2
%

Sy,
OqpE PO

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Departamento de Quimica e Farmacia

=
-
<
O
S

Recetores Nucleares
na Terapéutica Antidiabética

Amelia Marques da Silva

Dissertacao
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacéo da:
Professora Doutora Vera Ribeiro

2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

2
%

Sy,
OqpE PO

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Departamento de Quimica e Farmacia

=
-
<
O
S

Recetores Nucleares
na Terapéutica Antidiabética

Amelia Marques da Silva

Dissertacao
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacéo da:
Professora Doutora Vera Ribeiro

2012

Amélia Marques da Silva, n°® 34791
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

Recetores Nucleares

na Terapéutica Antidiabética

Declaracao de autoria de trabalho

Declaro ser a autora deste trabalho, que é origimaédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no textmstara da listagem de referéncias

incluida.

Copyright: Amélia Marques da Silva. A Universidade do Algatem o direito,
perpétuo e sem limites geograficos, de arquivauldigitar este trabalho através de
exemplares impressos reproduzidos em papel owrthafdigital, ou por qualquer outro
meio conhecido ou que venha a ser inventado, deugdr através de repositorios
cientificos e de admitir a sua cépia e distribuicdm objetivos educacionais ou de
investigacdo, ndo comerciais, desde que seja adaditaccao autor e editor.

Amélia Marques da Silva, n°® 34791 2
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

Dedicatéria e Agradecimentos

Quero agradecer...

...a Professora Doutora Vera Ribeiro, pela sua @@@&a na realizacdo desta
dissertacéo...

...a0S meus amigos e ao Marcio pela preocupacacemue® pelos momentos
gue passamos.

Quero dedicar esta dissertacdo a toda a minhaidaenih especial aos meus pais
e irmas, por todos os ensinamentos, conselhosénma&j preocupacao, motivacao,
presenca e bons momentos que me proporcionararstnéestes 5 anos académicos
como em toda minha vida.

Amélia Marques da Silva, n°® 34791 3
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

Resumo

A diabetesmellitus(DM) € uma doenca cronica que se caracteriza pades de
hiperglicemia. Mundialmente estima-se que cerca@4femilhdes de pessoas sofram de
diabetes.

A DM tipo 2 (DMT2), muitas vezes associada a oledgg pode resultar de
defeitos genéticos, ambientais e metabdlicos goeopam uma resisténcia a insulina e
incapacidade de secrecdo compensatéria de insdisa célulasp do péancreas,
provocando niveis elevados de glicemia.

Os recetores nucleares sdo uma superfamilia deedatte transcricdo, cuja
atividade depende da ligacéo de ligandos, queaegalexpressdo de genes envolvidos
numa série de processos biolégicos, como o mesabolglicidico. Alguns membros
desta superfamilia sdo por isso potenciais alvoapéeiticos para o tratamento da
DMT2, sendo o recetor nuclear PPARalvo terapéutico das tiazolidionedionas (TZD),
uma classe de farmacos antidiabéticos.

Outros recetores nucleares poderdo vir a ser de@péuticos de futuros
farmacos antidiabéticos como o PRARPAR3, FXR, LXR, CAR e PXR. No entanto,
para que estes recetores nucleares possam aesirudilizados no futuro, € necessario
desenvolver mais estudos, ampliar o conhecimerdo/ida em que estdo presentes e 0
modo como interferem nestas.

A terapia farmacoldgica, relativa aos recetoresleames, podera passar no
futuro, pelo desenvolvimento de ligandos que seajamduladores seletivos para cada
um dos recetores. Pretende-se que da sua ativegélberapenas a manifestacdo de
efeitos desejaveis, como os de controlo da gliceatiavés por exemplo, da melhoria
da sensibilidade a insulina e da regulacdo da ss@oede enzimas envolvidas no
metabolismo glicidico.

Esta monografia pretende estudar alguns dos resetarcleares, que estao, ou
poderdo estar, na base da patogénese da DMT2 esampleou poderdo vir a ser,
considerados alvos terapéuticos nesta patologia.

Palavras-chave: diabetesmellitus tipo 2; recetores nucleares; sensibilidade a inayli

neoglicogénese; moduladores seletivos da atividaddrN.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterizgd ab chronic state of
hyperglycemia. All over the world it is estimatddht about 346 million people suffer
from diabetes.

Type 2 DM (T2DM), often associated with obesity, yntasult from genetic,
environmental and metabolic defects, which causelim resistance and inability of
insulin compensatory secretion from pancreftells, causing high levels of glycemia.

The nuclear receptors are a superfamily of trapson factors, which activity
depends upon ligand binding, which regulate theresgioon of genes involved in a
number of biological processes, such as glucosabunk$m. Some members of this
superfamily are, thus, potential therapeutic targetr treatment of T2DM. Nuclear
receptor PPAR is already used as therapeutic target of thiam@dlones (TZD), a
class of anti-diabetic drugs.

Other nuclear receptors may become therapeutietsafgr future antidiabetic
agents, such as PPARPPAR3, FXR, LXR, CAR and PXR. However, for these
nuclear receptors to be used in the future, itasessary to develop more studies,
increasing knowledge of the pathways where theypersent and how they affect them.

Pharmacologic therapy, concerning nuclear receptoey in the future, pass
through the development of ligands which act asctiee modulators for each of the
receptors. The intention is that their activationly result in desirable effects, such as
the control of glycemia, through for example, im@d insulin sensitivity and
regulating the expression of enzymes involved nbalaydrate metabolism.

This monography intends to study the nuclear rexeptvhich are, or may be, in
the basis of T2DM pathogenesis and which are, oy b considered therapeutic

targets for this disease.

Keywords. type 2 diabetes mellitus; nuclear receptors; insukensitivity;

gluconeogenesis; selective modulators of the agtofithe NR.
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1. Histéria

A diabetes € uma doenca ja reconhecida desdegaidatie. Datado do séc. XV
a.C., o chamado “papiro de Ebers” descoberto ntoEggscreve ja um estado politrico
semelhante ao da diabetes.

No século VI a.C., Sushrut (Susruta) identificaabdtes e especifica que o seu
diagnéstico é feito através do sabor doce da udmaesmo aspeto é referido por outros
estudiosos asiéticos.

No século Il d.C., esta doenca € descrita clinicaepor Areteus da Capaddcia,
gue no seu relato, salienta 0 aumento do fluxoriha (polidria), a sede (polidipsia), a
perda de peso e fraqueza. E designada como “D&ibétemo de origem grega, que
indica o0 aumento do fluxo de urina e consequenteiredcdo exagerada de agua pelos
rins, expressando que a agua entrava e saia duorgado diabético sem se fixar nele.
Esta doenca é considerada na Antiguidade uma fsgntge morte” e Areteus refere
que a vida com esta doenca € curta e dolorosa.

Durante a Idade Média, no ocidente, ndo se dewdtea esta doenca nem
existem registos sobre ela, contudo, Avicena,diéieédico) muculmano do século X,
apresenta estudos sobre esta doenca no seu ligrmh€ da Medicina”. Nestes estudos
sao referidos, um apetite anormal, uma diminuig@® fdncbes sexuais e também um
sabor adocicado da urina. Também é descrita a g@aagtiabética e sdo indicadas
algumas formas de tratamento.

No ocidente, s6 no século XVII é que a diabetetavalser estudada, quando o
meédico inglés Thomas Willis redescobre o sabor dda&eurina dos diabéticos e
consequentemente, adiciona-lhe entdo a palaetitus do latim “mel”. Este médico
descreve também os sintomas associados a estagiatol

Quase um século depois, 0 médico de Liverpool, Batbobson, identifica o
acucar como o responsavel pelo sabor doce da wemao John Rollo mais tarde, o
primeiro a tentar delinear uma dieta pobre emdpii adequada a esta doenca.

O século XIX é marcado por grandes descobertasegaias por estudos
experimentais. Os primeiros estudos experimengdégionados com a diabetes, foram
realizados pelo médico francés, Claude Bernard, 1848. Entre estes esta, por
exemplo, a descoberta de que o agucar, que ap@egi;a é armazenado no figado na
forma de glicogénio. Outra descoberta importante, & associacdo da doenca a

Amélia Marques da Silva, n°® 34791
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obesidade e a vida sedentaria, pelo médico Bouahamdicando um tratamento

baseado na restricdo de glicidos e numa dietaigle Balor caldrico. E também neste

século, em 1869, que Paul Langerhans descreveppeheira vez, na sua tese de
doutoramento, pequenos grupos de células, em pigEEE de pancreas, apesar de
especular sobre a sua funcdo. Foi Edouard Lagupsseem 1893, classificou estas
células como “células de Langerhans” e sugeriu amanesmas formariam tecido

endocrino do pancreas, que produziria uma hormoeaeguzia a glicose.

No final do séc. XIX, em 1889, Oskar Mering e Jtsen Mikowski de
Estrasburgo, desenvolvem experiéncias de pancteatiec em cdes e chegam a
conclusdo que uma desordem pancreatica causa efigh@na vez que os caes
manifestavam os sinais tipicos desta doenca (plipolidipsia, polifagia) associados
com glicosuria e hiperglicemia.

No inicio do século XX Sir Edward Albert Sharpeyh&fer sugere que os
doentes com diabetes sao deficitarios de um quimproaluzido pelo pancreas, a
insulina. Este século é entdo marcado pela teataegvdescobrir a insulina. Apesar de
varios cientistas terem conseguido isolar extratgmiros do pancreas com capacidade
hipoglicémica, a insulina so6 foi descoberta em 1®2luniversidade de Toronto, fruto
de uma colaboracéo entre o cirurgido Frederick iBgnto seu aluno e assistente
Charles Best, o bioquimico James Collip e o figi@dta John Macleod. Em janeiro de
1922 e tratado com insulina o primeiro doente diab¢Leonard Thompson de 14
anos.

Este grupo de cientistas disponibilizou a patentatugamente e com a
colaboracdo com a empresa Eli Lilly & Co. dos EWdAnseguiu tornar a extracdo e
purificacdo da insulina viavel a nivel comerciatahdo esta molécula amplamente
disponivel na América do Norte e Europa a partilé23 e rapidamente também em
todo o mundo, salvando a vida a milhares de pasent

A descoberta da extragao e purificacdo da insupaenitiu melhorar a vida de
muitas pessoas com diabetes e foi responsavelapataiicdo do Préemio Nobel da
Fisiologia e Medicina em 1923 a Banting e Maclead decidiram partilhar o prémio
com Best e Collip. Foi também uma das maiores detapumédicas do século XX
neste campo, ndo sé porque transformou as expastaimelhorou a qualidade de vida
dos diabéticos, mas também porque aumentou asebg®tde trabalho no campo

experimental e biolégico, para o estudo da dialketks metabolismo dos glicidos.
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Apesar de a insulina ter ajudado no tratamentoialaetes ndo representava a
sua cura e esta doenca mantinha-se entre as pisi@gusas de morte por doencga.
Intensificaram-se, por isso, as pesquisas nest@aaque levaram a descoberta de
outras terapias farmacologicas como os antidiakgebcais.

Foi durante a Il Guerra Mundial que o farmacol@istncés Marcel Janbon
descobriu o poder hipoglicémico das sulfonilurejaando tentava encontrar uma cura
para a febre tifoide. A primeira sulfonilureia parderapia da diabetes tipo 2 foi posta
no mercado em 1958, porém muitas pessoas nao ckapoda melhor forma a este
tratamento e houve a necessidade de se procunarsdarmacos para este tipo de
diabetes.

Em 1940 o médico Jean Sterne, curioso com o apaeatd de hipoglicémia em
doentes tratados com biguanidas, utilizadas naaalpara tratar a malaria, comecou a
estudar a metformina, e foi em 1959 que este fayngamecou a ser utilizado como
antidiabético.

Desde entdo estudos cientificos, permitiram desdeev novas classes de
farmacos para o tratamento da diabetes, como dsdanés da a-glicosidase
(disponiveis desde 1990), sulfonilureias (dispasivesde 1998) e tiazolidinedionas
(disponiveis desde 2000). Estudos nesta area oantina ser realizados e novos

farmacos com novos alvos terapéuticos irdo surgir.

2. Epidemiologia da Diabetes

No século passado assistiram-se a grandes altsrdef®graficas e nutricionais
gue determinaram um aumento crescente e preocupanigco de desenvolvimento de
algumas doencas cronicas entre elas a diabetes.

A diabeteamellitusé uma doenca de grande incidéncia a nivel muedéalima
das principais doencas cronicas que atinge as s\@s&gedades. E muito comum e,
embora com uma distribuicdo ndo uniforme, afet@doas paises do mundo, todas as
etnias e todas as classes sociais (Pinto A., 20&@esentando uma importante causa
de morbilidade e mortalidade precoce.

De entre os tipos de diabetes, a de tipo 2 é a acoamim, correspondendo a
cerca de 90% dos casos. A incidéncia e a preval@mwste tipo de diabetes aumentam
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com a idade, estando também associados a esteldipliabetes fatores genéticos e
ambientais (Nunes J., 2010).

De acordo com a Federacéo Internacional de Dialji2€3, estima-se que em
2011, cerca de 366 milhdes de pessoas a nivel aluseliam afetadas pela diabetes,
correspondendo a uma prevaléncia de 8,3%. Em ceagauropa, para uma populagédo
entre 0s 20 e 0s 79 anos, estima-se que no mesmoeaxna de 52,8 milhdes de pessoas
seriam afetadas pela mesma doenca, o que correspamda prevaléncia de 8,1% (Fig.
2.1).

Ainda segundo a IDF, até 2030, a manter-se esti@era, 0 nimero de doentes
atingidos pela diabetes, rondara os 552 milhdeseatando a prevaléncia desta doenca
para os 9,9%. Este nimero corresponde a um aurder@onovos casos por segundo,
ou 10 milhdes por cada ano. A Europa e a Américhlalte tendem a apresentar uma
ocorréncia mais elevada em relagédo a outros caonésepor apresentarem populagdes
cada vez mais idosas (Nunes J., 2010).

<4 ®7-9
4-5 ®9-12
*comparalive prevalence 5-7 ®-172

Fig. 2.1 -Percentagem da incidéncia da diabetes em 2011 nurpapula¢do entre os 20 e 70 anos
Figura adaptada de Diabetes Atlas (52ed.).

O aumento da prevaléncia previsto para os proxiamas a nivel da diabetes,
deve-se ao novo estilo de vida que muitas poputagd@mecaram a adotar,
caracterizado por um lado pelo aumento de sedsemtasipelo aumento diiresse por
um estilo de vida modernizado e, por outro, a niwdricional, pelo aumento de

consumo de alimentos com elevado valor calériam¢riem acUcares e gorduras), pelo
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aumento de consumo de glicidos de absorcédo ragidleeducao da ingestédo de fibras
(Nunes J., 2010). A tudo isto junta-se o aumenteesfgeranca de vida dos doentes
diabéticos devido aos avancos da medicina.

Em Portugal, de acordo com o Relatério Anual del2dd Observatério
Nacional da Diabetes, em 2010 nas Unidades de Saamdiar (USF) de Portugal
Continental encontravam-se registados 203 913 ederdm diabetes, num universo de
3 509 354 utentes. De acordo com a mesma font@0&@, a prevaléncia desta doenca
nas idades compreendidas entre os 20 e os 79 @inde 12,4% (7% diagnosticada e
5,4% né&o diagnosticada), o que corresponde a der@l1 mil doentes.

Estatisticamente assiste-se a uma diferenca sighifa na prevaléncia da
diabetes entre os homens e as mulheres. A pagidddos apresentados na Fig. 2.2,
verifica-se que a ocorréncia de diabetes € maisimiividuos do sexo masculino (8%
diagnosticada e 6,7% nao diagnosticada) do queéndodduos do sexo feminino (6%

diagnosticada e 4,2% né&o diagnosticada).

H Diagnosticada ENao Diagnosticada

20%
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%

14,7 %

10,2 %
6,70%

Mulheres Homens

Fig 2.2 - Percentagem da incidéncia da diabetes ePortugal por sexo, no ano de 201@lados do
Relatério Anual de 2011 do Observatério NacionaDizbetes, em 2010.

Mais de um quarto da populacdo portuguesa entré0os os 79 anos tem
diabetes e pelos dados apresentados na Fig. 2ificaree que existe uma correlacéo

direta entre o aumento da prevaléncia da diabeteengelhecimento dos individuos.
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# N&o Diagnosticadas Diagnosticada

30%

25%

20%

15%

10%

5%

0%
20-39 40-59 60-79 Anos

Fig. 2.3 -Percentagem da incidéncia da diabetes em Portugabpfaixa etaria, no ano de 2010
dados do Relatério Anual de 2011 do Observatoricidfizl da Diabetes, em 2010.

No estudo de comparacédo do indice de massa coffd@) da populacéo face
a percentagem da populacdo com diabetes, verdicgie também existe uma
correlacdo direta entre estes dois fatores, umaaquez aproximadamente 90% da
populacdo com diabetes apresenta excesso de pegmesidade (Fig. 2.4). Segundo o
mesmo estudo uma pessoa obesa apresenta um ésc@zes superior de desenvolver

diabetes do que uma pessoa com IMC normal.

49,20%>0%

0
50% 39.60%

40%
30%
20%
10%

0%
IMC <25 25<IMC < 30 IMC<30

H Com Diabetes M Sem Diabetes

Fig. 2.4 - Distribuicdo da populacdo com e sem diabkes por IMC em Portugal, no ano de 2010
dados do Relatério Anual de 2011, do Observatéacidhal da Diabetes, em 2010.
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A diabetes em Portugal tem uma importancia sigatifia nas causas de morte,
que tem vindo a aumentar ligeiramente nos Ultinmos &Tabela 2.1).

Tabela 2.1 -Obitos por diabetes em Portugal:dados do Relatério Anual de 2011, do Observatorio
Nacional da Diabetes, em 2010.

