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RESUMO:

Mundialmente, a Diabetes afecta mais de 200 milhdes de pessoas. Cerca de 10% destas
pessoas desenvolvem Diabetes tipo 1 e necessitam de insulinoterapia. Os restantes 90%
desenvolvem Diabetes tipo 2, em que mantém alguma sintese de insulina, o que significa
que pode ser tratada com dieta e antidiabéticos orais em estagios iniciais, recorrendo-se a
insulinoterapia, apenas, em estagios posteriores.

A insulina humana é utilizada ha varias décadas e a sua seguranca esta acima de
qualquer davida, no entanto, nos Gltimos anos surgiram algumas preocupacfes sobre uma
possivel ligacdo entre o uso de analogos de insulina e o desenvolvimento de cancro.

A insulina humana, para além das suas ac¢Ges metabdlicas, tem um fraco efeito
mitogénico. Este efeito tornou-se importante na avaliacdo da seguranca dos analogos da
insulina, isto é, compostos e derivados de insulina, com uma composi¢do molecular e/ou
estrutural que tenha sido modificada em relagdo a insulina humana. As modificaces
estruturais verificadas nos analogos da insulina podem aumentar a poténcia mitogénica,
resultando num estimulo do crescimento das neoplasias pré-existentes.

Os andlogos da insulina que causam estimulacéo prolongada do receptor de insulina ou
do receptor do IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), sdo aqueles que apresentam efeitos
mitogénicos. Alguns estudos epidemioldgicos recentes demonstram estes resultados
experimentais, sugerindo que pode haver diferentes riscos para o desenvolvimento de
cancro associado com insulinas diferentes.

Uma vez que os analogos da insulina sdo administrados ao longo da vida nos doentes
com diabetes, as insulinas que provocam um aumento do efeito mitogénico, em
comparagdo com a insulina humana, constituem um grave problema de salde publica.

Como tal, o objectivo deste trabalho € avaliar esta possivel relagdo entre os analogos de

insulina e o desenvolvimento de cancro, através da analise de diversos estudos.

Palavras-Chave: Analogos de insulina; Cancro; Diabetes; Receptor da insulina; Receptor
do IGF-1; Insulina; IGF-1.
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ABSTRACT:

Worldwide, diabetes affects over 200 million people. About 10% of this people develop
type 1 diabetes and require insulin therapy. The remaining 90% develop type 2 diabetes,
where they have some insulin synthesis, which means it can be treated with diet and oral
antidiabetics in the early stages; on later stages they will need to have insulin therapy.
Human insulin has been used for several decades and its safety is beyond doubt, however,
in recent years some concerns have been raised about a possible link between the use of
insulin analogues and the development of cancer.

Human insulin has, in addition to its metabolic actions, a weak mitogenic effect. This
effect became important in assessing the safety of insulin analogues; which are,
compounds and derivatives of insulin, with a molecular composition and / or structure that
has been modified relative to human insulin. The structural changes vs. human insulin
observed in insulin analogues may increase the mitogenic potency, resulting in stimulation
of growth of preexisting tumors.

The insulin analogues that cause prolonged stimulation of insulin receptor or of the
IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) receptor are those that have mitogenic effects. Some
recent epidemiological studies validate these experimental results, suggesting that there
might be different risks for the development of cancer associated with different insulins.

Since the insulin analogues are administered throughout life in patients with diabetes,
they might cause an increase of the mitogenic effect compared with human insulin, which
can constitute a public health problem.

As such, the aim of this study is to evaluate this possible relationship between insulin

analogues and the development of cancer through the analysis of several studies.

