares de sinaliza¢do sensiveis ao stress, como por
exemplo: produgdo elevada de AGE, sorbitol, citocinas e
prostandides, bem como a activa¢do da proteina cinase de
tipo C (PKC). Adaptado de’.

Como ja foi sendo referido ao longo deste artigo, é na
mitocondria que se formam radicais livres responsaveis
pelo processo oxidativo (Figura 1), mas este organelo ce-
lular acaba por ser também um alvo facil dessas mesmas
moléculas altamente reactivas, pelo que, a capacidade das
ROS e RNS causarem lesdo mitocondrial e subsequente-
mente atenuarem a secre¢ao de insulina ao nivel das célu-
las B, ndo serd de admirar’. Lenzen et al?’ constataram
igualmente que os niveis de expressdo das enzimas antioxi-
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dantes como a catalase e o glutatido (GSH), eram muito
baixos nas células 3 do pancreas, comparativamente com
os dos outros tecidos, confirmando que estas células sdo
facilmente afectadas por um ambiente oxidativo nocivo,
conferido pela presenca de radicais livres?’. Por conse-
guinte, a hipotese de que os fenémenos de stress oxidativo
estdo relacionados com a deterioracdo progressiva das
células 2 do pancreas parece ganhar forga. Varios estu-
dos!->:8:16.21 referem que a disfungdo B-pancreética, re-
sulta essencialmente de trés factores:

1) Exposi¢ao cronica a hiperglicemia.

2) Exposicao cronica a niveis elevados de acidos gor-

dos livres

3) Exposi¢do a uma combinagdo de ambos os efeitos

referidosem 1) ¢ 2).

Nos doentes portadores de diabetes tipo 2, a hipergli-
cemia cronica parece ser uma das principais causas de
dano celular B3, aliada a uma activa¢io de mecanismos de
stress oxidativo, nomeadamente a via do NF-kB, havendo
actualmente dados cientificos que apontam para a capaci-
dade pro-apoptotica desta cascata de sinalizacdo intra-
celular nas células produtoras de insulina!-28, Por estes
motivos, ndo sera de estranhar que informacgao recente
sugira a utilidade potencial do uso de antioxidantes na
prevengdo desta disfungdo pancreatica (Figura 3).

Potencialidades do Acido Acetilsalicilico no Tratamen-
to da Diabetes Mellitus Tipo 2

O acido acetilsalicilico parece ser responsavel, pelo
menos em parte, por uma atenuag¢do dos mecanismos de
insulino-resisténcia e formagao de radicais livres. Estudos
recentes envolvem a activagdo, dependente de acidos
gordos, da cinase da serina IKK-f3 (a qual desempenha um
papel chave na inflamagao dos tecidos), na patogénese
da insulino-resisténcia. Demonstrou-se recentemente que
altas doses de salicilatos inibem a actividade da IKK-[3,
podendo assim melhorar a resisténcia a insulina ¢ aumen-
tar a tolerancia a glicose em doentes portadores de diabe-
tes tipo 22930 Hundal et al?® verificaram, num ensaio rea-
lizado com doentes diabéticos tipo 2 que, quando subme-
tidos a tratamento com doses elevadas de acido acetilsali-
cilico (na ordem dos 7g/dia, durante duas semanas), ob-
servavam uma melhoria tanto da glicemia em jejum como
pés-prandial, um efeito que podera ser atribuido a um de-
créscimo nas taxas basais de producéo de glicose hepatica,
a um incremento da sensibilidade a insulina periférica e a
uma redugdo do clearance da insulina. Contudo, tendo em
vista a toxicidade potencial associada com doses elevadas
deste farmaco, estes investigadores revelam-se contra a sua
prescrigdo para o tratamento da diabetes tipo 22°.
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Estudos na mesma area sugerem igualmente que o aci-
do acetilsalicilico pode ser responsavel pela inibigdo da
absorcdo intestinal de glicose, o que pode de certa forma
limitar o estimulo de formagao de ROS, traduzindo-se numa
atenuacdo dos efeitos oxidativos3?.

Através desta informagdo emergente, os investigado-
res poderdo no futuro desenhar novas armas terapéuticas

para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2.
CONCLUSOES

Perspectivas Futuras

As moléculas reactivas desempenham um papel fun-
damental como segundos mensageiros intracelulares. Con-
tudo, quando as suas concentragdes excedem a capacida-
de de eliminagao, através da rede antioxidante endogena,
verifica-se um estado de stress oxidativo. A literatura ci-
entifica revela-nos actualmente que a formagdo de radi-
cais livres (ROS, RNS ¢ RCS), ¢ um factor importante no
inicio e no desenvolvimento da diabetes ¢ suas complica-
¢oes. Investigagdo realizada nos Gltimos anos sugere que
o stress oxidativo funciona como um elo de ligagao entre
um estado hiperglicémico e as caracteristicas patofisiold-
gicas tipicas associadas ao inicio e a progressao das com-
plicagdes mais tardias da diabetes tipo 2. Desta forma,
verifica-se, numa multiplicidade de tecidos, que uma glice-
mia elevada e acidos gordos livres em excesso, resultam
na formacao de espécies ROS e RNS, os quais criam um
ambiente oxidativo. Na auséncia de respostas compensa-
torias apropriadas da rede antioxidante endégena, gera-
se um desequilibrio redox, que se traduz numa activagao
de cascatas celulares sensiveis ao stress, como por exem-
plo as vias envolvendo o NF-AB, INK/SAPK, p38 MAPK,
AGE, RAGE, PKC, poliol. A activagao destas vias celula-
res tem como consequéncia a formagdo de produtos de
genes, que causam lesdo celular, sendo em tltima instan-
cia as responsaveis pelas complicagdes diabéticas a lon-
go termo. E de destacar que a activagdo destas cascatas
de sinalizag@o, ou semelhantes, parece interferir na resis-
téncia a insulina e na secre¢do desta mesma hormona, ten-
do assim um efeito directo na fungdo das células B do
pancreas.

Desta forma, o uso de antioxidantes pode revelar-se
relevante no que concerne a prevengdo da activagio des-
tas vias de sinalizagdo. Além disso, a identificagdo da base
molecular para a protec¢do conferida por uma variedade
de antioxidantes, contra o dano oxidativo, podera levar a
descoberta de alvos farmacologicos para novas terapias
permitindo a prevengdo, reversdo ou atraso do inicio des-
ta patologia.
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