2000 2001| 2002| 2003 2004| 2005| 2006| 2007| 2008( 2009( 2010

N° OBItOS 3133 3956 4443 4546 4482 4569 3729 4392 4267 4603 4744

por DM
% da DM
non°Total 3,0 38 42 42 44 43 3,7 42 41 44 45
de Obitos

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (CiMi8abetes, sendo uma
doenca crénica com complicacdes subsequentes (fugera todos os 6Orgdos e
sistemas, sendo considerada a principal causa gieeica e insuficiéncia renal nos
paises desenvolvidos e um dos motivos por um graddeero de amputacdes dos
membros inferiores) e com grande exigéncia de clang cuidados, pde em causa a
qualidade de vida dos individuos, a sua longevidadesua produtividade enquanto
pessoas/cidadaos. Para além disso, é uma doengamperta grandes custos para 0s
doentes e suas familias, mas também para o sistersalde de cada pais, dependendo

esses custos do tipo de tratamentos disponiveis.

3. A Diabetes

3.1. Classificacéo Etiologica

A diabetes mellitus (DM) é uma doenca crénica de etiologia variada,
caracterizada por uma hiperglicemia provocada pstirthios do metabolismo dos
glicidos, lipidos e proteinatevido a deficiéncia na secrecdo da insulina, @ faé
efetividade desta nos tecidos, ou a ambas.

A classificagdo, atualmente aceite e aconselhatta @®IS e pela American
Diabetes Association (ADA), apoia-se e reflete dferentes estadios e os tipos
etiologicos da diabetes, contemplando também ouwtedsgorias de intolerancia a
glicose. Assim, a diabetes é classificada de qudatroas diferentes: Diabetdsellitus
tipo 1, DiabetedMellitus tipo 2, outros tipos especificos de Diabéddlitus e Diabetes
Mellitus Gestacional.
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Para além destes varios tipos de diabetedlitus € de referir também a
existéncia de dois tipos de intolerancia a glicapee frequentemente sdo estadios
intermédios de hiperglicemia anteriores a diabetesnomalia da Tolerancia a Glicose

(ATG) e a Anomalia da Glicemia em Jejum (AGJ).

3.1.1. Diabetesvidlitus Tipo 1

A diabetes mellitus do tipo 1 (DMT1) representacaede 5-10% de todos os
casos de diabetes. Apesar de ser mais frequentiaieas etarias mais jovens, pode
todavia, manifestar-se em todas as faixas etarias.

A DMT1 é consequéncia de uma progressiva destr@gémmune das célulfs
do pancreas, que conduzem a uma producéo defaité@ninsulina ou a sua inexisténcia.
Por este motivo, os pacientes poderdo desenvobteaddose e sdo dependentes da
terapia com insulina para sobreviver.

Geralmente, considera-se que existe uma predigmosignética para esta
destruicdo autoimune das célufasassociada a fatores ambientais precipitantegseNes
tipo de diabetes sao identificados marcadores d&uigho imunoldégica como, por
exemplo, os anticorpos que atacam as células la@ssilde Langerhans, anticorpos que
atacam a insulina e a descarboxilase do acidorgicté(GAD).

Existe também a forma idiopatica de DMT1, que se&atariza por nao ter
etiologia conhecida e ndo apresentar evidénciaproeessos autoimunes, apesar de
manifestar insulinopenia e tendéncia para cetoaeidBste tipo de diabetes, apesar de
ser rara, manifesta-se principalmente em populagfiEmnas e asiaticas, o que sugere

uma forma de diabetes hereditaria.

3.1.2. DiabeteMdlitus Tipo 2

Cerca de 90-95% dos casos de diabetelfitusséo do tipo 2 (DMT2) e ocorrem
com mais frequéncia em adultos.

Neste tipo de diabetes existe insulina no corpegmcaesta é secretada de forma
insuficiente ou tem um efeito reduzido e esta némeate associada a uma resisténcia a
insulina devido a sua néo efetividade. E uma dognearesulta de uma combinagéo de
fatores genéticos, ambientais e metabdlicos queanievprincipalmente a
insulinorresisténcia e a incapacidade de secreg@apensatoria de insulina pelas

7

célulasp pancreaticas. Esta insulinorresisténcia é na nymole das vezes, a causa
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etiopatogénica primaria deste tipo de diabetesandst muitas vezes associada a
obesidade, frequentemente presente nos doentes.

A insulinorresisténcia pode ser provocada por ganwcanismos moleculares
entre os quais, uma deficiente sintese do glicogé&rom origem no transporte de
glicose (pelo transportador GLUT4), na atividadéhdgocinase Il ou na prépria sintese
do glicogénio, e ainda pode ser provocada pelalagéo de acidos gordos livres que
induzem resisténcia. Nos Ultimos anos, também e vierificado que as hormonas
intestinais, mais precisamente as incretinas (GL®-GIP), presentes em menor
concentracdo na DMT2, podem estar envolvidas em ammsoos de
insulinorresisténcia, uma vez que sao capazes mherdar a resposta de secrecdo de
insulina apds a ingestdo de glicose e tém atividad@glucagon e antiapoptoticas a
nivel pancreatico em situacgdes fisioldgicas normais

A DMT2 tem uma evolucdo lenta, podendo os doemama primeira fase,
apresentar niveis de insulina no sangue muito éteyade forma a compensar a
insulinorresisténcia. Este facto leva a que, noionda doenca, seja comum os doentes
ndo manifestarem sintomas caracteristicos da @sbetque torna mais dificil o seu
diagnostico. Com o tempo e com o desenvolviment®Ma 2, a insulinemia elevada
deixa de compensar a insulinorresisténcia e comegatido, a surgir 0s primeiros
sintomas.

Devido a referida resisténcia a insulina, a evalugésta doenca pode levar a
faléncia das célulgs do pancreas, iniciando-se uma paragem progressiMango dos
anos, da secre¢do compensatdria de insulina pte pastas células. Esta faléncia
progressiva, leva a que a evolucdo desta doenea,pasna primeira fase, por estadios
de hiperglicemia intermédia (ATG e AGJ) e passetggmsmente a DMT2Com o
tempo, para além da faléncia secretora cada vegz evaiente, a DMT2 é também
acompanhada por uma diminuicdo da massa das c@lulpsssivelmente devido a
processos de apoptose.

A predisposicdo genética, apesar de ser complexad® estar ainda
completamente esclarecida, a obesidade, o sed#ntag a idade sao fatores de risco

para desenvolver DMT2 e quando estes existem enitdimeo o risco € acrescido.

3.1.3. Outros Tipos Especificos de Diabetésd litus
Existem outros tipos de diabete®llitus mais especificos, mas menos comuns,

em gue a causa patogénica € identificavel, nomeztam
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- Infecdes- a diabetes relacionada com infecfes, deve-spacidade de alguns
virus, como por exemplo os citomegalovirus, os adiens, 0 sarampo e a rubéola,
serem capazes de causar lesdes ou até mesmordastadilulagd, desencadeando a
doenca.

- Endocrinopatias algumas doencgas enddcrinas, como a sindrome shérgua

presenca de glucagonoma ou feocromocitoma, podewogar diabetes devido a
hipersecrecdo de outras hormonas que antagonizg@oada insulina. Outras doencas,
como a presenca de somatostatinoma e o0 hiperaldost®mo podem originar
perturbacdes e desequilibrio na secrecao dessaarsedrstancia.

- Patologias do pancreas exdcrinqualquer patologia que afete o pancreas de

forma difusa, como uma pancreatite, traumatismbsyde quistica, pode vir a provocar
diabetes se causar lesbes nas célflaBm carcinoma neste 6rgdo pode também
provocar diabetes, mesmo que ndo afete o pancedasnda difusa.

- Diabetes induzida por quimicos ou farmaeds® compostos quimicos, como

0s glucocorticoides que podem induzir diabetes, gaonentarem a resisténcia das
célulasp pancreaticas a acao da insulina ou, no caso damelina, por destruirem
essas celulas.

- Formas especificas de diabateslitusimunomediada- quando a diabetes tem

origem numa causa imunoldgica, por associacdorasodbencas autoimunes que tém
uma etiologia diferente da DMT1, como aconteceasmale IUpus.

- Deficiéncia genética na acao da insuknquando existem anomalias genéticas

que afetam os recetores de insulina, causandaoghigeemia e hiperinsulinemia variada.

- Deficiéncia genética da funcdo das célfdasum tipo de diabetes especifico,

causado por esta deficiéncia que origina um déflee secrecdo de insulina e
consequentemente, pode provocar anomalias na si@ &gte tipo de diabetes
apresenta uma leve hiperglicemia na juventude dssor era anteriormenthamado
de “diabetes tipo adulto do jovem”. E normalmenteaudoenca genética herdada
autossomicamente de forma dominante, estando jéritss alguns cromossomas
responsaveis por este efeito.

- Outras sindromes genéticas associadas a diabsfiedromes genéticas, como

as sindromes de Down, Klinefelter e Turner, em gu@cidéncia de diabetes esta

aumentada.
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3.1.4. DiabetedMdlitus Gestacional

A diabetesmellitus gestacional é normalmente um tipo de diabetesittaio
que é diagnosticado durante a gravidez e que seatefacto de a mulher ndo conseguir
produzir a insulina suficiente para o seu estagtagenal.

Nestes casos, é importante que a mulher controleivess de glicemia para
minimizar os riscosassociados. Normalmente a diabetes desaparecesdédpoi
nascimento da crianga, no entanto, estas mulhpresemtam um maior risco de vir a
desenvolver DMT2 no futuro, e 0s seus bebés tarmd@esentam um risco acrescido

de vir a desenvolver obesidade e DMT2 em adultos.

3.2. Anomalia da Tolerancia a Glicose (ATG) e Anonia da Glicemia em
Jejum (AGJ)

A Anomalia da Tolerancia a Glicose (ATG) e a Anamdla Glicemia em Jejum
(AGJ) sao estadios intermédios entre a homeogtasial da glicose e a diabetes, que
caracterizam diferentes anomalias da regulacadatzse.

Enquanto a ATG é uma anomalia da glicose pos-pahrali seja, uma glicemia
elevada apés a ingestdo de alimentos, a AGJ é noraadia durante um periodo de
jejum, em que o valor de glicemia se apresentarsupo de referéncia, mas inferior
ao valor que é considerado para o diagnosticoatzeths.

As pessoas com ATG tém um risco maior de desenvBIMET2, apresentando
muitas caracteristicas comuns com esta doenca esgmrmuitas vezes associadas a
obesidade, a idade e a incapacidade do organistzana insulina que produz. Tanto a
ATG como a AGJ sdao disturbios propicios ao desemnweinto de diabetemellituse de

doencas cardiovasculares.

3.3. Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina est4 na origem de muitgslggias como a DMT2,
muitas vezes associada a obesidade. Caracterjra-béperinsulinemia, diminuicdo da
absorcao de glicose estimulada pela insulina nccotdiesquelético e diminuicdo da
capacidade da insulina para inibir a neoglicogéremtica e a lipdlise no tecido
adiposo (Wang, 2010).
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A resisténcia a insulina é caracteristica dos estaplie antecedem a DMT2, que
se comecga a manifestar quando as célulds pancreas deixam de conseguir secretar
insulina suficiente para compensar a resisténestaasubstancia (Wang, 2010).

Segundo Wang, no seu artigo de revisao de 2016feexiduas teorias com
bastantes seguidores na comunidade cientificagxpl&eam a patogénese da resisténcia
a insulina. Uma das teorias defende que a desggEguldo metabolismo dos &cidos
gordos, que leva ao anormal armazenamento decéiglos (TG) no musculo
esquelético e no figado (normalmente o armazenanusrs acidos gordos sob a forma
de TG, da-se no tecido adiposo) é a causa daémsigta insulina. Neste caso, ndo é o
aumento especifico dos TG que é responsavel psistéecia a insulina, mas sim o
aumento dos metabolitos intermediarios dos TG. d&eas por exemplo, que o0
diacilglicerol é responsavel por ativar membrodahailia de proteinas PKC, que levam
a fosforilacdo da serina do substrato do recetansidina-1 (IRS-1) e do recetor da
insulina-2 (IRS-2) no muasculo esquelético e no dggaespetivamente, interferindo
assim com a acao da insulina (Wang, 2010).

A outra teoria defende que a causa da resisténdaswdina associada a
obesidade esté relacionada com a inflamacdo, umauwe a obesidade € considerada
um estado cronico de baixo grau inflamatério, sendtecido adiposo o principal
responsavel por esta resposta inflamatéria. Nexte, @ obesidade € responséavel por
aumentar no tecido adiposo, no figado e nos magwéfa producédo de citocinas proé-
inflamatdrias como a TNF e a IL-6, que inibem abaacao da insulina (Wang, 2010).

Os dois mecanismos referidos nas teorias expostasiamente podem estar
presentes e atuar em simultaneo. Existem algungugNoarecem interferir num destes
mecanismos isoladamente ou nos dois a0 mesmo tgropessa razao podem ser uma

mais valia como alvos terapéuticos (Wang, 2010).

3.4. Sintomatologia e Complicacdes

Os niveis elevados de glicose na corrente sanguineacteristicos de todos os
tipos de diabetesellitustém, como consequéncia direta, a necessidadendigecsar a
falta de energia por parte das células e como qodseia indireta e a longo prazo, o
desenvolvimento de problemas a nivel renal, negiad) oftalmologico e cardiaco
(Fig. 3.1).
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Fig. 3.1 - ComplicagBes mais significativas assodis a diabetes e 6rgdos mais afetados por esta
doenca.Figura adaptada de IDF, Diabetes Atlas, 52ed.,2010

Os sintomas mais comuns da diabetes sao: hipergficeolitria, polidipsia,
polifagia, perda de peso, fadiga/falta de energiatabilidade.

E a falta de insulina ou a sua ineficacia, que mastarigem de todos os sintomas,
pois, sem esta, a glicose ndo é absorvida pelagasgimantendo-se no sangue e
causando hiperglicemia. Para além disso, o défecéndulina, leva ao aumento da
neoglicogénese e da glicogendlise que por sua fagem aumentar ainda mais a
glicemia. Devido a esta hiperglicemia ha um aumelgocosmolaridade que obriga a
glicose a passar para a urina, arrastando consagalg quantidade de agua provocando
polidria e também polidipsia para compensar a peéedagua.

A nao existéncia de glicose nas células conduz a procura de energia
alternativa a nivel celular, através de processogj@e se utilizam proteinas e lipidos,

armazenados no organismo, como fontes energétikastilizacdo de proteinas,
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presentes nos musculos, vai provocar fraqueza rfanseua degradacdo de lipidos
(lipdlise) e originar um excesso de corpos cet@icacidos gordos (produtos da
lipdlise) que irdo conduzir a uma cetoacidose,atarzada por nauseas, vomitos e um
halito de acetona. A reduzida utilizacdo de nutesme alesidratacdo celular provocam,

consequentemente, letargia, fadiga e periodosridgbilidade, bem como uma fome

constante e dificil de saciar (polifagia).

Os diabéticos, devido ao elevado teor de glicosesamgue que favorece o
desenvolvimento de microrganismos, sdo também rpespensos a desenvolver
infecOes recorrentes, a ter dificuldade de cicatdp e a desenvolver neuropatias
periféricas com sensacédo dolorosa de formigueirdoomnéncia nos membros.

A longo prazo, os elevados niveis de glicose dogeandanificam varias
estruturas como 0s vasos sanguineos, nervos esargéos. E por este motivo que a
diabetes esta associada a diversas morbilidaddésopagas, lesdes a nivel renal;
neuropatia, lesées a nivel neurolégico, com possiteeracées nos pés e amputacoes;
retinopatias, a nivel oftalmolégico com possivejumara; artropatia de Charcot e sinais
de disfuncéo autonémicdpenca cardiovascular, vascular periférica e vasodrebral,
principalmente se a hiperglicemia ndo for devidamenntrolada. A DM é considerada
a principal causa de cegueira e insuficiéncia renalpaises desenvolvidos e € também
uma das principais causas de amputacao dos memfaosres.

Estes motivos, obrigam e tornam prioritario, unorigo controlo dos niveis de
glicemia, recorrendo a terapéutica farmacoldgicd® farmacoldgica (dieta saudavel e
exercicio fisico regular), para prevenir ou retardalesenvolvimento dos problemas
que irdo surgir a longo prazo.

Frequentemente o0s sintomas classicos de diabet®spgéco explicitos
conduzindo a um diagnostico tardio e apenas quasdeomplicacdes cronicas se
comecam a manifestar. E, sem dulvida, muito imptetague a diabetes seja
diagnosticada o mais cedo possivel, a fim de dimimuisco de desenvolvimento de

outras complicacOes associadas a esta doenca.
3.5. Diagnostico
E crucial que o diagnéstico da DM seja correto, wea que cada tipo de

diabetes tem necessidade de terapéuticas difeentessultado de um mau diagnostico

ir ter consequéncias para o resto da vida do éoent
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Tendo em conta os sintomas que o doente apresantanfirmacdo do
diagndéstico assume diferentes procedimentos, cmefae trate de uma pessoa com
sintomatologia grave e grande hiperglicemia ou pessoa assintomatica com valores
de glicemia apenas ligeiramente acima do valortdinpara o diagnostico. Uma
hiperglicemia grave pode ser transitdria, se deééetan condi¢cdes especificas também
transitérias gtress agudo infecioso, traumético, circulatério,...) e néocondicao
suficiente como diagndstico de diabetes. Numa pesssintomatica o diagnostico
nunca deve ser feito com base num Unico valor aslod glicemia, sendo importante
pelo menos um teste a glicose no sangue/plasmaesuttado positivo, quer em jejum,
ao acaso, ou numa prova de tolerancia a glicode(PT&0). Quando os testes nao
permitirem confirmacédo do diagndstico de diabetedlitus é necessario manter uma
rotina de vigilancia e fazer novos testes periadeate até ter um diagndstico claro.

Muitas vezes, o diagnéstico é feito apdés o apaetion dos sintomas mais
comuns: polidria, polidipsia, polifagia, perda desp, fadiga. Normalmente, apds a
apresentacdo destes sintomas, o médico recorr@lisesna glicemia para fazer um
despiste e diagnodstico adequado da doenca. Paraliegmostico sdo considerados 0s

critérios abaixo indicados (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 -Critérios de diagndstico para a diabetesnellitus (DM) e hiperglicemias intermédias
Tabela adaptada de Pinto A., 2007.