Keywords: Insulin analogues; Cancer; Diabetes; Insulin recetor; IGF-1 receptor; Insulin e
IGF-1.
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L1STA DE ABREVIATURAS:

DMID - Diabetes Mellitus Insulino-dependente
DMNID - Diabetes Mellitus N&o Insulino-dependente
Hb A;. — Hemoglobina Glicada

NPH — Neutral Protamine Hagedorn

IGF-1 — Insulin-like Growth Factor |

IDF — International Diabetes Federation

EASD - European Association for the Study of Diabetes
IAPP — Islet Amyloid Polypeptide

Glut 2 — Glucose transporter type 2

IRS - Insulin Receptor Substrate

Glut 4 — Glucose transporter type 4

IGF’s — Insulin-like Growth Factors

IGF-11 — Insulin-like Growth Factor Il

IGF-IR - Insulin-like Growth Factor | Receptor
IGF-IIR - Insulin-like Growth Factor Il Receptor

IR — Insulin Receptor

IGFBP’s — Insulin-like Growth Factor Binding Proteins
GH — Growth Hormone

GHRH — Growth Hormone Releasing Hormone

VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor

PI3K — Phosphatidylinositol 3-Kinase
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SMC’s — Smooth Muscle Cells
SMS — Somatostatina
Tramp — Transgenic Adenocarcinoma of Mouse Prostate

PTGO - Prova de Tolerancia a Glucose Oral

DEFINICOES:

Angiogénese — mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja
existentes. Em neoplasias, a estimulacdo da angiogénese origina um aumento dos
processos de divisao celular das células tumorais.

Apoptose - processo fisioldgico de morte celular, necessaria e totalmente regulada para a
manutenc¢do da salde de todo o organismo.

Carcinogénese — conjunto de processos que levam a formacgdo de um cancro.
Glicemia — concentracao de glicose no sangue, mais precisamente no plasma.
Glicosuria — presenca de glucose na urina.

Glicogénese — conversdo de glicose em glicogénio (musculos, figado).

Glicogenolise — quebra de glicogénio em glicose.

Gliconeogénese — formacdo de glucose a partir do excesso de aminoécidos, gorduras.

Lipogénese — sintese de acidos gordos e triglicerideos que serdo armazenados no figado e
no tecido adiposo.

Lipdlise — degradacéo de lipidos em acidos gordos e glicerol.
Nefropatia — lesdo ou doencga no rim.
Neuropatia — doenca do sistema nervoso.

Polidipsia - condicdo sintomatologica que leva o paciente a apresentar uma elevada
sensacéo de sede.

Polifagia - fome excessiva.
Poliuria — excessiva secrecdo e descarga de urina.

Retinopatia — caracteriza-se por doencas degenerativas ndo inflamatérias da retina.
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Ha 3000 anos atras, caracteristicas clinicas semelhantes as da Diabetes Mellitus eram
descritas pelos antigos egipcios. O termo “Diabetes” foi atribuido pelo grego Araetus de
Cappodocia (81-133 DC) no 1° século DC e, s6 em 1675, Thomas Willis adicionou a

palavra “Mellitus” depois de descobrir que a urina e o sangue dos doentes eram doces .

A Diabetes Mellitus € uma das doencas ndo transmissiveis mais comuns a nivel
mundial, sendo considerada uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos e

uma epidemia em muitos paises em desenvolvimento (Figura 1) .

NAC — North America and Caribbean
SEA - South-East Asia

MENA — Middle East and North Africa
EUR — Europe

WP — Western Pacific

SACA - South and Central America
AFR - Africa

0 2 4 b 8 10 12 14 16 18

Diabetes-related mortality as percentage of all deaths (%)
es Atlas, 4™ ed. © International Diabetes Federation, 2009

Figura 1 — Mortalidade atribuida & Diabetes (%) ©.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, no ano 2000, cerca de 171 milhdes de
pessoas no mundo tinham diabetes, prevendo-se que este valor passe para o dobro até 2030
(valor previsto para o ano 2030: 366,000,000). Este aumento da prevaléncia da diabetes, a
nivel mundial, ocorreré devido ao envelhecimento da populacdo, a elevada tendéncia para

a obesidade, as dietas poucos saudaveis e aos estilos de vida sedentarios .

Em Portugal, segundo o Relatério Anual do Observatorio Nacional da Diabetes, a
prevaléncia da Diabetes em 2009 é de 12,3% da populagdo portuguesa com idades
compreendidas entre os 20 e os 79, 0 que corresponde a um total de cerca de 983 mil
individuos. Verifica-se ainda que cerca de 5,4% da prevaléncia da Diabetes diz respeito a

Diabetes no diagnosticada. (Figura 2) ©.




Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizacdo terapéutica

Figura 2 — Prevaléncia de Diabetes em Portugal (2009) ©.

Enquanto nos paises desenvolvidos, a maioria das pessoas com diabetes tem idade
superior & idade de reforma, nos paises em desenvolvimento, verifica-se que esta patologia
afecta, frequentemente, pessoas entre 35 e 64 anos. Nos paises em desenvolvimento prevé-

se um aumento de 150% das pessoas com Diabetes, nos préximos 25 anos . (Figura 3)

The top 10 countries,
in numbers of pecple
with diabetes, are:

Provalonce af dabata: (%) In porsons 35 - E4ysars . .
- | |

India ) <3 3.3 &8 =8 ”

Chinz 2000 - numbarof peosls witt disbatas in 2000

uUsA 2020 = numberof peosle with disbatas In 2020

Indonesia

Japan Evurce: Al ot o, 3004
Pakistan

Russia

Brazil

Italy 1 India 3.7 794
Bangladesh 2 China | (208 423
3 Unized Statesof America | 17.7 303

\\-_/\

Figura 3 — Prevaléncia da Diabetes Mellitus (%), a nivel mundial, em pessoas entre 35 — 64 anos ©.
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As complicaces adjacentes a Diabetes, como Doenca Vascular Periférica, Acidente
Vascular Cerebral, Neuropatia Diabética, Amputacdes, Insuficiéncia Renal e Cegueira,
para além de serem responsaveis pela morte de 50% das pessoas com diabetes, traduzem-
se também numa diminuicdo da esperanca média de vida e em elevadas despesas de saude.
Sendo assim, a Diabetes Mellitus ¢ um dos problemas mais desafiadores do séc. XXI @
3).

A Diabetes Mellitus é uma desordem cronica metabolica, caracterizada por niveis
elevados de aclcar no sangue (hiperglicémia), devido a uma secrecdo inadequada de
insulina ou & incapacidade dos tecidos para responderem a insulina ®. Existem dois tipos

principais de Diabetes:

DIABETES MELLITUS TIPO 1 OU DIABETES MELLITUS INSULINO-DEPENDENTE (DMID)

E caracterizada por uma diminuicdo da producéo e secrecdo de insulina pelas células B
do pancreas e desenvolve-se devido & destruicdo auto-imune das células p do pancreas ©.
(Figura 4). A taxa de destruicdo e bastante variavel, sendo mais rapida em criancas e mais

lenta nos adolescentes e adultos jovens ©.

A Diabetes tipo 1 afecta cerca de 5 a 10% das pessoas com diabetes, e apesar de ser

mais frequente em faixas etarias mais jovens, pode ocorrer em qualquer idade ©.

DIABETES TIPO |

3.0 pancreas
produz pouca ou )
nenhumainsulina
4. Pouca ou nenhumea insufine
entra na corrente sanguined

Figura 4 — Representagdo da Diabetes Mellitus tipo 1 .
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O aparecimento da Diabetes tipo 1 ¢, geralmente, repentino e dramatico e pode incluir
0S seguintes sintomas:

e Sede anormal e secura da boa;

e Miccéo frequente;

e Cansago e falta de energia;

e Fome constante;

e Perda de peso subita;

e Feridas de cicatrizacdo lenta;

e InfeccOes recorrentes;

e Visdo turva ®,

A insulina na Diabetes tipo 1 € vital, sem ela os niveis de aglcar no sangue tornam-se
demasiado elevados, o0 que leva a um aumento da glicose na urina (glicosuria), e por sua

vez & perda excessiva de liquidos e electrélitos na urina ).

A auséncia de insulina combinada com o aumento de hormonas (glicagina, cortisol,
catecolaminas — aumentam a gliconeogénese) leva a libertacdo de acidos gordos para a
circulacdo (Lipolise) e a oxidacdo hepatica dos acidos gordos em corpos cetdnicos,
originando cetonemia e acidose metabolica. Este fendmeno designa-se de Cetoacidose

Diabética, e é uma das complicacdes metabolicas agudas mais graves 9.