Glicemia plasmatica em jejum| Glicemia plasmatica as 2h

DM >126 mg/dl (7,0 mmol/l) >200 mg/dl (11,1 mmol/l)

>140 mg/dl (7,8 mmol/l)
ATG <126 mg/dl (7,0 mmol/l) <200 mg/dl (11,1 mmoll)

>110 (6,1 mmol/l)
AGJ >140 mg/dl (7,8 mmol/f
<126 mg/dl (7,0 mmol/l)

1- Determinada com uma prova de tolerancia a gliooal (PTGO), teste em que se mede a
glicemia passado 2h ap6s a ingestédo de 75g desglico
2- Se for medida.

Para se fazer um correto diagnéstico de DM, poewvez necessario ter em
atencdo nao so os valores de andlises a gliceengrtomatologia, mas também alguns
fatores adicionais, como etnia, histéria familiadade, obesidade e patologias

concomitantes.
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4. Recetores Nucleares

Os Recetores Nucleares (RN) constituem uma sup#idade proteinas que
actuam como fatores de transcricdo. A sua atividastie dependente de ligandos e por
iIsso atuam como ativadores/repressores de traAsayige respondem a sinais, como as
hormonas, as vitaminas e os lipidos (Gerneaial, 2006; Sonodat al, 2008).

Nos anos 60, Jensen identificou bioquimicamenterogro RN, muito antes do
gene que o codifica ter sido clonado, ao descojouér a atividade das células alvo do
estradiol era mediada por um recetor com grandpecdica afinidade (Germain et al.,
2006).

S6 vinte anos mais tarde € que os primeiros rezetwicleares humanos foram
clonados. Em 1985, Evans e 0s seus colaboradosearam o primeiro gene que
codifica o recetor dos glucocorticoides (GR), e £886 foi clonado o recetor dos
estrogénios (ER) por Greene e Chambon. Desde entfios recetores nucleares foram
identificados e foram reconhecidos como uma supglifa de fatores de transcricdo
(Germainet al, 2006).

Os recetores nucleares regulam a transcricdo desgalvo, ativando-a ou
reprimindo-a, em geral através da ligacdo de ligan@uando os agonistas endégenos
(entidades hidrofébicas) se ligam aos RN, provoaama alteracdo na conformacéo dos
recetores, permitindo que estes se liguem, sobafod® monodimero, homo ou
heterodimero, a sequéncias especificas do DNAhamados elementos de resposta
hormonal (HRE) localizados na regido promotora,ude determinado gene alvo.
(Alexander et al, 2009). A ligacdo dos ligandos e as consequentesagdes na
conformacdo, levam também, ao recrutamento ou aé&so de outras proteinas,
originando um grande complexo multiproteico queprdmover a transcricdo do gene
(Alexanderet al, 2009).

Estudos filogenéticos dos RN mostram que estesraorgcom 0S primeiros
metazoarios, muito antes da divergéncia entrewed®s e invertebrados. A construcao
da arvore filogenética permitiu a classificacdo Bd& por grupos evolutivos, havendo
assim seis subfamilias. A nomenclatura de cada B&e¥minada pela subfamilia a que
pertence, pelo grupo e pelo nimero de membro, guesponde a sua posi¢do no grupo

a que pertence (ex. NR1C3 subfamilia de recetareleares 1, do grupo C, membro 3,
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7z

cujo nome comum é recetor ativado por proliferaslate peroxissoma — PPAR))
(Germain et al., 2006).

4.1. Estrutura

Estruturalmente, os RN sao constituidos por saisimios comuns, classificados
de A a F, que no geral se mantiveram, ao longoedgpo, com sequéncias e funcbes
semelhantes. As regides mais importantes sdo ofga@EndenominadoBNA-binding
domain (DBD) e ligand binding domain(LBD) e sdo estes dominios os mais
conservados ao longo da evolugdo. Na figura ab@g. 4.1) estd representada,
esquematicamente, a estrutura base dos RN (Geetnain2006; Sonodat al, 2008).

Hinge
ZF1 ZF2 _rr'f i F-2
ot I 555 B
\ A

AN A
AMB C D E F

Fig. 4.1 - Esquema da estrutura/dominios comuns dé¥N. Seis dominios (A a F): A/B contém o N-
terminal e o dominio de ativagdo AFatfivation function };, C é o dominio de ligagdo ao DNA (DBD
- DNA-binding domaijy constituido por doiginc fingers(ZF1 e ZF2); D é a regidunge E é a regido
constituida pelo dominio de ligacdo ao ligando (LBDigand binding domaine pelo dominio de
ativacdo AF-2 dctivation function 2 F é o dominio final C-terminal. Figura adaptagaGermairet
al., 2006 e Sonodet al. 2008

A regidao N-terminal (A/B), altamente variavel, énstituida pelo dominio de
ativacdo independente do ligando, chamado de AEtitétion function 1 Esta regido
pode também interagir com cofatores, como coatimedoou outros fatores de
transcrigcao (Germaiet al, 2006; Sonodat al., 2008).

O dominio (C) de ligacdo ao DNA (DBD) é a regidoisnaonservada,
constituida por doiginc fingersde cisteina, que se ligam a genes alvo em se@nci
especificas, chamadas de elementos de respostaorfa@rifHRE). As HRE séo
constituidas normalmente por duas pequenas amasify de seis nucledtidos
AGGTCA ou variantes, separadas por alguns nuclesitid especificidade de ligacao
de cada RN deve-se a orientacdo destas sequéhimagl.2) e a distancia entre elas
(normalmente entre 3 e 5 nucledtidos) (Gernedial, 2006; Sonodat al, 2008).

A regido hinge (D), é flexivel e faz a ligagdo entre a regidao DBa LBD,

permitindo que estas adotem conformacfes difereBste dominio tem a capacidade
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Y

conferir flexibilidade a estrutura dimerizada dobl, Rermitindo-lhes interagir com
varias sequéncias de HRE (Germairal, 2006; Sonodat al, 2008).

O dominio (E) de ligacdo ao ligando (LBD) é menosservado que o DBD e
funcionalmente é Unico para os RN, uma vez qusemresavel pelo reconhecimento do
ligando e pela sua ligacdo, pela dimerizac&o detoee pela interagdo com cofatores. E
constituido por 12 hélices sendo a ultima denonaisie-2 @ctivation function 2 cuja
funcao, dependendo do ligando, é ativar a trar@eriGermairet al, 2006; Sonodat
al., 2008).

O dominio final C-terminal (F), cuja funcdo aindg@uco compreendida, ndo
esta presente em todos 0s recetores e apresenénseg muito variaveis (Germagh
al., 2006 Sonodeet al, 2008).

A Homeodimero B Heterodimero C Monomero

ity

| —n — | T ——
HEE polindroma HEE repeticio directa Half Site HRE

Fig. 4.2 - Esquemas representando exemplos dos véarios tipos demerizacdo dos RN e da
respetiva ligacdo aos HRE do DNAA: Homodimerizacdo do GR e ligagcdo deste ao HRE
palindromaB: Heterodimero do RXR com XR (ex: FXR, PXR) e ligag&éste a um HRE constituido
por uma repeticdo diretal: Recetor monomérico ERR ligado a um HREIf site As setas
representam a regido de reconhecimento do RN, itddat pela sequéncia AGGTCA ou variantes.
Fiaura adaptada de Soncet al. 200¢.

Os RN podem ser classificados, conforme o tipogimiatas endégenos que se
Ihes ligam, em duas subclasses principais: recettgdhormonas esteroides e recetores
de hormonas néo-esteroides (Alexareteal, 2009).

A atividade dos RN e as suas vias de sinalizagde@siemamente complexas.
Estas podem ser genémicas ou nao, dependentedapendentes de ligandos e podem
mediar a represséo do gene, a libertacdo de répredssgene, a ativacdo do gene ou a
transrepressao do gene (Germetiral, 2006). Os dois principais mecanismos das vias
de sinalizacdo, e também os mais estudados, sao:

a) Alguns recetores, como os recetores de hormestasoides, estdo presentes
no citoplasma no estado inativado (e sem ligands$ociados a um complexo de
proteinaschaperonee heat shock(HSP). Quando o ligando atravessa a membrana

celular e se liga ao LBD do RN, induz mudancas @onécionais neste (no AF-2) que
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levam a dissociacdo do complexo proteico e do RNOsAa dissociagdo os RN,
normalmente, formam um dimero entre si ou com suRbdl. Este dimero entra no
nacleo, onde se liga ao gene alvo nas sequéngasiisas de DNA (HRE) e interage
com outros fatores reguladores da transcricdo, c@®moacetiltransferases e as
desacetilases, e com a RNA-polimerase, regulansionas transcricdo do gene alvo
(Alexanderet al, 2009 Sonodeet al, 2008).

b) Outros recetores, como o0s recetores de hormoBasesteroides, estao
presentes no nucleo (sob a forma de dimero ou liggmjo ao gene alvo no HRE e
também a um complexo correpressor, como por exeaplommplexo SMRT / NCOR
(SMRT - silencing mediator for retinoid and thyroid recepo NCOR - nuclear
recetor correpressQre HDAC (histona desacetilase). Depois da hornaguanista
passar o involucro nuclear, esta liga-se ao RN mRD Le induz mudancas
conformacionais neste (no AF-2), que facilitam #&etiacdo dos complexos
correpressores e da HDAC e o recrutamento de emiaties e complexos HAT (histona
acetiltransferase), resultando na transcricdo de geque o RN esta ligado (Alexander
et al, 2009; Sonodat al, 2008).

O facto da atividade dos RN depender de ligandweatos no elo de ligacao
entre os sinais do organismo e das células, e omggenio organismo (Sonoa al,
2008). Os RN regulam varios processos fisiolégiogsortantes, como o crescimento
de tecidos e formacdo de tumores, a reproducdesposta imunologica, a funcéo
cardiaca e vascular, a eliminacdo de toxinas,@rebstasia do metabolismo de lipidos
e de glicidos (Germaiet al, 2006; Sonodet al, 2008).

E por este motivo que a disfuncdo das vias deizagdlo controladas por estes
recetores esta associada a varias doencas repesjyroliferativas e metabolicas e,
consequentemente, 0s recetores nucleares poderpotarciais alvos terapéuticos,
através da utilizacao de ligandos que irdo modalagcdo/sinalizacdo destes recetores
(Germainet al, 2006; Sonodat al, 2008).

Atualmente existem muitos estudos, que demonstrarog RN controlam uma
grande variedade de processos metabdlicos, atdaveesyulacado da expresséo de genes
que codificam enzimas-chaves, transportadores eaoybroteinas envolvidas na
homeostasia metabdlica.

Mais a frente, neste trabalho, apresentam-se ogjlRNnterferem com as vias
metabodlicas energéticas, principalmente as relad@sm com o metabolismo dos

glicidos, que podem vir a ser ou ja sédo alvos éragos para diabetesellitustipo 2.

Amélia Marques da Silva, n°® 34791 32
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

4.2. Conceitos importantes relacionados com a simed¢do dos RN

Correguladores— macromoléculas como proteinas, que associadasRab

modulam a sua atividade transcricional. Os coativesl promovem positivamente esta
atividade, por recrutarem histona acetiltransferg$AT) que tornam o DNA mais
disponivel para transcricdo ao enfraquecerem gdmalas histonas com o DNA. Os
correpressores promovem negativamente a atividad&N, por recrutarem histona
desacetilases (HDAC), que reforca a ligacdo dawrias com o DNA, reprimindo
assim a transcricao do gene.

Agonista— ligando que induz a conformacgédo ativa do RN& qa coativadores
se ligam, levando ao aumento da expressao do gene.

Antagonista— ligando sem efeito regulador, mas que se ligRldce impede a
ligagéo de agonistas.

Agonista inverse- ligando que estabiliza o recetor na sua confo@iménativa e

consegue recrutar correpressores.

Agonista parcial- ligando que apenas é parcialmente eficaz cononistg,

independentemente da dose disponivel.
Modulador seletivo do receterligando seletivo cuja acéo e fungéo é especifica

e varia com o tipo de célula/tecidos e/ou promotoseja, podem ter uma acao agonista
num tipo de tecido e antagonista noutro. Por exerapl tecidos onde a concentracdo
de proteinas coativadoras seja superior as cos®pas, 0 ligando ird deslocar o
equilibrio na direcdo do agonista, enquanto que teados onde correpressores

dominam, o ligando ira comportar-se como um antggn

5. PPAR

Os recetores ativados por proliferadores de pesowia (PPAR) sdo um grupo
formado por trés proteinas, PPARNH1C1), PPAR/S (NH1C2) e PPAR (NH1C3),
membros da subfamilid@hyroid Hormone Receptor-like do grupoPeroxisome
proliferator-activated receptor(subfamilia de recetores nucleares 1, do grupo C)
(Armoni et al, 2007; Wang, 2010).
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O PPARu foi 0 primeiro recetor deste grupo a ser iderddic nos anos 90,
durante a pesquisa do alvo molecular dos agentddeprdores de peroxissoma em
roedores, tendo sido os outros dois membros, PRAR PPAR clonados em 1992
(Lalloyer & Staels, 2010).

Estes recetores apresentam uma estrutura semedwntautros RN: regido N-
terminal com os dominios A/B (pouco conservadoeews trés tipos de PPAR); a
regido DBD (dominio C) que tem a sequéncia de dtidies que se ligam aos
elementos de resposta do PPAR (PPRE) presentegida reguladora dos genes alvos
dos PPAR; a regidoinge(dominio D); o dominio E onde esta presente o Dl AF-2
e por ultimo o dominio F do C-terminal. Como eraedperar os dominios DBD e LBD
sdo as regifes mais conservadas de todos os PR&XBe(Bt al,2002; Luconiet al,
2010).

Na célula, depois de ser ativado por um ligandd?PAR ligam-se a genes alvo
especificos nos PPRE, situados na zona promotoigamkse sob forma de
heterodimero com o recetor X de retindides - RXRyvaado ou reprimindo a
transcricdo destes genes. A ligacado de ligandosistgse, altera a conformacao dos
PPAR e estabiliza-a, de modo a que o0s correpressseelibertem e que sejam
recrutados coativadores, o que resulta num aundmtivanscricio dos genes alvo. E
importante também referir que os PPAR sao incapdeese ligarem ao DNA como
monomerogGuo & Tabrizchi, 2006Higgins & Depaoli, 2010Sugii & Evans, 2011;
Wang, 2010).

A sequéncia caracteristica dos PPRE € formada gisr ltexanucleotidos e
separada por um nucleédtido (AGGTCA N AGGTCA) (Bergé al,2002; Sugii &
Evans, 2011; Wang, 2010).

Os RN desta subfamilia diferem de outros RN, naigaedm que o seu LBP
(ligand-binding pocke}, cavidade onde os ligandos se ligam, tem umadgrdimensao
e por isso conseguem acondicionara consideravel variedade de lipidos endégenos e
seus derivados (Wang, 2010).

As atividades e os niveis de expressdo dos PPAReédnlados pela dieta, pelo
estado nutricional e pelos estados metabdlicos \201.0).

Em conjunto, os membros da subfamilia PPAR atrdaésuas funcdes e da sua
distribuicdo em tecidos distintos, atuam como smssode &cidos gordos e
desempenham um papel fundamental na regulacéo @taotiemo lipidico e glicidico,

essenciais para a homeostasia energética. Estamérranmplicados no processo
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fisiologico da inflamacao, ou seja, estes RN estnicados nos dois mecanismos da
patogénese da resisténcia a insulina e por issoat@grande impacto na sensibilidade a
insulina e na homeostasia da glicose. (Higgins &dod, 2010; Lalloyer & Staels,
2010; Wang, 2010).

Estes RN sé&o, por isso, importantes alvos terag®utem doencas como a
obesidade, doengas com manifestacdes de resis@nogulina, como a DMT2 e a
sindrome metabdlica. As TZD (tiazolidinedionas) &#wnacos, que ja sdo utilizados
para o tratamento da diabetes e tém o PPédino alvo terapéutico para a DMT2.
Estes farmacos apresentam, no entanto, varioe®fieiesejaveis associados, pelo que
esta subfamilia de RN tem sido objeto de variosdest no intuito de encontrar novas
moléculas terapéuticas com o mesmo efeito de skrs@dio a insulina e com menos

efeitos adversos (Wang, 2010).

Mecanismos de acéo dos PPAR

O PPAR regula a transcricdo de genes através s \yaecanismos, entre eles a
transativacdo dependente de ligando, transreprelesi@indente de ligando e represséo
independente de ligando (Fig.5.1) (Ricote & GI28€7).

Na transativacdo dependente de ligando, a ativdagamanscricdo ocorre pela
ligacdo direta do heterodimero PPAR-RXR aos PPREgeaes alvo. A ligacdo de um
ligando agonista leva ao recrutamento de complexaivadores, como a familia
p300/CBP e a SRC/pl1l60, que modificam a estruturecrdanatina e facilitam a
montagem da magquinaria de transcri¢do. (Ricote &%12007; Sugii & Evans, 2011).

Na transrepressado dependente de ligando, apoacddiglo agonista aos PPAR,
estes reprimem a transcricdo ao antagonizar as algeutros fatores de transcricéo,
como o NkB e a proteina ativadora 1 (AP-1). Neste mecanisstes RN nao se ligam
diretamente ao DNA (Ricote & Glass, 2007).

Na repressado independente de ligando, o heteroaiRRRAR-RXR liga-se aos
PPRE e na auséncia de ligando, recrutam complexwospcessores que medeiam a
repressao ativa, antagonizando a acao de coatesm@domantendo os genes em estado
reprimido. Alguns desses complexos correpress@@NCoR e o SMRT que estao
associados a uma HDAC (Ricote & Glass, 2007).
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PPRE
PPAR/RXR

PPAR/RXR

Fig. 5.1 —Mecanismos de regulacdo da transcricdo de genes @dPPAR. A: Transativagdo
dependente de ligand®: Transrepressdo dependente de ligar@oRepressdo independente de
ligando. Figura adaptada de Ricote & Glass, 2007.