Os sintomas da cetoacidose diabética incluem nauseas, vomitos e dor abdominal, e caso
o tratamento médico ndo seja imediato, os doentes podem entrar em choque, coma e até

mesmo morrer 7.

DIABETES MELLITUS TIPO 2 OU DIABETES MELLITUS NAO INSULINO-DEPENDENTE

(DMNID)

Ocorre quando o pancreas ndo produz insulina suficiente ou quando o organismo nao

consegue utilizar eficazmente a insulina produzida ©. Este tipo de diabetes afecta cerca de

90 a 95% das pessoas com diabetes ©. (Figura 5)
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DIABETES TIPO II

1.0 estomego

3. 0 pancreas

produz insulina

4, Ainsulina entra na
corrente sanguinea

Figura 5 — Representacao da Diabetes Mellitus tipo 2 .

Normalmente este tipo de Diabetes desenvolve-se maioritariamente em individuos com
mais de 30 anos e a sua incidéncia aumenta com a idade, no entanto tem vindo a verificar-
se um elevado nimero de jovens com Diabetes tipo Il, sendo que muitos destes casos se

devem a maus habitos alimentares, peso corporal e falta de exercicio fisico (.

Embora a etiologia especifica deste tipo de Diabetes ainda ndo seja conhecida, existem
muitas causas que poderdo estar na origem desta forma de diabetes. Sabe-se que maioria
dos doentes de Diabetes tipo Il sdo obesos e a obesidade aumenta o grau de resisténcia a
insulina, provocando niveis elevados de glicose no sangue © *2. A Diabetes tipo 2 tem uma
forte componente de hereditariedade, mas os seus principais genes predisponentes ainda
ndo foram identificados ©. Existem varios factores que podem desencadear o

desenvolvimento da Diabetes tipo 2, nomeadamente:

e Obesidade, alimentacdo inadequada e inactividade fisica;
e Envelhecimento;

¢ Resisténcia a insulina;

o Historia familiar de Diabetes;

e Ambiente intra-uterino deficitario;

e Etnia ©.
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A Diabetes tipo 2 apresenta uma evolucdo silenciosa, podendo ndo ser diagnosticada
durante muitos anos, o0 que explica o estadio avancado das complicagbes macro e
microvasculares na altura do diagnéstico ©.

Ao contrario da Diabetes tipo 1, as pessoas com Diabetes tipo 2 ndo sdo dependentes de
insulina exdgena e ndo sdo propensas a cetoacidose diabética, mas podem necessitar de
insulina para o controlo da hiperglicemia se ndo o conseguirem atraves da dieta associada a

antidiabéticos orais ©.

O Estado de Hiperglicémia Hiperosmolar € uma complicacdo aguda da Diabetes tipo I,
em que a quantidade de insulina plasmatica ndo é suficiente para permitir a utilizacdo da
glicose pelos tecidos, mas é suficiente para evitar a lipolise e a formacdo de corpos
cetonicos. Os elevados niveis de glicose no sangue originam um aumento de glicose na
urina, levando a diurese osmética, com perda de &gua, sodio, potassio e outros electrolitos.
A semelhanca da cetoacidose diabética, se ndo for tratada de imediato provoca uma grave
desidratacdo, com alteracdo do estado mental e perda de consciéncia. Embora os doentes
com diabetes tipo 2 ndo desenvolvam normalmente cetoacidose diabética, esta podera

ocorrer em caso de trauma, cirurgia ou infecgdo %,

Desde ha varias décadas que as diversas associacdes internacionais se debatem com a
necessidade de definir critérios uniformes para o diagndstico da Diabetes Mellitus. Os
critérios padrdo de diagnostico baseiam-se em determinacfes da glicemia em jejum, ao

acaso ou durante a Prova de Tolerancia a Glucose Oral (PTGO) ©.