5.1. PPARu

O PPAR. é expresso principalmente no figado, a um nivalerado nos rins e
no tecido adiposo castanho, e num nivel relativéenkaixo no coracdo e no intestino
(Guo & Tabrizchi, 2006; Armoret al, 2007; Wang, 2010).

Este RN tem um papel muito importante na regulagd@ametabolismo dos
acidos gordos e a sua principal funcdo é promoweraautilizacdo (Guo & Tabrizchi,
2006; Wang, 2010).

A acdo deste RN na homeostasia da glicose aindaéri@&m clara, contudo
existem estudos que demonstram que a sobrexprésF@BAR. aumenta 0s niveis de
glicose e de insulina em circulagdo, apresentamda diminuicdo da toleréncia a
glicose e da sensibilidade a insulina. Revelam éambma diminuicdo da expressao de
GLUT4 no musculo esquelético e no coracdo o que peduma das causas dos efeitos
que este RN tem na homeostasia da glicose. O RR&R também a capacidade de
diminuir os TG em circulagdo e de aumentar o HDd entanto também aumenta os

lipidos no tecido cardiaco e esta associado agardpatia (Wang, 2010).

5.2. PPARS/o

O PPARS/5 € expresso de forma ubiqua por todo o organisodgvia € o
membro desta subfamilia menos estudado e menostar@ado. Alguns estudos
mostraram que este recetor desempenha varias agpPestantes na regulacdo do
metabolismo lipidico e da homeostasia da energisigdadamente que os agonistas do
PPAR3/6 parecem ser Uteis no tratamento de doencas nedatsie com o metabolismo,

como a obesidade, a dislipidemia e a resisténaisdina. Os estudos efetuados até
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agora sao, no entanto, insuficientes e este recatece de mais atencdo. (Armei
al., 2007; Bergeet al,2002; Cacet al, 2012; Guo & Tabrizchi, 200&,eeet al, 2006).

Alguns estudos tém apresentado evidéncias de gtieagdo deste RN aumenta
o colesterol HDL e diminui o LDL e os TG, e redwzfatores de risco cardiovascular,
dislipidemia, obesidade e inflamac¢éo e ndo es@ces a aumento de peso (Gross &
Staels, 2007; Wang, 2010).

Um estudo de Lee e colaboradores (2006), concluaucPPAR/S aumenta a
lipogénese e a glicélise no figado, enquanto aivvnsumo de gordura no musculo.
Sugere que a ativagdo do PHAR promove uma mudanca metabdlica de modo a
reduzir a producdo hepética de glicose, permitindo aumento da sensibilidade a
insulina. Este autor diz também que é provavel @B AR/6 exerca um efeito mais
profundo no musculo e nos adipdcitos com o tratémngmolongado do ligando
agonista. E sugerido que este RN seja um futuro takapéutico para o tratamento da
resisténcia a insulina e de doencas relacionadassta, como a DMT?2.

A ativacdo do PPARG tem também mostrado um aumento da expressao de
GLUT4, uma diminuicdo dos niveis de glicose sangamiire atua na prevencao da
hiperinsulinemia, da estateose dos tecidos, ddendttcia a glicose e da resisténcia a
insulina (Wang, 2010).

Um estudo recente de Cao (2012) demonstrou quevac@ do PPAR/S
melhora a secrecédo de insulina, provavelmenteésrda via JINK—MafA—-GLUT?2.

A ativacdo deste RN promove ainda beneficios métaisd associados ao
exercicio fisico. Existe uma forte relacdo entrexpressao induzida do PPARpelo
exercicio fisico, e a melhoria dos parametros ab®iem doentes com DMT2,
sugerindo que o PPARpode mediar alguns efeitos benéficos do exerdisioo na
DMT2 (Wang, 2010).

5.3. PPARy

O gene do PPAResta presente no cromossoma 3, na regido 3p24uaA s
transcricdo da origem a duas proteinas variantea\RPL e PPAR2, que diferem
apenas na sequéncia da extremidade N-terminaldae&viexisténcia de promotores
diferentes e desplicing alternativo, mas apresentam uma atividade transoél
semelhante (Armoret al, 2007; Luconket al, 2010; Sugii & Evans, 2011).
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O PPAR (nas suas duas isoformas) é expresso maioritantanmeo tecido
adiposo. Também é expresso em menor extensdo sdifgos de células, como os
macrofagos onde a sua ativacdo, aqui em respossiiraulos inflamatorios, leva a
transrepressao de genes ativados. Além disso éssxpde forma moderada nos rins, no
figado e no intestino e de forma muito limitadamasculo. Em todos os tecidos o
PPARy2 é menos abundante que o PRARA isoforma PPARL é expressa de forma
ubiqua nos tecidos, enquanto que a isoforma RRARespecificamente expressa no
tecido adiposo (Lucorgt al, 2010; Sugii & Evans, 2011; Whitehead, 2011).

A ligacdo de um ligando ao PPARrovoca uma alteracdo de conformacgao
especifica, capaz de recrutar um complexo proteoegulador (coativador ou
correpressor). As diferentes formas dos ligandtsragirem com o recetor e com 0s
correguladores explica a existéncia de variadapostas obtidas para diferentes
ligandos (Armonet al, 2007; Whitehead, 2011).

O PPAR, assim como os outros PPAR, possui um LBP grgmelepitindo que
se liguem uma grande variedade de ligandos. (W&atdh2011) Alguns ligandos
naturais deste recetor sdo os acidos gordos e deivados, como lipoproteinas e
eicosanoides. Alteracdes fisioldgicas como o jejandieta alimentar e o exercicio
fisico afetam a concentracdo destes ligandos rnsteraa consequente ativagdo do
PPARy, que é também afetada por alteracdes fisiopat@égcomo a inflamacao
cronica, a diabetes e a aterosclerose (Higgins Bdok, 2010).

O facto de muitos acidos gordos e seus derivatemta capacidade de se ligar
ao recetor PPAR permite que este funcione como sensor fisiologiemueles,
coordenando assim o metabolismo dos lipidos, opguesua vez influencia também o
metabolismo da glicose (por interferir na sensibiffio a insulina), por regular a
expressdo dos genes envolvidos na captacdo ddedjpia adipogénese e inflamacao
(Armoni et al, 2007; Sugii & Evans, 2011; Wang, 2010; Whitehe#d,1).

O PPAR esta associado geneticamente a DMT2, a obesidadeirdrome
metabodlica conforme a mutacdo ou polimorfismo (litigg& DePaoli, 2010). Esta
associacdo deve-se ao facto do PPA&yular uma pandplia de genes que codificam
proteinas ou péptidos que intervém na patogénesesiEténcia a insulina (Guo &
Tabrizchi, 2006).

E devido ao facto do PPARapresentar um papel muito importante na
sensibilizacdo a insulina e consequentemente ristéesia a esta, que é um alvo

terapéutico muito promissor. A classe de farma@wolidinedionas (TZD), também
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conhecidas por glitazonas e ja utilizadas no tratdon da DMT2, tém como alvo
terapéutico este recetor e ja demonstraram deterapmcidade de melhorar a
sensibilidade a insulina (Higgins & DePaoli, 2010).

A DMT2 apresenta a caracteristica de resisténciansulina o que é
possivelmente um fator que contribui para o aparecto desta patologia (Higgins &
Depaoli, 2010).

Para melhorar a resisténcia a insulina sdo utdigaatualmente medidas ndo
farmacoldgicas como o exercicio fisico, a dietaldgada e saudavel e a perda de peso,
e existem também dois farmacos da classe das THRadbs para este fim, a
rosiglitazona (Avandid) e a pioglitazona (Act§3. Estes farmacos tém o recetor
nuclear PPAR como alvo terapéutico, para o qual sdo agonistasst (Higgins &
DePaoli, 2010).

5.3.1. Tiazolidinedionas

S&do uma classe de farmacos antidiabéticos quematamo sensibilizadores de
insulina, por atuarem como ligandos especificogaet@tor PPAR (Sugii & Evans,
2011).

A rosiglitazona e a pioglitazona sdo os dois fé&wsadesta classe mais
utilizados em monoterapia ou em terapia combinaden coutros farmacos
antidiabéticos.

A existéncia de estudos que indiciavam o aumentaistm cardiovascular
associada a utilizacdo da rosiglitazona, levouaassispensdo em Portugal e na Unido
Europeia, em 2011, pela Agéncia Europeia do Medicame a restricdo do seu uso nos
Estados Unidos da América, p&laod and Drugs Administratio(FDA). A seguranca
da pioglitazona estd, atualmente, a ser posta amacgor existirem estudos que
evidenciam que a sua utilizagdo a longo prazo pestar associada a um risco
aumentado de cancro de bexiga (Whitehead, 2011).

Estes factos realcam a importancia do desenvohtonge novos farmacos que
tenham também como alvo terapéutico o PPARas que ndo tenham os efeitos
adversos associados a classe utilizada atualmente.

A troglitazona, a primeira TZD a ser comercializaa 1997, foi retirada do
mercado em 2000 por conduzir a grave hepatotoxeidinsuficiéncia hepatica). A
rosiglitazona e a pioglitazona também tém algumaatwtoxicidade, mas ocorre de

forma menos grave e muito menos frequente. Apeissio dleve-se monitorizar as

Amélia Marques da Silva, n°® 34791 39
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

enzimas hepaticas ao longo do tratamento. Alguhgles propdem a metabolizagcdo
destes farmacos como causa desta toxicidade e rdivagdo do PPAR (Guo &
Tabrizchi, 2006; Whitehead, 2011).

Os efeitos das TZD

Em doentes com DMT2, as TZD ja provaram a suaa&ficna melhoria da
sensibilidade a insulina e do metabolismo da giicdemonstrando uma eficaz reducéo
da glicemia e da Hbalc. Para além dos efeitos iabéticos, as TZD também ja
demonstraram que melhoram o0s niveis de colesteRil, Heduzem os niveis de
insulina (associada a hiperinsulinemia), dos trégidos e dos acidos gordos livres
(Sugii & Evans, 2011; Whitehead, 2011).

As TZD, em relacdo a outros farmacos antidiabétitéha a vantagem de terem
uma agao potente e duradora na reducgéo da gliceemags riscos de hipoglicemia e os
efeitos toxicos gastrointestinais associados asuntidiabéticos. (Higgins & DePaoli,
2010). Além disso as TZD apresentam a vantageraptémirem a expressao dos genes
de fatores proinflamatoérios (Whitehead, 2011).

Estudos em animais e em humanos com aplicagdo Beni@tram que esta
classe de farmacos é capaz de baixar os niveibcdsage de insulina, por aumentar a
glicose disponivel para o musculo esquelético éoémpor ter alguma influéncia na
neoglicogénese hepatica ao inibi-la. As TZD saargssapazes de melhorar a acdo da
insulina no masculo esquelético e no figado e ganisso, consideradas uma classe de
antidiabéticos sensibilizadora de insul{d#&ang, 2010).

Todavia estes farmacos apresentam uma série desefedesejaveis, como o
aumento de peso, devido ao aumento da massa dip tadiposo e a retencédo de
liquidos, edema, insuficiéncia cardiaca, diminuicda densidade Ossea com
consequente aumento de possibilidade de fraturead@siggins & Depaoli, 2010;
Whitehead, 2011).

O aumento de peso esta relacionado com a dos@érdwmdo e o tempo de
utilizacdo, € normalmente estabilizado ap6s 6 mdsesatamento e é evitdvel com
dieta e exercicio fisico. Deve-se possivelmenttencao de liquidos e a acumulagéo de
gordura, uma vez que o PPARumenta o armazenamento de acidos gordos em novos
adipécitos (Guo & Tabrizchi, 2006).

A retencdo de liquidos e edema devem-se provamggnegecausas diversas que

nao estao ainda bem esclarecidas. Uma das causatadgs por alguns autores, € a
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ativacdo do PPAR presente no tubo coletor do nefrorgage estimula a reabsor¢céo de
sédio e consequentemente a reabsor¢do de agua.

Quanto a insuficiéncia cardiaca, estudos refereenas efeitos das TZD estéo
dependentes da especificidade da ativacdo do PRARZD estdo assim associadas a
um maior risco de falha cardiaca em doentes coaemehistdria prévia de insuficiéncia
cardiaca. A retencdo de liquidos também € uma cgusatada para a ocorréncia de
insuficiéncia cardiaca (Guo & Tabrizchi, 2006).

No geral ha evidéncias de que as TZD utilizadaalstente, provocam danos no
esqueleto por inibicdo direta da formacdo de odsuoinuindo a densidade déssea e
aumentando o risco de fratura éssea, principalmemtenulheres. Ainda ndo estao bem
esclarecidas a questdo da quantidade de perdasdeposduzida pela TZD e se é
reversivel ou se pode prevenir.

Antes da utilizagdo das TZD deverdo ser avaliadofatores de risco de cada
doente que possam despoletar reagfes adversadiesl diabéticos que utilizam as
TZD como terapéutica farmacoldgica antidiabética,aéonselhavel fazer uma
monitorizacdo dos parametros referidos, para ewtatesenvolvimento de efeitos
adversos, de modo a que estes tenham um menorntonEasua saude.

Estes farmacos antidiabéticos e o PRARram descobertos de forma
independente, e foram sé relacionados mais tatdadp se descobriu que as TZD séo
agonistas do PPARe que os efeitos benéficos sensibilizadores dalias sédo

provocados pela ativacdo deste RN por estes fasr{si¢ang, 2010).

5.3.2. Consequéncias da ativacao do PPAR

Uma das fun¢des do tecido adiposo é o armazenardargoergia em excesso, a
fim de evitar a acumulacdo de lipidos noutros tesice a libertacdo dessa energia
quando outros tecidos necessitam. Tem também fueg@idcrina, produzindo as
adipocinas que sinalizam o metabolismo de todo rpoc® tecido adiposo é muito
importante para a homeostasia da energia de tadgoo (Wang, 2010).

O PPAR € um regulador primordial da adipogénese, sendmioo fator
conhecido, necessério e suficiente para induziffexethciacdo de adipdcitos e para
manter as funcdes caracteristicas destas célutaso(et al, 2007; Sugii & Evans,
2011; Wang, 2010).

No tecido adiposo, a ativacdo do PRARduz a expressdo de genes

adipogénicos que codificam proteinas responsawis tpansporte de acidos gordos e
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pelo seu armazenamento, e pela promo¢do da adigsgéfWang, 2010). Em
adipdcitos, a ativagdo do PPARmM mostrado um aumento da regulagdo de proteinas
envolvidas no metabolismo dos lipidos. Estas apd@movem a utilizacdo dos acidos
gordos livres disponiveis no organismo, baixandseas niveis na circulacao, obtendo-
se assim um efeito benéfico no estado de resist&@ndnsulina(Guo & Tabrizchi,
2006).

Além disso, a ativacdo do PPARI0 tecido adiposo regula a producdo de
adipocinas, como a adiponectina e a resistina, jgwemonstraram ter impacto na
sensibilidade a insulina no musculo esquelético #gado (Wang, 2010).

Nestas células a ativacdo deste RN tem também acidage de reprimir a
expressdo dos genes envolvidas resisténcia a insulina nomeadamente o &N&-
leptina, a resistina, IL-6 (interleucina-6) (Guor&brizchi, 2006).

Se por um lado o PPARao ser ativado, vai reprimir a expressao dos ggene
envolvidos na resisténcia a insulina, por outr@Jadsua ativacdo induz a expressao de
genes implicados na sensibilizacdo a insulina, conda adiponectina, da PEPCK, da
proteina transportadora de acidos gordos e doaredetsubstrato de insulina 2 (IRS-2)
(Guo & Tabrizchi, 2006).

A expressdo de PPARno figado e no coragdo é baixa, no entanto, tem-se
verificado que em alguns estados patolégicos, esgteglos podem expressar
quantidades consideraveis deste recetor, 0 queteraiimpacto significativo na
homeostasia metabdlica e na funcao do te@dang, 2010).

Estudos em modelos animais diabéticos e obesosuena expressdo hepatica
do PPAR estd aumentada, sugerem que esta pode ser reggopséa esteatose
hepatica. Porém pequenos estudos clinicos, em lsemeanos com figado gordo néo-
alcodlico, demonstraram que as TZD reduzem o rdedipidos hepaticos, indicando
que a acao da ativacdo do PRAd®dntinua a ser predominante no tecido adiposo. No
entanto, nestes individuos, ndo se conheciam assnéle PPAR hepético (Wang,
2010).

Estudos em tecido ventricular humano e de ratinbo sindrome metabdlica e
estenose adrtica, sugerem que quando a expres$@BAdy no coracdo esta elevada,
devido a determinados estados patolégicos, poderdogar uma sobrecarga lipidica
que contribui para o aparecimento de cardiomiopatipie pode levar a insuficiéncia
cardiaca. Um dos efeitos adversos das TZD, nanisateo da diabetes, € efetivamente a

insuficiéncia cardiaca como ja foi referido anteriente (Wang, 2010).
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A concentracdo do PPAFR relativamente baixa no musculo esqueléticowaa s
importancia fisiolégica neste musculo continua mouefinida. As TZD,in vitro,
quando em meio de cultura com células de muscujoedstico, tém sido relacionadas
com o aumento da captacdo de glicose estimuladaip&ilina, que é mediada pelo
aumento da atividade estimulada pela insulina, I8& Pfosfatidil-inositol 3 cinase) e
translocacao do GLUT4 (Suggt al, 2009).