A glicemia plasmaética em jejum consiste na medicdo da concentracdo de glucose no
sangue ap6s um periodo de auséncia de ingestdo caldrica de, pelo menos, 8 horas, sendo

considerado Diabetes caso a glicemia seja > 126mg/dl ®

Se a medi¢do casual da glicemia for > 200mg/dl num individuo com sintomas de
diabetes, como politria (excessiva secrecdo e descarga de urina), polifagia (fome

excessiva) e polidipsia (sede excessiva) é indicativo de Diabetes .

A prova de tolerancia oral a glucose consiste na medicdo da glicose plasmatica em
jejum e depois a cada 30 minutos, durante 2 horas, apds uma carga de glicose oral (75g ou

1,75g/kg — dissolver em 300 mL de &gua e ingerir durante 5 minutos). Durante os 3 dias
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que precedem o teste, os utentes devem fazer uma dieta (pelo menos 150g de hidratos de
carbono por dia) e exercicio fisico. E essencial descontinuar, se possivel, medicamentos
que possam afectar a tolerancia a glicose, como contraceptivos orais, corticosterdides. O
teste deve ser realizado pela manha (entre as 7 e as 9 da manha) e apds um jejum de 10 a
16 horas *®. (Quadro 1)

Em 2010, a American Diabetes Association aceitou o parecer de um Comité de peritos
que recomendava o doseamento da hemoglobina glicosilada (Hb A;.) para o diagndstico
da Diabetes. A hemoglobina glicosilada resulta da glicosilagdo ndo-enzimatica da cadeia
beta da hemoglobina A. Como a semi-vida eritrocitaria é aproximadamente 120 dias, a Hb
A reflecte a glicemia média durante os Gltimos 2 a 3 meses. Assim sendo a Hb

glicosilada é um indicador do controlo da glicemia a longo prazo ©.

Os valores da HbA;. apresentam uma boa correlacdo com as complicagdes
microvasculares e, em menor extensdo, com as macrovasculares, o que contribui para o seu

papel fundamental na monitorizacéo da eficacia do tratamento ©.

Quadro I — Critérios para o Diagnstico de Diabetes Mellitus ©

1. Hemoglobina A > 6,5%
O doseamento devera ser realizado num laboratério que use um método certificado pelo NGSP e
padronizado pelo DCCT.

Ou
2. Glicemia plasmatica em jejum > 126 mg/dL
Jejum significa auséncia de ingestéo caldrica por um periodo minimo de 8 horas.
Ou
3. Duas horas ap6s a carga de glucose, a glicemia > 200 mg/dL durante uma PTGO,

utilizando 75g de glicose dissolvida em 4gua.
Ou

4. Sintomas de Diabetes associados a uma concentracdo de glucose casual > 200 mg/dL

Casual ¢ definido como qualquer hora do dia sem tem em conta o tempo desde a Ultima refei¢do. Os

sintomas classicos da Diabetes incluem poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso inexplicavel.
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A longo prazo existem varias complicacbes que podem afectar um Diabético,
nomeadamente problemas relacionados com os vasos sanguineos. Os elevados niveis de
agucar provocam o estreitamento dos pequenos e grandes vasos sanguineos, 0 que provoca
uma diminuicdo no fluxo sanguineo em muitas partes do organismo, originando graves

problemas ™.

Assim sendo, as principais complicag¢fes cronicas da Diabetes so:

e Doenca Cardiovascular (as Doencas Cardiovasculares que acompanham a
Diabetes sdo: Angina, Enfarte do miocérdio, Acidente vascular cerebral, Doenca

arterial periférica e Insuficiéncia cardiaca congestiva) **.

o Nefropatia (origina faléncia renal, sendo necessario realizagdo de dialise e em

Gltimo caso Transplante Renal) 219,

¢ Neuropatia (traduz-se por perda de sensibilidade nos pés e dedos, o que pode ser
muito grave, uma vez que ndo permite sentir pequenos ferimentos, que podem

evoluir para infeccdes graves levando a amputacéo) ®°.

e Amputacdes (a diminuicdo da circulacdo sanguinea pode provocar Ulceras e
infeccBes nos pés e pernas que cicatrizam muito lentamente, podendo levar a

amputaces do pé e parte da perna) @4,

¢ Retinopatia (a diabetes prejudica a visao e para além de poder causar cegueira,

aumenta o risco de cataratas e glaucoma) **.
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Cérebro e Circulacao Cerebral

Olhos (retinopatia) 3
(doenca vascular cerebral)
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(doenca coronaria)

Rim (nefropatia)
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Membros Inferiores
{doenga vascular periférica)

.