Embora a funcdo do PPARO desenvolvimento do tecido adiposo esteja bem
estabelecida, o seu nivel reduzido nos tecidos huktamente importantes na
homeostasia da glicose (musculo esquelético, figacklulagd pancreéticas) levanta a
guestdo da sua possivel importancia fisioldgicarmdicolégica nesses tecidos. Além
disso, a sua alta expressdo em macrofagos é babekestida em individuos obesos,
cuja presenca nos tecidos adiposos com funcdo oomspida, pode ser
patologicamente importante. De qualquer forma, pomé&ncia da fisiopatologia do
PPARy nos tecidos e células ndo adiposas ainda néclesta

5.3.3. Ainfluéncia dos tecidos no mecanismo de séilizacdo a insulina do

PPARY

A ligagcédo de agonistas ao PPARumenta ou diminui a transcricdo de genes,
que resulta no aumento da regulacéo de fatoresrmdgbdizacado a insulina e diminuicao
da regulacao de fatores insulino-resistentes (Gl@l8rizchi, 2006).

Os mecanismos moleculares subjacentes a estesseféib sao totalmente
compreendidos. Para tentar eliminar esta lacuma, s&lo realizados estudos em
modelos animais (Sugii & Evans, 2011).

O knockoutdo PPAR, nos principais tecidos e células que interfeream n
homeostasia da glicose, varia conforme o tecidocngi@s (célulag), musculo, figado
(hepatécitos) e tecido adiposo (adipécitos e magax) (Sugii & Evans, 2011).

O knockoutem ratinhos, feito separadamente em tecidos dmosciadiposo
(dieta rica em gordura), no musculo (dieta normalem macrofagos, levou ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina e taméénolerancia a glicose sistémica
para este ultimo tipo de células. O mesmo nao skceel para oknockoutespecificos
nos hepatocitos e nas célulaspancreéticas, verificando-se nestas situacdesaapen
alteracoes ligeiras, em todo o organismo, no mésho da glicose (Sugii & Evans,
2011).
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Estes estudos sugerem entdo que, quer o tecidosadiguer os restantes
tecidos, contribuem para o desenvolvimento da tégig a insulina. Todavia, 0s
respetivos mecanismos moleculares ainda nédo sacekplicitos e também ainda néo
se compreende totalmente a acdo sensibilizadonasdina que as TZD detém (Sugii
& Evans, 2011).

Segundo o estudo de Sugii (2009), com a ativagdBRIAR especificamente
nos adipécitos, verificou-se que ha uma melhorg mrfis lipidicos e das adipocinas,
baixando os niveis de insulina no soro e suprimiadmducdo de citocinas pelos
macréfagos. Demonstra-se entdo que esta ativac8afiéente para melhorar a
resisténcia a insulina em todo o organismo, obtesedom resultado semelhante ao da
utilizacado de uma TZD como tratamento.

Perante estes resultados os autores propdem emtdwodelo “adipocentrico”,
em gue ha a ativacdo do PPARspecificamente no tecido adiposo, 0 que exglica
efeito das TZD como sensibilizador a insulina napg@ da DMT2. Os resultados
obtidos em ratos obesos Zucker, num estudo tamb&nSudjii para o composto
AG035029 (agonista do PPAR&0-TZD), vao de encontro a este modelo propgéto,
gue este composto exibe maior seletividade paegidd adiposo e apresenta melhores
resultados nos efeitos de sensibilizacdo a insglikaos farmacos ja testados, incluindo
as TZD.

As TZD tém varios efeitos adversos associadogef¢didos anteriormente, que
se devem possivelmente a ativacdo deste recetoteeitios ndo-adiposos, como
osteoclastos e cardiomidcitos (Sugii & Evans, 2011)

O desenvolvimento de moduladores do PRAfRe sejam especificos para o
tecido adiposo, podera permitir uma terapia pddd2 com a maxima eficacia obtida
para 0s agonistas totais do PBARUmM menor risco para os efeitos adversos assasciad

a estes (Sugii & Evans, 2011).

5.3.4. Agonistas Totais e Parciais

Existem agonistas totais e parciais. Os agonistégis, como as TZD,
conseguem recrutar completametatdos os coativadores apés a ligacao ao recetor. Os
agonistas parciais ndo tém esta capacidade, candegtecrutar apenas um grupo
determinado de coativadores e sdo também capazastagonizar alguns efeitos do
PPARy (Guo & Tabrizchi, 2006).
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Apesar disso, € relativo o impacto de um compost@géo do PPARcomo
agonista parcial ou total. Por exemplo, algumas TRIZC-555, troglitazona) atuam
como agonistas parciais em certos tecidos, comouscuo e o rim, quando 0s
coativadores ndo estdo todos disponiveis, e atoam agonistas totais em adipdcitos,
quando um perfil completo de coativadores estéeptes A acdo de agonista total ou
parcial estd dependente do tipo de célula ou do €@ ligagdo ao DNA (Guo &
Tabrizchi, 2006).

Impbe-se assim a necessidade de, através do degemrdo apropriado de
ligandos seletivos, chamados moduladores seletoPAR, estimular as agbes
fisiologicas benéficas da ativacdo do PRARvitando a manifestagdo das acdes

indesejaveis também associadas a sua ativacao®Gabrizchi, 2006).

5.3.5. Futuros farmacos

Uma vez que a ativagdo do PPARm efeitos benéficos na resisténcia a
insulina, para além das TZD outros agonistas do FRPA&o-TZD tém sido
desenvolvidos no sentido de serem utilizados rapi@ida diabetes. Estes agonistas nado
tém uma estrutura semelhante as TZD, porém, em lowdaimais diabéticos, detém
efeitos antidiabéticos iguais ou melhores que asTd® (Guo & Tabrizchi, 2006).

Apesar do PPARser até agora, o Unico RN que € alvo terapéuticermapia da
diabetes, este recetor continua a ser muito estudaevido aos efeitos adversos
associados a classe de farmacos que nele atuaes Estidos tém como objetivo
perceber todo o mecanismo molecular em torno d&s ein que o PPARinterfere,
com o fim de desenvolver futuros farmacos cadamais eficazes no tratamento da
resisténcia a insulina e mais seguros, sem ogfadversos associados a classe das

TZD.

5.3.5.1. Agonistas duplos PPA&y e pan-Agonistas

Atualmente séo utilizados farmacos que ativam dendoseletiva o PPAR
(fibratos) e o PPAR (TZD) para o tratamento da dislipidemia e da DMT2,
respetivamente.

A semelhanca do LBP dos recetores PRARPPAR, foi um dos fatores que
incentivou o estudo de ligandos com a capacidadedigar e de ativar ambos 0s RN,
os chamados agonistas duplos PRAREstes ligandos cumprem o objetivo de, com o

mesmo composto, obter os efeitos de sensibilizac@sulina do PPARe os efeitos
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antidislipidemicos do PPAR O muraglitazar, o tesaglitazar e o aleglitazao, alguns
dos agonistas duplos PPAR ja estudados (Feldmaat al, 2008; Higgins & Depaoli,
2010).

Apesar desses estudos demonstrarem alguma relevélicica na eficacia
destes agonistas, o muraglitazar e o tesaglita@arapresentaram uma melhoria de
resultados quanto a seguranca de utilizacao digstaacos e aos seus efeitos adversos
(Feldmaret al, 2008).

O aleglitazar, por seu lado, apresentou um bomlibgai entre a eficacia e o
perfil de seguranca na terapia de curta duraca®M&2 num estudo de fase II, o
estudo SYNCHRONYA. Este trabalho teve como objetestabelecer os efeitos
daquele agonista duplo PPAR na diminuicdo da glicose e na alteracao do perfil
lipidico, e estabelecer também o perfil de segwamgno possivel farmaco (Heney
al., 2009).

O referido estudo, aleatério e duplamente cegtgues comparou os efeitos do
aleglitazar em doentes com DMT2, nas doses dide&dug, 150ug, 300ug, ou 600ug,
relativamente a um grupo placebo e a dose diariébdeg de pioglitazona, durante 16
semanas. A eficacia do aleglitazar foi avaliada péteracdo da concentragdo de HbAlc
ao longo do tratamento (Hereyal, 2009).

Em relacdo ao placebo, o aleglitazar reduz, cordoandose administrada, a
HbAlc (Fig. 5.2). Manifestaram-se, também conformelose, alguns dos efeitos
adversos associados as TZD, como edema e aumep&sdeTodavia, para doses de
aleglitazar inferiores a 3Q@, nenhum dos doentes manifestou insuficiénciaiaead a
frequéncia de ocorréncia de edema foi semelhant® @lacebo e inferior a da
pioglitazona e 0 aumento de peso foi inferior aeolmda também para a pioglitazona.
Neste trabalho verificou-se que este farmaco é zcajm proporcionar alteracdes
significativas no perfil lipidico, nomeadamenteraducéo do colesterol LDL e dos TG
e aumento do colesterol HDL (Heretal, 2009).
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Fig. 5.2 - A: Efeito dos farmacos e respetivas das@a concentracdo de HbAlc; B: Efeito na
glicose plasmatica em jejum (GPJ)Variacdo absoluta desde o inicio até o fim do pleride
tratamento (semana 16), cowalor de p relativo ao placebo, MQ (minimos quadrados). Fgur
adaptada de Henst al, 2009.

De acordo com os autores do referido estudo (SYNOMNRA), hd um bom
equilibrio entre a eficacia e o perfil de segurangderapia de curta duracdo da DMT2
com aleglitazar. Contudo, 0 SYNCHRONYA né&o podegelnea conclusfes clinicas

guanto a utilizacdo de longa duracdo deste farm&®. autores porém estédo
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convencidos de que os resultados clinicos obtidoga/oraveis e encorajadores para o
desenvolvimento de um estudo de fase Il (Hextrgl, 2009).

Efetivamente, desde 2010 esta a ser desenvolvidoesiodo de fase |ll,
ALECARDIO, pela companhia farmacéutica Roche. Esteido pretende testar a dose
de 15Qig de aleglitazar durante pelo menos dois anos e m&ompara-la com um
placebo. Esta a ser aplicado a doentes com DMT2 aguesentaram sindromes
coronarias agudas recentemente, e tem como objetialar, para além do perfil de
seguranca e a eficacia associada ao tratamentondea duracdo, o potencial deste
farmaco na reducédo do risco cardiovascular.

O estudo dos agonistas duplos PRARIevou ao desenvolvimento de pan-
agonistas, ligandos capazes de se ligar a todB®AR e de ativa-los simultaneamente.
Estes agonistas ainda estdo numa fase de desenentei pré-clinica, contudo os
estudos ja realizados tém demonstrado uma boaciefiedn modelos animais com
doencas metabdlicas, impondo-se a avaliagdo dopsdil de seguranca (Cho &
Momose, 2008; Feldmaet al, 2008; Higgins & Depaoli, 2010; Lalloyer & Staels,
2010).

5.3.5.2. SPPARM

As vias de transducéo de sinal do PRARas suas interacdes moleculares sao
bastante complexas e permitem o desenvolvimentmaléculas que sejam seletivas
para a acao insulino-sensibilizante da ativaca®®EARy e que ndo tenham os efeitos
indesejaveis associados a ativacdo total desteorecéarios ligandos naturais e
sintéticos tém confirmado que realmente isso éipelsEssas moléculas sdo chamadas
moduladores seletivos do PPABSPPARM) (Higgins & DePaoli, 2010).

Os SPPARM poderdo assim, vir a formar uma nova classe dmdéos
antidiabéticos, sensibilizadores de insulina ciyo éerapéutico sera o PPARVarios
estudos ja tém desenvolvido novos SPKPMR tém estudado os seus efeitos
farmacoldgicos e a sua farmacocinética (Guo & Eahij 2006).

A interacdo do SPPARI com PPAR difere mecanicamente da interacao dos
agonistas totais, donde resultam também alteradjéeistas de conformacao no recetor,
conduzindo ao recrutamento de cofatores alterraiinee desencadeiam, desse modo,

respostas celulares distintas (Fig. 5.3).
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Fig. 5.3 -Modelo hipotético do mecanismo de acédo dos SPPAR. No estado ndo ligado o PPAR
esté ligado ao PPRE do gene alvo na forma de liéteeoo com o RXR, ao qual estd associado um
complexo correpressor com atividade de histonaceéitese que desacetila a histona e inibe a
transcricdo do gené: A TZD liga-se ao recetor através da hélice AF-2 pva a uma alteragédo na
conformacé@o do recetor e na estabilizacdo paracautesnento de coativadores; enquanto que o
SPPARM se liga ao recetor através de epitopos diferergesltando na alteragdo conformacional do
recetor com uma estabilizacdo diminuida para outagrento de coativadoreB: A alteracdo
conformacional pela TZD leva a dissociacdo do cemwplcorrepressor e ao recrutamento do
complexo coativador. A alteracdo conformacionabp@PPARM leva a dissociacdo do complexo
correpressor e recruta seletivamente o complexiivedar.C: A ativacdo do PPARpela TZD leva a
transcricdo de genes envolvidos na sensibilizacéswina e nos efeitos adversos, enquanto que a
ativacdo do PPAR pelo SPPARM leva a transcricdo de genes envolvidos na sézsitio a
insulina e ndo ha, ou ha pouca, transcricao desgaseociados aos efeitos adver&nsGrafico que
mostra a atividade/efeitos adversesusa concentracdo de TZD e SPPAR

Figura adaptada de Doset al, 2010
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Os SPPARM parecem promover a ativagdo do PRARavés da estabilizacao
de uma regido alternativa deste RN, envolvendegiées folhag e hélice 3. Pensa-se
gue daqui resulta o recrutamento limitado de cadbves que sustentam os efeitos
favoraveis dos SPPARI (Doshi et al, 2010). Para conseguir perceber as interacdes
ideais que séo exigidas a um SPRRRdeal, serd necessario compreender melhor os
efeitos dos diferentes SPPAR nas interagdes com os correguladores (Whitehead,
2011).

Conceito de Agonista totalersus Agonista parcial versus SPPARyM

A resposta a ativacdo do PPARdeterminada pelas alterag6es conformacionais
induzidas pelo ligando, quando este interage coftipius pontos de interacdo do LBD
do recetor. E este mecanismo molecular que peanitedulacio seletiva deste recetor
(Higgins & DePaoli, 2010).

O estado conformacional do PPAR primordial para a sua atividade, pois é
este que determina a afinidade que o recetor tee quativadores ou correpressores.
Determinam-se assim padrdes de transcricdo digsgepara diferentes ligandos, sendo
0 padrao de transcricdo também determinado pglos te correguladores disponiveis
em cada célula (Higgins & DePaoli, 2010).

Um SPPARM deve possuir a capacidade de se ligar ao RR&iR uma alta
afinidade e seletividade e promover apenas o efé#tosensibilizacdo a insulina,
caracteristico dos agonistas totais, mas sem aanainimizando os efeitos adversos
destes (Higgins & DePaoli, 2010).

Tém sido identificados alguns SPPAR tanto enddgenos como sintéticos, que
se encontram em fase de estudo e alguns deles testados clinicamente, para
aplicacdo como futuros farmacos (Higgins & DeP&t)il0).

Num agonista total, a atividade associada a ativad@ RN parece estar
relacionada com a concentragdo do agonista. Agenfsrciais, sao fracos ativadores
do PPAR, apresentam o mesmo padrdo de ativacdo e a soadap@nde da dose
utilizada. A sua atividade maxima € menor compakaia a dos agonistas totais. Os
SPPARM sé&o diferentes dos agonistas descritos, poislaca® dose-resposta €
diferente para as suas diferentes atuacdes, ppossefeitos desejaveis e indesejaveis
podem ser isolados (Higgins & DePaoli, 2010).

Farmacologicamente e comparando com um agonista ton SPPARM é um

ligando que induz os efeitos especificos pretersdigoando se liga ao recetor. A
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especificidade desses efeitos pode obter-se pekc&a da dose-resposta de maneira
qgue o ligando seja o indutor mais potente pararad@tadas atividades (as benéficas),
mas nao o seja para outras (as prejudiciais), pdaaiatravés da diferenca entre a
resposta maxima das diferentes atividades, de modm ligando seja o indutor mais
eficaz de determinadas atividades e n&o de outras.

Agonista Simples Modulador Seletivo

A Agonista total C  SPPARYM

Eficacia =
Eficacia =

i
(]
[l
i
(]
]

Potencia > Poténcia >

Agonista parcial D  spparyM

Eficicia >
Eficacia =

i
i
i
i

il
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Fig. 5.4 - Curvas dose-resposta da ativacdo do PPATpor diferentes tipos de agonistas,
relacionadas com a eficacia e a poténcids diferentes atividades estdo sinalizadas porasude
diferentes cores (verde, amarelo e laradja)Para o agonista total a relagdo dose-resposta esta
interligada para as diferentes atividades, de tlamue para a mesma dose se obtém uma resposta
semelhante para as diferentes atividad&sPara o agonista parcial a relacdo dose-resposia est
interligada para as diferentes atividades, de talamue para a mesma dose se obtém uma resposta
semelhante para as diferentes atividades. No enwrgerva-se uma menor eficacia de resposta
relativamente a mesma dose para o agonista @tlD: O SPPARM difere dos agonistas simples

por ndo ter as diferentes atividades relacionadassiwcom as outras, apresentando, cada uma delas,
uma curva dose-resposta difererie.O SPPARM pode ter uma diferente poténcia para a ativacao
das diferentes atividade®: O SPPARM pode ter uma diferente eficacia para a ativacds d
diferentes atividades. Figura adaptada de Higgime&aoli, 2010.

Exemplo de SPPARM: INT131

7

O INT131 €& um potente SPPAR, ndo-TZD, criado para melhorar a
sensibilidade a insulina e 0 metabolismo da glicosg#s que ndo apresenta os efeitos

adversos dos agonistas totais TZD. Os estudos enelowo animais de diabetes
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mostraram-se de tal forma favoraveis que este SRMARfoi testado clinicamente em
seres humanos (Higgins & DePaoli, 2010).

O estudo aleatorio e duplamente cego, de Dunrs selgs colaboradores (2011),
determinou a eficacia e seguranca do INT131 besilam curto periodo de tempo, em
doentes com DMT2. Neste estudo foi administradariadisente, durante quatro
semanas, 1 ou 10mg de INT131 besilatam medicamento placebo que serviu de
controlo, a pessoas com DMT2 mas que nao faziathgugraterapéutica farmacolégica
(Fig. 5.5) (Dunret al, 2011).
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Fig. 5.5 - Comparacdo de dados modulados para a rosiglitazon@ose 8mg) e de dados de
IMT131 besilato (doses 1mg e 10mg) na alteracdo taseline da glicose plasmatica em jejum
(GPJ) e da HbA1c.A éarea cinzenta representa a resposta da rozmliéana respetiva dose, num
intervalo de confianca de 95% de dados recolhidod 2] estudos, o tracejado forte corresponde a
média dessas respostas. Figura adaptada deddahn2011.