Figura 6 — Representacao das principais complica¢des crénicas da Diabetes Mellitus ®),

Pé Diabético
{ulceracao e amputacao)

O tratamento da Diabetes Mellitus tem como principal objectivo a diminuicdo dos
elevados niveis de aglcar no sangue, sem que para isso cause niveis anormalmente baixos
de acucar no sangue. Enquanto a Diabetes Mellitus tipo | é tratada com insulina, exercicio
fisico e dieta; a Diabetes Mellitus tipo Il é tratada primariamente com reducdo de peso,
dieta e exercicio fisico, e apenas quando estas medidas ndo sdo suficientes, sdo utilizados
medicamentos anti-diabéticos, e caso estes ndo sejam suficientes para controlar os niveis

de acticar no sangue, podera considerar-se a utilizacdo de insulina *©.

A insulina ¢ uma hormona essencial para o desenvolvimento adequado dos tecidos,
crescimento e manutencdo da homeostasia da glicose em todo o corpo. A insulina é
segregada pelas células B dos ilhéus de Langerhans do pancreas, em resposta ao aumento

dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos, ap6s uma refeicdo ®7.

A insulina regula a homeostasia da glicose em muitos locais, actuando através da

resposta quimica ao receptor existente nas células dos tecidos alvo. Ou seja, no masculo, a

10
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insulina estimula a entrada de glicose para as células, aumentando a glicogénese
(conversédo de glicose em glicogénio); no tecido adiposo, a insulina estimula a entrada de
glicose nas células, aumentando a lipogénese; no figado, a insulina tem um efeito negativo,
inibindo a gluconeogénese (formacdo de glicose a partir do excesso de aminoacidos,
glicerol) e a glicogendlise (quebra de glicogénio em glicose) @2,

As insulinas convencionais incluem a insulina humana regular (ou insulina soltvel) e a
insulina intermédia NPH (Neutral Protamine Hagedorn). No entanto, estas insulinas nao
reproduzem o padrdo de secrecdo enddgena basal e pds-prandial de insulina. Assim sendo,
foram desenvolvidos analogos de insulina, a partir da modificacdo da insulina humana, a

fim de ultrapassar esta limitagdo 9.

Os anélogos de insulina de acgdo répida descritos sdo: insulina Lispro, insulina
Aspértico e insulina Glulisina. Os anélogos de insulina de acc¢do longa séo a insulina

Glargina e insulina Detemir, como insulina basal “®.

A insulina humana nativa, para aléem das suas ac¢bes metabodlicas anteriormente
descritas, tem um fraco efeito mitogénico. Este efeito tornou-se importante na avaliagdo da
seguranca dos analogos da insulina, uma vez que as modificagGes estruturais da molécula
de insulina podem aumentar a poténcia mitogénica, resultando num estimulo de

crescimento de neoplasias pré-existentes %

A hip6tese mais plausivel, sobre 0 mecanismo subjacente a potencial ligacdo entre os
analogos da insulina e o desenvolvimento de cancro, é que estes causam uma estimulagéo
prolongada do receptor da insulina e do receptor do IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1 —
factor de crescimento tipo a insulina) estimulando o crescimento celular e inibindo a

apoptose 9.

Uma vez que os analogos da insulina sdo administrados ao longo da vida, e a exposicao
a estes constituintes é elevada nos doentes com diabetes, as insulinas que provocam um
aumento do efeito mitogénico, em comparagdo com a insulina humana de uso corrente,

poderdo constituir um grave problema de satide ptblica 2.

Assim sendo, 0 objectivo deste trabalho passou por, fornecer uma revisdo dos analogos
de insulina existentes, bem como analisar as alteragBes estruturais destes relativamente a

insulina humana, e de que forma estas alterag0es poderéo influenciar o potencial

11
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carcinogénico das insulinas recombinantes. O potencial carcinogénico dos analogos da
insulina esta relacionado com a afinidade que cada um dos analogos tem para os receptores
da insulina e do IGF-1. Como tal, ao longo deste trabalho um dos objectivos sera também a
elucidacdo dos mecanismos de accao da insulina e do IGF-1, bem como a importancia que

tém os seus receptores.

12
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2. METODOS
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Para a realizacdo deste trabalho, houve a necessidade de comecar por realizar uma
pesquisa em livros de anatomia/fisiologia, medicina, bioquimica clinica e farmacologia, de
cardcter mais geral, que permitiram a extraccdo de ideias e conceitos chave para a
realizaco da introdugdo do trabalho em causa.

A pesquisa foi executada de forma sistematica, desde Marco a Agosto de 2010, de

acordo com um plano que consistiu nos seguintes passos:
1. Pesquisa das fontes primarias

2. Avaliacéo das fontes
3. Notas de pesquisa

4. Redaccdo do texto

As fontes consultadas para a elaboracdo do trabalho consistiram em livros, artigos
cientificos, paginas de internet de organizagdes de relevo e motores de pesquisa, bem como
bibliografias de artigos consultados.

Importante sera dizer que grande parte dos artigos foram retirados do Jornal oficial da
Associacdo Europeia de Estudos da Diabetes (EASD) — Diabetologia. As pesquisas foram
efectuadas mediante utilizagdo das seguintes palavras-chave em vérias associagdes: insulin
analogues; Cancer; Diabetes; insulin recetor; IGF-1 receptor.

Foram também realizadas pesquisas através da opcao “related articles” disponibilizada
pelo PubMed. Para além disso, foi possivel limitar a pesquisa por critérios como data de
publicacdo, funcao disponibilizada no Jornal oficial de EASD — Diabetologia.

Recorreu-se ainda ao motor de busca Google para mais facil acesso a sites de
organizacg0es relacionadas com o tema, nomeadamente a Organizacdo Mundial de Salde, a
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) e a Sociedade Portuguesa de Diabetologia
(SPD), bem como a outras paginas direccionadas para a saude que permitiram extrair
alguma informagé&o primaria (Manual Merck, MedicineNet, entre outros). Para além disso,
utilizou-se o motor de busca Google Imagens para a pesquisa de algumas imagens a incluir

no trabalho, mediante pesquisa por palavras-chaves.

14
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3. DESENVOLVIMENTO
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3.1Breve historia da Insulina

Em 1857, assistiu-se a uma descoberta importante na histéria da Diabetes, quando
Claude Bernard (Franca) descobriu o importante papel do figado na gluconeogénese
(sintese de glicose) e o conceito de que a diabetes € devido ao excesso de producdo de

glicose ™.

Em 1889, Mering e Minkowski (Austria) descobriram o papel do pancreas na
patogénese da diabetes. Esta descoberta foi importante, pois constituiu a base do

isolamento da insulina e o seu uso clinico, por Banting e Best (Canada), em 1921

A ideia de Banting foi bloguear o ducto pancreético para isolar as células dos ilhéus de
Langerhans do pancreas de um c&o; quimicamente extrair as secre¢oes provenientes das
células dos ilhéus e administrar o extracto purificado no cdo que se tornou diabético devido

a extracgdo do pancreas V. (Figura 7)

Remogio do
Pancress do c2o p 2
i lhéus de Langerhens
> f foram isoledos do

Pancreas

- Filtragso das
‘ & célules

& il

(/" Solugeo injectada
de volta no céo

] /
Disbetes tratade Noves experiencias,
art com sucesso permitirem isoler e purificar &

insufine da solugdo

Figura 7 — Experiéncia realizada por Banting e Best na descoberta da insulina .