A utilizagdo do INT131 besilatdemonstrou, dependendo da dose, uma reducéo
da glicose plasmética em jejum, onde uma dose dedbste composto provocava uma
reducdo da glicose plasmatica em jejum comparaeeh @ dose de 8mg de
rosiglitazona, ndo se observando os efeitos advedssignadamente edema, retencéo
de fluidos e aumento de peso, associados a estmddar Estes resultados vao de

encontro aos objetivos pretendidos para um SRRARoois obteve-se uma boa
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tolerancia e uma melhoria significativa da glicemida sensibilidade a insulina (Dunn
et al, 2011).

Este composto estda atualmente a ser testado ntudoesle 24 semanas
duplamente cego e com placebo como comparador @idatos’), que utiliza 4 doses
(0.5, 1, 2 e 3 mg por dia) em doentes com DMT2, coma glicemia pouco controlada
por sulfonilureia ou sulfonilureia/metformina (Higg & DePaoli, 2010).

5.3.5.3. Outras abordagens

Existem alguns moduladores epigenéticos que infiaem a acdo do PPARe
0S seus mecanismos de sinalizacdo, mas sé recem¢eotenecaram a ser estudados.
Alguns autores propdem como alternativa a utilivagé@ moduladores seletivos do
PPARy, a utilizacdo de uma terapia com TZD concomitaetasn com moduladores
epigenéticos, como por exemplo inibidores de HDAgpecificos e efetivos na ativacao
epigenética de promotores de genes adipogénicagerificacdo de outras moléculas
intervenientes na via de transcricdo do PPAIde permitir a compreenséo desta via e
assim possibilitar o desenvolvimento de novas ameds terapéuticas nas doencas

metabdlicas, como a DMT2 (Sugii & Evans, 2011).

6. FXR (Recetor X de farnesoides)

O recetor X farneséides é um recetor nuclear merdargubfamilialhyroid
Hormone Recetor-likee do grupoLiver X Receptor-like(subfamilia de recetores
nucleares 1, do grupo H, membro 4). E conhecidoFd® ou NR1H4 e é codificado
no Homem pelo gendR1H4(Teodoroet al, 2011).

Existem dois genes que codificam este recetbiXlRAe 0 FXRB mas apenas o
primeiro é ativo no Homem e nos primatas, e o sggénum pseudogene. No Homem,
0 FXRo € expresso a partir de uhlocus (cromossoma 12¢g23.1) e origina quatro
isoformas distintas com atividades de transativadiferentes (Modicaet al, 2010;
Teodoroet al, 2011).

Estas isoformas formam-se devido a existéncia fiedites promotores e ao
processo dsplicing alternativo do RNA. Como a maior parte dos geegsilados pelo
FXRa ndo estdo dependentes da isoforma, estas ndendifess genes que regulam.
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Apesar disso, verifica-se que alguns genes alveporglem melhor a isoformas
diferentes, porém a relevancia fisioldgica desséemcas ndo se encontra, até ao
momento, elucidada (Teodoebal, 2011).

Tendo em atencdo o que atras foi referido e pretedal facilitar a leitura, ao
longo desta monografia, o termo FXR sera utilizadmpre que se queira referir o
FXRa e as suas isoformas no geral.

O FXR é expresso sobretudo no figado, no intestieg, rins e na glandula
supra-renal, apresentando uma menor expressaacido &sliposo e no coracao.

Na célula, depois de ser ativado por um ligand&X® liga-se ao DNA nos
elementos de resposta especificos do FXR (FXRE)fama de mondmero ou
heterodimero, com o RXR, ativando ou reprimindraadcricdo de determinados genes
alvo (Claudelet al, 2005; Teodor@t al, 2011). Os acidos biliares sdo um exemplo de
ligandos do FXR, por isso este recetor nucleambém conhecido como um recetor de
acidos biliares (Teodoret al, 2011).

O FXR tem varias funcdes e estd envolvido na redolade vérias vias
relacionadas com o metabolismo energético. A sivacdio altera a transcricdo de
genes em varios tecidos responsaveis principalmgelie metabolismo dos acidos
biliares, dos lipidos e também da glicose (Teodbl, 2011).

6.1. O FXR e a sua influéncia na homeostasia dagise

O figado, 6rgédo onde é principalmente expresso B,Fésempenha um papel
central na homeostasia da glicose em circulac&e.de 6rgao principainde ocorre a
neoglicogénese (conjunto de processos bioquimietss pquais o organismo forma
glicose a partir de substancias ndo glicidicas cammoacidos, lactato, piruvato) e
glicogénese (formacao de glicogénio a partir deogk), mantendo assim, o equilibrio
entre a producéo e a utilizacdo de glicose.

Apds o surgimento inicial de algumas evidénciagyde os acidos biliares, e
consequentemente o FXR, estavam ligados ao metatmda glicose, varios estudos se
debrucaram sobre este tema. Sendo assim nos Ulémass foram varios os estudos
publicados que mostraram a influéncia e os efalms=XR na neoglicogénese, na
sintese de glicogénio e na sensibilidade a insulevddenciando assim, o papel

fisiolégico do FXR no metabolismo da glicose e ampuentemente no desenvolvimento
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de possiveis farmacos que tenham o FXR como pdsdiveterapéutico (Modicet al.,
2010; Teodoret al, 2011).

6.1.1. Influéncia do FXR na neoglicogénese

Como foi referido anteriormente, alguns investigaddém vindo a demonstrar
gue o FXR influencia a homeostasia da glicoseyé@srde mecanismos que envolvem a
neoglicogénese e da glicogénese.

Segundo Carioet al. (2006), Maet al (2006) e Zhanegt al (2006), a ativacao
de FXR pode reduzir a neoglicogénese hepaticawziind sintese de glicogénio. Estes
estudos mostram que no figado de modelos de ratidiabéticos, a ativacdo do FXR
leva a repressdo da expressdo de enzimas esseaci@eglicogénese (Fig. 6.1):
fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), Glicosm$fatase (GP6ase) e Frutose-1,6-
bifosfatase (FBP1) (Carioet al, 2006; Maet al, 2006; Modiceet al, 2010; Zhanget
al., 2006).
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Fig. 6.1 —Tratamento de ratinho db/db com GW4064 Determinacao dos niveis de mRNA, por
PCR em tempo real, de SHP, Glut2, PEPCK, G6Pape0;05,** p<0,01 versusratinhos lept”’’ou
noutra situacéo especifica indicada na figura. feigie Zhangt al, 2006.

Estes resultados sédo explicados molecularmente gbeiko repressivo dSmall
heterodimer partne(SHP) (induzido pelo FXR) queai interferir a nivel transcricional
com os fatores de transcricdo e os coativadorder fauclear 4o do hepatécito
(HNF4a), recetor glucocorticoide (GRiprkhead box protein OFOXO1) e coativador
1-o do recetor ativado por proliferadores de peroxissogamma (PG@). Uma vez
que estes fatores de transcricdo e coativadorepemo de modo a aumentar a
expressao destas enzimas, no estado de jejum,@oBEP interfere com estes fatores

de transcricdo e coativadores, a expressdo degtmsemzimas fica comprometida

Amélia Marques da Silva, n°® 34791

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012 55



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

(Modicaet al, 2010). Esta teoria € sustentada pelos estudbée al (2006) e Zhang
et al. (2006), que demonstram que a ativagdo de FXR gido &dlico e GW4064,
respetivamente, induz a expressao de SHP, queupovez interrompe a interagao do
coativador PGCd com os fatores de transcricdo GR, HMR& FOXO1 (Fig. 6.2)
(Yamagataet al, 2004), provocando uma diminui¢cdo final da nemgénese em
modelos de ratinhos diabéticos db/db e KK-A (y)smao em ratinhoBXR’ (Modica

et al, 2010).

* ‘Q ’Q ®aB

FXR |RXR

Fig. 6.2 —Modelo ilustrativo da influéncia, na expressdo deanes, da ativacdo do FXR pelo
agonista(acidos biliares — AB), através da mediagdo do 8allissociacdo do HNF-4 ou do Foxol
com o CBP. Figura adaptada de Yamagatl., 2004.

No entanto, para apoiar a teoria de que a ativdo@eXR pelos acidos biliares
levam a reducdo da neoglicogénese, demonstrouesa spibrexpressado de SHP reduz a
expressao de genes relacionados com a neogliceg@remagatat al, 2004).

Estudos com ratinhosild type(wt) e com ativacdo do FXR com agonistas, nao
mostram consenso, uma vez que nos estudos de &tatral (2005) e Zhangt al.
(2006) se verificou uma estimulacdo da PEPCK (&), mas nos de Met al (2006)

e Yamagatat al. (2004) verificou-se uma represséo (Fig. 6.4).
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Fig. 6.3 —A: Tratamento dos hepatécitos primarios de ratinhoscom o veiculo DMSO (grupo
controlo) ou com GW4064 (M) durante 24h. Os niveis de MRNA de PEPCK, G6Pase, F1,6Pase
(FBP1) e SHP foram quantificados por PCR em tengad € normalizados para a ciclofiling:
Tratamento dos Ratinhoswt e FXR" (KO) com veiculo (barras brancas)ou com GW4064
(barras pretas) durante 11 dias (n = 6 por grupo)Apdés 6h de jejum os figados foram removidos e
os niveis de mRNA hepético foram quantificadosPGR em tempo real. (5<0,05,** p<0,01versus
controlo @) ou ratinhoswt tratados com veiculd]. Figura adaptada de Zhaegal, 2006.

In vitro a ativacdo do FXR com GW4064 provocou a inducadnaés da
repressao da enzima PEPCK (Fig. 6.4), e em ratosiside alimentadogbteve-se 0
mesmo resultado (Modic al, 2010).
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Fig. 6.4 -A: Supressao de genes envolvidos na neoglicogénREPCK e G6Pase) pelos acidos
biliares (AB) foi observada para ratinhegt mas néo para ratinh&XR". B: O SHP é necessario
para suprimir a expressao de genes da neoglicogéaesm resposta aos acidos biliare@B).
(ratinhos alimentados com uma dieta com &cidoarbsia 1% durante 5 dias, RNA quantificado para
n = 3-4 ratinhos por grupo apés um jejum noturngx<®,05,** p<0,01 versusratinhoswt. Figura
adaptada de Met al., 2006

Outro estudo demonstrou mais uma propriedade sdame do FXR na
regulacdo do metabolismo da glicose. Esse estudorrou que o FXR tem um papel
importante na regulacdo do metabolismo da glicosestado de transicao de jejum para
o estado pés-alimentacdo (Duran-Sandetaal, 2005) e ainda, que o FXR é

responsavel pela reducdo da taxa de glicélise,ocoef 0 estado nutricional, o que
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confirma mais uma vez a funcdo do FXR como um extprl metabdlico importante
(Teodoroet al, 2011).

Apesar de ndo estar esclarecida a razao das dinéaigédos referidos estudos,
elas podem dever-se ao facto da regulacdo do FKX&fseente no estado de jejum ou
no estado alimentado, ou podem estar relacionamtasodacto de se utilizar diferentes
modelos animais, pelo que deverdo ser feitos n&igles para clarificar a funcéo do
FXR no metabolismo da glicose (Modiegal., 2010).

Além disso, segundo Teodoed al. (2011), o estado nutricional e a duracédo do
tratamento com um agonista de FXR podem ser rdievgrara as contradicdes dos
referidos estudos. Este autor levanta a hipGtesa dtvacdo do FXR por agonistas
poder causar, numa primeira fase, alteracées n@e®sdo genética para normalizar o
metabolismo da energia em situacBes de superabriad@n numa segunda fase, apos
esta normalizagdo, a atividade FXR poder entdoziedas niveis de energia e,
finalmente, obrigar o organismo a compensar atral@sproducdo aumentada de

glicose.

6.1.2. Influéncia do FXR na glicogénese

O FXR poderé ter alguma influéncia no armazenamgatglicose sob forma de
glicogénio (glicogénese), uma vez que ratinhos éiabs db/db apresentam um
aumento da sintese de glicogénio, quando tratamos@WN4064 (Fig. 6.5, graficos A e
B) (Zhanget al, 2006). Estes ratinhos apresentam também um aandenGSK3B
fosforilado (inativa), enzima responsavel por foddo e consequentemente inativar a
glicogénio sintetase (enzima determinante na ginege), e de Akt fosforilado (ativa).
Este estudo sugere que o FXR induz a sintese degghio através do aumento da
fosforilacdo da GSKBpelo Akt (via de sinalizacdo da insulina ao nidelAkt), como
acontece na via de IRS-Akt sinalizada pela insuljrey. 6.5, gréficos C e D).
Resultados obtidos com ratinhBXR’ véo ao encontro dos resultado anteriores, uma
vez que estes exibem hiperglicemia (devido ndo sdimdnuicdo da inibicdo da
neoglicogénese como também da inibicdo acentuadglictzyénese) (Carioet al,
2005; Modiceet al, 2010).
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Fig. 6.5 — O tratamento com GW4064 em ratinhos dbliJ aumenta a sinalizagéo pela insulina e o
armazenamento de glicogénio nos figadasNiveis hepaticos de glicogénio determinados por um
ensaio colorimétrico. B: Tratamento em triplicads thepatdcitos primarios de ratinhos com GW4064
ou DMSO (1M) durante 24h, seguido por uma incubacdo em nmios ‘C-D-glicose durante 2h,
posteriormente a incorporacdo H€-glicose em glicogénio foi quantificad@: Determinacdo dos
niveis de fosforilacdo da Akt e GSKBepaticas em ratinhos db/db. Determinagéo dos niveis de
fosfotirosina (pY) do IRS-1 ou IRS-2 hepéticos eatinhos db/db. $<0,05,** p<0,01. Figura
adaptada de Zhargg al., 2006.

6.1.3. Influéncia do FXR na sensibilidade a insule

A possibilidade de o FXR poder influenciar a hon@sia da glucose, ao nivel
da sensibilidade dos tecidos a insulina, tem tandgidmalvo de varios estudos.

O possivel mecanismo que explica a acdo sensitiliaado FXR, tem como
base os estudos de M#aal. (2006),que demonstram que ratinhBXR’ apresentaram
elevados niveis de acidos gordos livres e de ¢égltlos e os estudos de Savagal.
(2007), que demonstram a existéncia do fendmentiptgoxicidade” (causado pelos
elevados niveis de acidos gordos livres e trigliod&r no organismo) o que podera
diminuir a sensibilidade a insulina ao nivel dasde periféricos. Estudm vivo, com
ratinhosFXR’, vdo de encontro a esta teoria uma vez que estiebas exibem um
fendtipo lipotrofico (Carioet al.,2006; Modiceet al, 2010; Rizzcet al, 2006).

Os estudos em que se comparam ratimvtasFXR", (Cariouet al, 2006; Maet
al., 2006; Zhanget al, 2006), mostram que estes Ultimos apresentamdimmauicéo
da sensibilidade a insulina e uma diminuicdo derémicia a glicose (Fig. 6.6) (Modica
et al, 2010; Staelst al, 2010).
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Fig. 6.6 - Diminuicdo da sensibilidade a insulinare ratinhos FXR" (com 8 semanas de idade e
com n = 8-10 por grupo)A: Niveis de glicose apds injecdo intraperitoneal dg/k®) apds jejum
noturno, no teste de tolerancia a glicdeNiveis de insulina apds injecao intraperitonealdgkg
apos jejum noturno, no teste de tolerancia a gliddsNiveis de glicose apds injecao intraperitoneal
no teste de tolerancia a insulina no estado desatmdo. *p<0,05; ** p<0,01versuscom ratinhoswt
type. Figura de Mat al., 2006.

Por outro lado, em ratinhos, a ativacdo do FXRagamistas (enddgeno - acido
cOlico, sintético - GW4064), ou através da infec@on adenovirus que expressa a
forma constitutiva ativa do FXR (VP16-FXR), demeastuma redugcao acentuada dos
niveis de glicose em circulagdo e uma melhoriaeteibilidade a insulina (Fig. 6.7)
(Cariouet al, 2006; Maet al, 2006; Modiceet d., 2010; Staelet al, 2010; Zhanget
al., 2006).
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Fig. 6.7 —A ativacdo do FXR pelo GW4064 em ratinhos ob/om vivo, melhora a sensibilidade a
insulina. Os ratinhos ob/ob eram machos com 20 sasna foi dado acesso livre a comida e 4gua. A
um grupo foi administrado GW4064 (30 mg/kg) atradésuma injecao intraperitoneal e ao grupo
controlo foi administrado o veiculo (6leo de milhdlirante 10 diagh: Teste de tolerancia a glucose,
foi administrado 1,0 g/kg de glicose por via ingefneal apds 6h de jejurB: Teste de tolerancia a
insulina, foi administrada 2 IU/kg de insulina paat intraperitoneal apds 6h de jejum. Os gréfices d
barras inseridos nas imagens A e B representamaidiegrada abaixo da curvap<0,05 versus
controlo (n = 6 ratinhos/grupo peA, e n = 4 ratinhos/grupo peB). Figura de Carioet al., 2006
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7

O mecanismo molecular por detras desta acao skxesilora do FXR é
provavelmente indireto, uma vez que o FXR ndo &esgp no musculo esquelético e
apresenta niveis muito baixos no tecido adiposo.

Segundo Modicat al (2010), a ativacdo do FXR leva a diminuicdo do®is
dos triglicéridos e dos acidos gordos livres, énasfiminui também o fenomeno de
“lipotoxicidade” e restabelece-se a secrecéo daliimess bem como a sensibilidade dos
tecidos periféricos para a insulina.

Pela observacdo em ratinh&XR’~ verificam-se dois fenémenos que estao
implicados na auséncia de FXR (talvez devido anlingéo da sua sensibilidade): uma
diminuicdo da saida hepética da glicose, atenuatdaipsulina, e uma diminuicdo da
passagem da glicose para os tecidos periféricoses Edois fendmenos séo
provavelmente, a questdo mais importante do debememto e manutencdo da
resisténcia a insulina e, consequentemente, d&tdmle confirma-se pelo facto de a
expressao dos transportadores GLUT4 estar dependeiiXR. (Teodoret al, 2011).

6.2. Estudos clinicos sobre os efeitos das resitigedoras dos acidos biliares

(Colestiramina)

A nivel clinico, ja existem varios estudos commasj como a colestiramina, que
demonstram a influéncia benéfica destas na honwasta glicose e consequentemente
na DMT2 e sindromes de resisténcia a insulina.

Estas resinas sdo farmacos utilizados para rediginiveis de colesterol.
Apresentam um grande peso molecular e sédo insslimeégua, ndo sdo absorvidas no
tubo digestivo e ligam-se aos acidos biliares, oo que estes sejam absorvidos
para a circulacdo e interrompendo assim a circalag#@ero-hepatica. Este processo
provoca um aumento da sintese de acidos biliagsnigtas do FXR) a partir do
colesterol (Guimaraest al, 2006).

Os estudos referidos tém vindo a mostrar que asasem um efeito benéfico
no controlo da glicémia em doentes com DMT2. Edudom colestiramina, em
doentes diabéticos (DMT2) e com dislipidemia, patdm de apresentarem uma
diminuicdo dos niveis de colesterol LDL, apresentambém um controlo de glicemia,
alguma reducdo na excrecdo de glicose pela urinma tendéncia para diminuir a
concentracdo de HbAlc (Staelsal, 2010).

Amélia Marques da Silva, n°® 34791 61
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

Esta acdo e modulagédo do controlo glicémico pasmas, pode ser explicada
pelos mecanismos que envolvem a via dependentXBesFgue regula a expressao de
PEPCK e outras enzimas envolvidas na neoglicogémes$igyado, como foi explicado
em pontos anteriores. Estudos indicam também quaesevelam (resina) pode atuar
na homeostasia da glicose através da reducdo idé€nesa a insulina e/ou através de
um aumento da eliminacéo de glicgdasmatica (Staelst al, 2010).

Os referidos resultados vdo de encontro aos resgltaanteriormente
explicitados, obtidosn vitro e in vivo. Estes farmacos fazem aumentar a sintese de
acidos biliares dentro dos hepatdcitos, a sua obraggio e sendo agonistas do FXR
também aumentam a sua ativacdo, levando a uma uwigain da glicemia,
possivelmente através dos mecanismos explicadai@mente, que intervém na
reducdo da neoglicogénese, na ativacdo de glicegére no melhoramento da

sensibilidade dos tecidos a insulina.

7. LXR (Recetor X do figado)

O recetor X do figado (LXR kiver X Receptgré um recetor nuclear membro
da subfamiliaThyroid Hormone Receptor-like do grupoLiver X Receptor-like
(subfamilia de recetores nucleares 1, do grupo Bt)stem dois isotipos de LXR
identificados, o LXR (NR1H3) e o LXB (NR1H2), codificados por dois genes
diferentes (Oosterveet al, 2010; Pascual-Garcia & Valledor, 2012; Schuln28i,0).

O LXRa é principalmente expresso no figado e de formaosaxtensa no
tecido adiposo, no intestino e em macrofagos, enites. Ja o LXR é expresso de
forma ubiqua. (Fauldst al, 2010; Oosterveest al, 2010; Pascual-Garcia & Valledor,
2012; Schulman, 2010).

Os LXR tém um papel importante no metabolismo. @oaativados, por
exemplo, pelos seus ligandos enddgenos (oxiestermssderivados do metabolismo do
colesterol), estes RN formam, obrigatoriamente, haterodimero com o RXR que se
liga a uma sequéncia especifica presente no geoechlamada de elemento de resposta
do LXR (LXRE). O LXRE é composto por dois conjuntde hexanucleétidos
separados por quatros nucledtidos (AGGTCAnnnnCGQT(Aulds et al, 2010;
Oosterveeet al, 2010; Schulman, 2010).

Amélia Marques da Silva, n°® 34791

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas - 2012 62



Recetores Nucleares na Terapéutica Antidiabética

Apés a ativacao, o heterodimero LXR-RXR tem a capae de interagir e
recrutar uma série de correguladores da transgiigélaindo o PGC-f, RIP140, GPS2
e ASC-2, que estdo também ligados a varios prosesstabdlicos (Fauldst al, 2010;
Oosterveeet al, 2010). Os LXR tém assim, um papel relevante galagdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico e glicidico ent#8m de alguns genes associados a
inflamacé@o (Oosterveeet al, 2010; Pascual-Garcia & Valledor, 2012; Schulman,
2010).

O LXR € um sensor do metabolismo do colesterol didssintese de lipidos,
sendo principalmente estudado como alvo terapédticaterosclerose. Todavia, estes
RN também regulam genes relacionados com a honseddas glicidos e alguns
estudos tém mostrado que o LXR podera vir a seralym na terapia antidiabética
(Oosterveeet al, 2010).

7.1. LXR e a homeostasia da glicose

Alguns estudos realizados em células e em algundelm® animais tém
mostrado que ativacdo do LXR melhora o controloégiiico (Fig. 7.1). Ha indicios que
a ativacdo do LXR pode influenciar a nivel da nieoglénese, na sensibilizagcdo a

insulina e quica na secrecado da insulina.
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Fig. 7.1 — Efeito do GW3965 nos niveis de glicosm eatinhos obesos e com resisténcia a insulina
(A) e em ratinhos magros (B) Os respetivos grupos de ratinhos foram tratades &W3965
(agonista do LXR) ou com veiculo (controlo) durabteemana, apos esse periodo de tempo realizou-
se um TTG. (*p<0,05; **-p<0,01 ). Figura adaptada de (Laffigeal, 2003).

7.1.1. Influéncia do LXR na neoglicogénese
Varios estudos em modelos animais, tém mostradcacatevacdo do LXR no

figado reprime a expressao de genes que codificaimas da neoglicogénese, como a
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PEPCK, a FBP1, a G6Pase e também o P&Qtle ndo é uma enzima, mas um
coativador que influencia o processo de neogliceggn conforme descrito
anteriormentdFig. 7.2) (Baranowski, 2008; Oostervetral, 2010; Schulman, 2010).

Alguns desses estudos foram efetuados em ratirdrakmockoutde LXRo/p,
em ratinhoswt e em ratinhos db/db. Quando tratados com agondwagXR o0s
primeiros ndo mostraram uma reducdo da neoglicegéngorém essa reducdo foi
visivel nos outros dois tipos de ratinhos (Faeldsl, 2010).

In vitro, em experiéncias em hepatécitos de ratinhos eudeamos, a acdo da
ativacdo deste RN, inibicdo de genes que codifiearmmas da neoglicogénese, parece
depender dos dois tipos de LXR, contudoivo, estudos verificaram que a repressao
da expressao de PEPCK e G6Pase depende da prdsdn¥Ro e ndo do LXR (Fig.
7.2). A repressao destas duas enzimas, pela atidacEXR, ndo parece ser direta mas
sim através do efeito que este recetor tem sobteasoproteinas. Alguns estudos
indiciam que uma dessas proteinas pode ser o RGQelks € um regulador chave da
producdo de glicose a nivel hepatico e verificoutse, em hepatocitos de roedores,
apos a ativacdo do LXR o nivel do seu mRNA dimiQufactor de transcricdo SREBP-
1c é outra proteina candidata, porque, para alésua&xpressao estar aumentada com
a ativacdo do LXR, a sua sobrexpressdo demonstaurir a expressao da PEPCK
verificando-se assim, que o SREBP-1c pode ser uthacher da inibicdo da expressao

desta proteina pela ativacdo do LXR (BaranowsKi820
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Fig. 7.2 — Efeito do GW3965 na expressao relativaos genesPEPCK, G6Pase e PGC-1a em
figados de ratinhowt, LXR1a" e LXR1p". Os respetivos grupos de ratinhos foram tratados c
GW3965 (agonista do LXR) durante 2 dias e apogwnjelurante toda a noite, os figados foram
colhidos e a expressao relativa dos genes foi ticata por RT-PCR. (1<0,05). Figura adaptada
deCommerfordet al. 200.
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Outros estudos tém mostrado a capacidade de indlaz@apressao da enzima
glucocinase (GK) no figado (que intervém na glsmlna conversédo de glicose em
glicose-6-fosfato) pela ativacdo do LXR (Laffitet al, 2003; Pascual-Garcia &
Valledor, 2012).

7.1.2. Influéncia do LXR na sensibilidade a insulia

Vérios estudos tém mostrado que a ativacdo do L&Ragonistas melhora a
sensibilidade a insulina (Pascual-Garcia & Valle@6d.2).

Estudos com ratinhos LXR e LXRB"‘, ratinhos magros ou normoglicémicos e
com modelos de ratinhos diabéticos ou insulincstestes, vdo ao encontro do que foi
dito no paragrafo anterior, pois s6 no ultimo grupatinhos diabéticos) € que se
verifica uma melhoria da sensibilidade a insuliggando o LXR € ativado por
agonistas. Essa sensibilizacdo a insulina reaizarsvel dos tecidos periféricos e ndo a
nivel hepético (Oosterveet al, 2010). Pensa-se que este efeito se deve aodacto
ativacao do LXR induzir a expressao de GLUT4 nadteadiposo (Fig. 7.3), uma vez
gue este transportador da glicose tem um papelatme absorcdo de glicose mediada
pela insulina, tanto no tecido adiposo como no mlascestando a modificacdo da sua
expressao associada a DMT2. A existéncia de LXRRramotor do gene que codifica
0 GLUT4 e o aumento da expressao desta proteinadgmdcitos, por agonistas do
LXR, vdo de encontro a esta hipotese (BaranowsB082 Fauldset al, 2010;
Schulman, 2010).

Glutd
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Fig. 7.3 — Efeito do GW3965 na expresséo relativeedcLUT4 em adipécitos (WAT) de ratos
obesosRatos foram tratados com veiculo, GW3965 (agametLXR) ou pioglitazona (PIO) durante
3 semanas. (p<0,05). Figura adaptada de Commerfetdl, 2007.
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7.1.3. Influéncia do LXR na secrec¢éo de insulina

Tanto o LXRx como o LXR séo expressos no pancreas no entanto, apenas este
altimo é expresso nas célulga®onde ha a secrecdo de insulina. A ativacdo do ha®
célulasp tem mostradoin vitro, promover a secre¢do de insulina (Baranowski, 2008
Fauldset al, 2010; Schulman, 2010). No entantovivo, este efeito pode ndo ser
relevante uma vez que ndo se tém verificado aurmesngoificativos da insulina com a
ativacdo do LXR (Oosterveet al, 2010).

7.2. Efeitos indesejaveis da ativagdo do LXR

A ativacdo do LXR tem aparentemente efeitos beogf@ melhoria do controlo
glicémico, mas a utilizacao de agonistas como faomantidiabéticos é posta em causa
uma vez que a ativacdo deste RN esta também ada@maaumento da lipogénese. Em
alguns estudos, verificou-se que a ativagdo denal@gonistas provoca um grande
aumento de TG em circulagdo em ratinhos diabécasacumulacdo de lipidos no
figado em ratinhos nédo diabéticos. Para além dessie, aumento de lipogénese nas
célulasp pancreaticas pode induzir apoptose e consequenterbaixar a secre¢do de
insulina (Baranowski, 2008; Oostervextral, 2010).

A utilizacdo de agonistas LXR também é posta ensaaw tratamento da
DMT2 por haver estudos que indiciam que a suagivaeduz a expressao de enzimas,
qgue intervém no processo glicolitico em hepatdditosianos e no tecido adiposo de
ratinhos (Oosterveast al, 2010).

7.3. No futuro

Uma vez que o LXR é expresso de forma mais abundante no figado que o
LXRp e tendo em conta que os efeitos lipogénicos sendg@rincipalmente a ativagédo
destes recetores neste 6rgdo, a alternativa pificaruéste RN como alvo terapéutico
sera conseguir desenvolver moléculas que se ligaetivamente ao LXRevitando
ou atenuando os efeitos indesejaveis ligados agdtivdo LXR (Fauldst al, 2010;
Pascual-Garcia & Valledor, 2012). Outra possibdielae investigagcédo serd explorar os
cofatores ou as vias em que a ativacao do LXRuéiey como por exemplo a utilizacdo
do PGC-& como alvo terapéutico (Fauldsal, 2010).
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8. CAR (Recetor constitutivo de androstanos) e PXRRecetor X de

pregnanos)

O recetor constitutivo de androstanos (CAR) e etorcX de pregnanos (PXR)
sdo dois RN estreitamente interligados, expresedégado e com muita importancia
neste 6rgdo. Estes RN pertencem a subfamiliehgr¢id Hormone Receptor-likeao
grupo grupo |, o PXR é o membro dois deste grugdl(R) e o CAR o membro trés
(NR1I3), e estdao codificados no cromossoma 3 (3f23) e 1 (19g23.3),
respetivamente. Estruturalmente sdo semelhantesicxiandos RN (Gao & Xie, 2012;
Ihunnahet al, 2011; Kachaylet al, 2012)

Estes dois recetores apresentam alguns liganda®m®um e a sua regulagédo de
determinados genes sobrepde-se, porém os seusisnegsutle ativacdo e de regulacéo
sao diferentes (Moreaat al, 2007; Wadaet al, 2009).

O PXR encontra-se no nucleo ligado ao gene alvaasioibma de heterodimero
com o RXR, apresenta uma atividade basal baixap vimie esta associado a
correpressores. Apoés a ligacdo de um agonistava&dati regulando assim a transcricdo
dos genes alvo (Moreaat al, 2007; Wadaet al, 2009).

O CAR, ao contrario da maioria dos RN, estd carstamente ativo na
auséncia de ligando, sendo contudo regulado taotoagonistas como agonistas
inversos. O CAR esta presente no citoplasma askneaum complexo de proteinas
chaperone proteinas HS90. Quando um ligando se liga, ha dissociacdo deste
complexo e ocorre a translocagéo deste recetoitalasma para o nicleo, onde ativa
ou reprime a transcricdo dos genes alvo. A ligacéete pode ser feita sob a forma de
mondmero ou heterodimero com o RXR (Moreaal, 2007; Wadat al, 2009).

Estes RN foram ambos, inicialmente, identificadasne reguladores da
transcricdo de enzimas e transportadores respasgiia metabolizacdo e eliminacao
de xenobioticos. Recentemente surgiram evidén@agud estes recetores tém também
algum impacto no metabolismo dos glicidos e lipidosa resposta inflamatéria, e
mostram também alguma influéncia na patologia dmclas metabdlicas (Gao & Xie,
2012;Ihunnahet al, 2011).
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8.1. Influéncia na glicémia

O figado tem um papel fundamental na manutencaontless de glicose em
circulacdo, pois é responsavel por controlar ayggéd hepatica de glicose, em resposta
ao estimulo de hormonas como a insulina e as adgmcNa diabetes, a producdo
hepéatica de glicose estd aumentada devido ao aondEntneoglicogénese e da
glicogendlise, e hd uma incapacidade da insulirexcex uma acdo supressora nessa
producdo, devido a existéncia de resisténcia alimasuAlgumas terapéuticas
antidiabéticas, como a metformina, atuam precistenea neoglicogénese de modo a
diminuir os niveis de glicemia (Gao & Xie, 2012).

A PEPCK e a G6Pase sao as enzimas chave da nggglese e sdo reguladas a
nivel transcricional no figado. S&o ativadas pélcagon durante o jejum e suprimidas
apoés a alimentacao, pela insulina. Sabe-se qunscticdo destas proteinas é regulada
por dois fatores de transcricdo, 0 FOXO1 e o Hifpbis nos promotores dos genes
correspondentes foram encontrados locais de ligpgia eles (0 IRS e o DR1,
respetivamente). O FOXO1, nao fosforilado, interage promotor com o IRS
(sequéncia de resposta a insulina) ativando adrigée dos genes neoglicogénicos e o
HNF4o, também um ativador destes genes, interage coramopor no local DR1. Na
presenca de insulina, o0 FOXOL1 é fosforilado poas@s através da via PI3K-Akt e
inibe a transcricAo destes genes e a degradacad-GkO1, interrompendo
simultaneamente a interacdo desta proteina com ©@1#8GO glucagon aumenta o
cAMP intracelular, que ativa a PKA. Este por sua va estimular a resposta da CREB
(proteina de ligacdo aos elementos de respostaAMPY que se liga e regula a
transcricdo dos gen®EPCKe G6Pasglhunnahet al, 2011; Kachaylet al, 2012).

Ha investigadores que sugerem que, em condicGepdislogicas, quando ha
um défice de energia, 0 PXR e o CAR intervém nglimagénese de forma a criar um
mecanismo de adaptacédo celular. Neste sentidapargam que a neoglicogénese € um
processo bioquimico energeticamente exigente e quando hd a necessidade de
metabolizar xenobidticos, h4 um grande consummédega (ATP) para gerar NADPH
suficiente, para ser utilizado pelas enzimas gtexvém nesse processo (CYP450). Ao
suprimir-se a neoglicogénese, os hepatdcitos sfazea de manter os niveis de

NADPH necessarios a metabolizacdo dos xenobiofgéas & Xie, 2012).
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8.1.1. CAR

A ativagdo do CAR reprime a expressdo da PEPCK &@Rase, atraves de
mecanismos variados dependentes deste RN. Varioseauwemonstraram que o CAR
inibe a atividade do HNF4 competindo com este pela ligacdo ao DR1, preseyge
genes neoglicogénicos. A ativacdo do CAR tambéme padular a atividade
transcricional do FOXO1 por impedir a ligagdo desidRS presente no promotor dos
genesPEPCKe G6PasgKachayloet al, 2012)

Um estudo recente de Kachaylo (2012) investigoleoamismo de regulacéo da
transcricdo dos genes que codificam a PEPCK e aag&6Pelo isomero cis2,4,6-
trifenildioxano-1,3 (cisTPD), um ativador do CAR figado de ratos. Verificou-se que
a expressdo destes genes neoglicogénicos estairaideppelo cisTPD em condi¢cdes
de jejum (Fig. 8.1)(Kachaylet al, 2012).
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Fig. 8.1 — Efeito do cisTPD na expressao dos gerfEPCK (A) e G6Pase (B) e nos niveis das
respetivas proteinas (C e D) em figados de rat¢*-p<0,05). Figura adaptada de Kachagloal,
2012.

Também se verificou no mesmo estudo, através deosnde imunoprecipitacdo
de cromatina, que a ativacdo do CAR pelo cisTPDfigado de rato, impede a ligacédo
do FOXO1 com as sequéncias de resposta insulifiR&) presentes no promotor dos
genes que codificam a PEPCK e a G6Pase. Além dissificou-se também que a

ativacdo do CAR pelo cisTPD, inibe a transativag@ddiNF4. por competir com este
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para a ligacdo ao elemento de ligacdo do HMKEIR1), dos promotores dos genes
neoglicogénicos. Constatou-se assim, que os rdssltabtidos vao de encontro a
hipétese de que a ativagcdo do CAR pelo cisTPD irdb&anscricdo dos genes
neoglicogénicos (que codificam a PEPCK e a G6Pase)interferir com a atividade
transcricional do FOXO1 e do HN&d4o que torna o cisTPD um potencial farmaco que
podera ser utilizado para controlar a neoglicogénea DMT2 (Fig. 8.2) (Kachaylet

al., 2012).
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Fig. 8.2 — Recrutamento de CAR, HNFd e FOXO1, para o promotor dos genePEPCK (A) e
G6Pase (B), no figado de ratos em resposta ao tratamento fRPD. Figura adaptada de Kachaylo
et al, 2012.

A supressdo da neoglicogénese mediada pelo CA& j&fificadain vivo. O
estudo de Dong (2009) confirmou que a ativacdoedebl, em ratinhos ob/ob, regula a
expressao de genes envolvidos no metabolismo casglPEPCKe G6Pasg, suprime
a producdo de glicose e estimula a captacdo desglico figado, melhora a toleréncia a
glicose e a sensibilidade a insulina e previneesiolade nestes ratinhos (Fig. 8.3). Este
estudo mostrou que o CAR pode vir a ser um poteratiep terapéutico para o

tratamento da DMT2 e também para prevenc¢do dadaussi
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Fig. 8.3 — Em ratinhos ob/ob a ativacdo do CAR metlia a tolerdncia a glicose (A) e a
sensibilidade a insulina (B) e regula a expressa® djenes relacionados com a metabolizacdo da
glicose (C).Ratinhos ob/ob e ob/ob CARforam tratados com um agonista do CAR -TCPOBOP
(TC) ou com éleo de milho (controlo) durante 1 n#&sApds 6 horas de jejum o TTG foi realizado e
a glicose presente no soro foi quantificaBa.A insulina presente no soro foi quantificada apés
horas de jejumC: O RNA total hepatico foi isolado e a PEPCK e a G@Ffaram quantificadas por
Northern blot (*p<0,01). Figura adaptada de Doeigal, 2009.

A ativagdo do CAR, em modelos animais obesos (ob/cb7bl/6j), melhorou a
hiperglicemia e a sensibilidade a insulina. Nolsenano, o fenobarbital (PB) mostrou
a capacidade de reduzir os niveis de glicemia @oreal a sensibilidade a insulina em
doentes com DMT2. Alguns estudos ja confirmaram, hepatocitos primarios de
ratinhos, que esta capacidade por parte do PB \e® alesupressao da expressao de
enzimas fundamentais e limitativas da neoglicoggne$EPCK e a G6Pase, de forma
dependente de CAR (Gao & Xie, 2010, 2012).

A ativacdo do CAR também influencia positivamentesteatose hepatica,
sugerindo Dong (2009) que isso se deve a supreisdipogénese e a inducéo [fla
oxidacao dos &cidos gordos.

Apesar dos estudos realizados indiciarem uma aea@éfiba na ativacao do
CAR, mantém-se a incerteza quanto aos efeitos salvelesta ativacdo, sabendo-se a

partida que promove a hiperplasia e a carcinogétefigado (Gao & Xie, 2012).
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8.1.2. PXR

Muitos estudos tém mostrado que o PXR desempenhpapel importante no
metabolismo dos lipidos e da glicose, mais preasaen na regulacdo da
neoglicogénese hepatica (Gao & Xie, 2010; lhuretadd, 2011).

Tem sido demonstrado, em modelos animais, que e&e®sdo das enzimas
PEPCK e G6Pase esta reduzida quando o PXR estadatiiquer em ratinhos
transgénicos com a expressao de PXR ativada ndofigaatinhos VP-hPXR, quer em
ratinhoswt tratados com o PCN, n&o se verificando o0 mesma i@dinhos PXFQ). E
sugerido por um lado, que o PXR, quando ativaderage diretamente com o CREB,
impedindo que este se ligue ao promotor do genegdifica a enzima G6Pase, e por
outro, que o PXR é também capaz de interagir adiretdse com o FOXO1, inibindo a
sua ligacdo ao IRS presente no promotor do ERCK e G6Pase Outros estudos
sugerem que o PXR também poderia competir com odkidFo PGC-& e suprimir a
neoglicogénse (Gao & Xie, 2010; lhunrethal, 2011).

Os efeitos,in vivo, da ativacdo do PXR quanto aos beneficios para 3DM
ainda continuam por provar. Em ratinhos transgénicom uma sobrexpressdo do PXR
e alguns agonistas do PXR, detetou-se a capacidadsuprimir a expressao das
enzimas PEPCK e G6Pase de forma dependente do Fo¥avia a ativagdo do PXR
esta também associada a esteatose hepatica, antauteeorticoides, efeitos que ja se
provou estarem interligados com a resisténciawdings(Gao & Xie, 2012).

Contudo a ativacado do PXR em hepatdcitos e maasfpgde levar a esteatose
hepética, dislipidemia e aumento da ateroscledoséando a possivel utilizacdo de
agonistas para o tratamento da DMT2. Sé seria \missste RN tornar-se um alvo
terapéutico se se conseguisse ativar 0 PXR de feetetiva para os efeitos benéficos

antidiabéticos da sua ativacdo (Gao & Xie, 2012).

9. Conclusao

Os principais reguladores metabdlicos no nossoocegm os trés PPAR, que
agindo como sensores de lipidos, controlam no sejumto quase todos os aspetos do
metabolismo dos acidos gordos e tém grande impatdra sensibilidade a insulina e

homeostasia da glicose. A desregulacdo destesoresebu a sua incapacidade
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funcional, estdo associados a resisténcia a imsulDMT2 e outras doencas
metabdlicas. Por outro lado a ativacao destesaesepromove beneficios metabdlicos.

O PPAR:. € um importante regulador do metabolismo lipidino, entanto
relativamente a acdo que exerce sobre a homeoslasiglicose ndo parece ser
relevante, ndo sendo este RN um bom exemplo deofatuo terapéutico para a DMT?2.
Ja o PPAR/6 tem demonstrado relevancia no tratamento de deee{@cionadas com
0 metabolismo geral, incluindo a resisténcia alinate podera vir a ser uma mais valia
como alvo terapéutico na DMT2, pois este RN é ingme na regulacdo do
metabolismo lipidico e da homeostasia da energiem Ttambém demonstrado
relevancia na sensibilidade a insulina, na redaigiproducéo hepética de glicose e no
aumento da expressao de GLUT4. Este recetor inalg@nte, parece mediar alguns
efeitos benéficos do exercicio fisico na DMT2, oce gwealca ainda mais a sua
importancia nesta doenca, pelo que sera sem dumidavo terapéutico promissor.

O PPAR é o membro desta subfamilia com mais impacto nabonésmo dos
glicidos. Depois da ligacdo de um agonista e consequentacativdo PPAR esta
aumenta a transcricdo de genes implicados na #eragifo a insulina e diminui a de
genes envolvidos na resisténcia a insulina. Unteebeinéfico na resisténcia a insulina é
também o facto de o PPARser um regulador muito importante no metabolismo
lipidico, pois ao promover a utilizacdo dos acidmsdos livres baixa-os a nivel
circulatoério, diminuindo assim a lipotoxicidade @sada a resisténcia a insulina.

Héa estudos que mostram que o tecido adiposo, ouimiscos macrofagos, sao
os tecidos essenciais para o desenvolvimento ddémesia a insulina e que a ativacéo
do PPAR melhora a sensibilidade a insulina e consequemtttma sua acao no
musculo esquelético e no figado. Apesar disso,nal@utores defendem um modelo
“adipocentrico”, em que a ativacdo do PRARspecificamente no tecido adiposo, é
suficiente para melhorar a sensibilidade a insuhlimaterapia da DMT2, devido a
melhoria dos perfis lipidicos e das adipocinasdavénuicdo da producao de citocinas
pelos macrofagos.

As TZD sao uma classe de farmacos antidiabétiages,atpam como agonistas
totais do PPAR, ativando-o e obtendo os efeitos benéficos destacdo. Sao por isso
uma das poucas classes de antidiabéticos seresitnfizs de insulina que melhoram o
estado de resisténcia a insulina, demonstrando efinaz reducdo da glicemia, da
Hbalc e da hiperinsulinemia. Para além destas agiwl tém a vantagem de

melhorarem o perfil lipidico, ao aumentarem os iside colesterol HDL e reduzirem a
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os de TG e &cidos gordos livres. Todavia apresetdarhém efeitos prejudiciais, entre
0S quais 0 aumento de peso e a insuficiéncia cardéme limitam a utilizacdo destes
farmacos a nivel clinico. Continuam contudo a sélizados clinicamente e
frequentemente em terapia combinada com outrosaffysnantidiabéticos, combinando
os beneficios de todos eles e completando assna@éutica antidiabética. Em todas as
situagcbes estes farmacos sé@o considerados comadsegscolha no tratamento da
DMT2, por apresentarem efeitos adversos.

As questdes referidas anteriormente reforcam aseeita@le de desenvolver um
sensibilizador de insulina mais seguro. Existenalguuns grupos de investigadores a
trabalhar neste campo e a desenvolver estudosdestnesse objetivo.

Alguns grupos tém-se debrucado sobre o estudo aleségs duplos PPARy
gue se ligam e ativam a estes dois isotipos de PRAR o objetivo de alcancar os
efeitos benéficos da ativacdo destes dois RN: silskracao a insulina (PPARR e os
efeitos antidislipidémicos (PPA#R No geral, estes agonistas ndo ofereceram uma
melhoria na seguranca relativamente aos farmacasligados, todavia o aleglitazar
exibia bons perfis de seguranca e de eficaciarapitede curta duracdo da DMT2. Esta
atualmente a ser testado o seu perfil de segueaceaficacia associada ao tratamento
de longa duracdo da DMT2, e o seu potencial nagéeddo risco cardiovascular.

Ligandos com capacidade de ligacéo e ativacaor@@®$PAR simultaneamente,
estdo a ser também estudados e desenvolvidos apt@sentado uma boa eficacia, em
modelos animais com doencas metabdlicas em esprdedinicos, sendo necessario
agora avaliar o seu perfil de seguranca.

O desenvolvimento de futuros farmacos que tenhamPé&Ry como alvo
terapéutico também se tem debrucado sobre a ctbsseSPPARM, ligandos que
induzem sé os efeitos benéficos associados a ativdeste RN, sem manifestar os
indesejaveis. O INT131, € um desses farmacos btg® bons resultados num ensaio
clinico de curta duragédo em doentes com DMT2, prilsiu uma melhoria significativa
da glicemia e da sensibilidade a insulina, assasi@adum bom perfil de seguranca e a
uma boa tolerancia. Este composto esta agora tes@do no tratamento de média
duracao (24 semanas).

Para o desenvolvimento de futuros farmacos é deteme aumentar o
conhecimento de tudo o que envolve o PIPAEmpreender melhor os mecanismos
moleculares subjacentes da acéo reguladora destetones, e como sdo estas acdes

coordenadas, compreender as vias de sinalizacagueno PPAR esta inserido. SO
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assim sera possivel entender todas as variantesatgaen neste RN e desenvolver

farmacos com melhores perfis de seguranca.

O FXR regula ndo sé o metabolismo dos acidosredia dos lipidos, mas
também o metabolismo da glicose. Embora seja expnemioritariamente no figado,
detém um papel importante como regulador do estatabdlico de todo o organismo,
uma vez que os efeitos da sua ativacdo ndo séngesir ao tecido onde esta a ser
expresso, afetando todo o corpo. Verificou-se tam@ée tem efeitos benéficos sobre o
metabolismo da glicose, ja que diminui os niveigliose em circulagéo, através da
reducdo da neoglicogénese e da ativacao de gliesgén

Apesar das evidéncias, também h& estudos que melata efeito negativo
quando o FXR é ativado. A regulacdo pelo FXR aimd € por isso bem
compreendida, uma vez que o seu efeito positivoemyativo, parece variar e depender
do modelo animal utilizado e adnodus operandio procedimento experimental.

Alguns ensaios clinicos com resinas que se ligamacidos biliares, ja
confirmaram que os agonistas do FXR, sdo benéfiema o controlo glicémico em
doentes com DMT?2 e sindromes de resisténcia arnasul

Considerando que ndo se conhecem, por exemplonasguéncias do aumento
do armazenamento prolongado (mais de 2 semanag)lictigénio, resultante da
ativacdo deste recetor nuclear, os estudos futleesrdo, ndo s6 esclarecer os efeitos
da ativacdo do FXR no controlo da glicemia, masbtam avaliar os possiveis efeitos
adversos que podem advir desta ativagao.

Segundo a maioria dos estudos, a regulacdo de gefestivacdo do FXR é
benéfica para situacdes de excesso, como a obesdadiabetes.

Este recetor nuclear é, até agora, pouco conhesédy uma vez que interfere
em varias vias metabdlicas, podera vir a ser olgjetnovos estudos com o objetivo de
desenvolver possiveis farmacos. Estes farmacogéewer este recetor nuclear como
alvo terapéutico e deverdo ser dirigidos para daerglacionadas com 0s metabolismos
em que o FXR interfere, como a diabetes, a sindromatabdlica e sindromes de
resisténcia a insulina. O desenvolvimento destasdéos pode passar pela descoberta e
pelo aperfeicoamento de novos agonistas, paraaso, para este recetor.

Pode-se dizer que o LXR é um importante reguladoratias vias metabdlicas e

tem um papel importante na regulacdo de genes dabolsmo do colesterol e dos
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lipidos, tendo também apresentado relevancia nabuoktmo dos glicidos. Tal como
foi referido, a sua ativacdo pode melhorar a sditside a insulina e reprimir a
expressdo de genes que codificam proteinas qu&éntena neoglicogénese, como a
PEPCK e a G6Pase, e induzir a expressdo de gdaemmados com glicolise, mais
precisamente a GK. Apesar da necessidade de agesfos estudos e o conhecimento
deste RN, ele é um possivel alvo terapéutico pamatamento da DMT2, caso se
consigam desenvolver farmacos especificos paraRldé modo a suprimir os efeitos

indesejaveis da ativacdo do LXR

Estudos recentes tém confirmado que o PXR e o GdReguladores, ndo so6 de
proteinas envolvidas nas varias fases da metababzde xenobidticos, como também
do metabolismo energético. Estes dois RN podem aviser potenciais alvos
terapéuticos, ndo s6 para a DMT2 como para outrasgas metabdlicas.

O CAR e 0 PXR podem, ambos, suprimir a expressaedes neoglicogénicos,
pela interagcao com correguladores e outros fatteesanscricdo, de que sao exemplos
o FOXO01, o HNF4, o PGC-i.

Em estudosn vitro e pela analise de promotores de genes, foi relajad estes
dois RN podem impedir que o0 FOXOL1 se ligue aos efos de resposta a insulina,
presentes no promotor dos genes que codificam & mas neoglicogénicas,
associando-se ao FOXO1 e eliminando a atividadedrecional. Foi apontada também
a sua capacidade de inibir o HNFdor competirem com 0s seus coativadores (como o
PGC-1r) pela sequéncia de ligacao presente no promotogeioes neoglicogénicos e a
capacidade do PXR interargir com o CREB e impediua ligagdo no promotor dos
genes neoglicogénicos apds a estimulacdo pelo cAMPna-se agora necessario
investigar se estes resultados se transpdem paex bumano e se tém relevancia
clinica, pelo que é fundamental continuar os estudiestes RN para compreender
melhor os mecanismos de ativagdo do CAR e o PXRuaanfluéncia no metabolismo
energético.

Relativamente ao PXR, é necessario averiguar reddme efeito deste na
homeostasia energética e o seu impacto na sedadslia insulina e no melhoramento
da glicemia.

Quanto ao CAR, e sabendo que este é alvo do febitdgPB), € necessario

esclarecer se os efeitos antidiabéticos destewardeealmente a uma via dependente
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de CAR e se agonistas do CAR nado-PB sdo capazebtdeum efeito antidiabético
semelhante.

Devido aos efeitos indesejaveis da ativacdo dddh&so futuro podera passar
pelo desenvolvimento de ligandos capazes de mosdelativamente estes recetores, de
modo a eliminar estes efeitos associados a ativegdbdestes RN, e permitir a sua

utilizacdo como farmacos antidiabéticos.

Pelos estudos apresentados, conclui-se que o®nexeatucleares poderdo ser
alvos promissores para a terapia farmacoldgicaiabgtica. Ha no entanto ainda muito
a fazer, pois h&a vias em que os recetores atuanmaigda ndo estdo completamente
compreendidas, h& novas questfes que se levantimgaoda investigacdo e € por isso
necessario desenvolver estudos no sentido de dimaomumaximo os riscos dessas
terapias permitindo otimizar a seguranca na susiyelsaplicacdo em seres humanos.
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