No Verdo de 1921, apds explicar a sua ideia a J. J. R. MacLeod, um professor da
Universidade de Toronto, este ofereceu a Banting um pequeno laboratério para que
conseguisse colocar em pratica a sua ideia, e ainda o apoio de um assistente, Charles Best.

Banting e Best conseguiram isolar um extracto de pancreas que tinha caracteristicas anti-
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diabéticas. Poucos meses depois, o professor MaclLeod, colocou toda a sua equipa de
pesquisa a tentar produzir e purificar insulina. Collip juntou-se a equipa e com 0s
conhecimentos técnicos dos 4 descobridores conseguiram purificar insulina para uso em
doentes diabéticos ®*??. No inicio do ano de 1922, eram realizados os primeiros testes de
insulina em doentes diabéticos, que tiveram um enorme sucesso, permitindo recuperagdes

em alguns deles que estavam em risco de morrer 2,
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3.2 Insulina

A insulina € a principal hormona para o controlo da glicose no sangue. Actua através da
estimulagdo do influxo de glicose para as células, do metabolismo nas células musculares e

adipécitos e da inibicdo da gluconeogénese pelo figado .

A insulina ¢ produzida nas células B dos ilhéus pancreaticos de Langerhans em resposta

ao aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoécidos, apés uma refeicio 7).

Inicialmente a insulina € sintetizada como uma cadeia Unica de 86 aminoacidos, um
polipéptido precursor que se designa por Preproinsulina. Em seguida, ocorre a clivagem
do péptido aminoterminal, por um processo de proteolise, dando origem a Proinsulina. A
clivagem de um fragmento com 31 aminoacidos da proinsulina origina o péptido C e duas
cadeias da insulina, cadeia A (21 aminoacidos) e cadeia B (30 aminoacidos), que se ligam

por ligacdes dissulfeto ®?. (Figura 8)

PREPROIMSULINA B A
~ I

Sequeéncia sinal Péptido C

Formagio des hagacoes -
dizzulfeto Remocao do

Péptido C

| Chvegem de sequencs sinal, '-_:.""'l

IMSULIMNA

PROINSULINA
Figura 8 — Processo proteolitico da insulina ¢

25)

A proinsulina apresenta alguma acgdo hipoglicemiante, e como tal ocorre tambeém
libertacdo de uma pequena quantidade de proinsulina ndo processada ou parcialmente
hidrolisada. Por outro lado, o péptido C ndo desempenha nenhuma fungéo fisiologica

conhecida #®.
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Nas células B pancreaticas verifica-se ainda a secre¢do do polipéptido amiléide (IAPP)
ou amilina, conjuntamente com a insulina, um péptido com 37 aminoacidos sintetizado
aquando da subida da glicemia ©®?. A amilina esta envolvida na glucorregulagdo, ao
intervir na modulacdo do esvaziamento gastrico, regulando a velocidade de absorcéo dos
nutrientes 7. Para além disso, a amilina estimula a glucogénese hepatica, promovendo o

armazenamento hepatico da glucose sobre a forma de glicogénio “°.
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3.3 Secrecao de insulina

A secrecdo de insulina é controlada através dos niveis sanguineos de nutrientes, por

estimulacéo nervosa e por controlo hormonal ©.

A hiperglicemia (corresponde a um nivel elevado de glicose no sangue) afecta

. , . - . . 9
directamente as células B e estimula a secrecdo de insulina @

A hipoglicemia
(corresponde a um nivel baixo de glicose no sangue) inibe directamente a secrecdo de
insulina ©. Assim, os niveis de glicose no sangue séo a chave da regulacdo da secrecao de
insulina pelas células do pancreas ®®. Alguns aminoacidos (ex. arginina, leucina) também

estimulam a secre¢do de insulina agindo directamente sobre as células 3 ®),

Apb6s uma refeicdo, os niveis de glicose e de aminoédcidos aumentam no sistema
circulatério, aumentando a secre¢do de insulina pelas células B, enquanto nos periodos de

jejum, em que os niveis de glicemia sdo baixos a secrecdo de insulina decresce ©.

A estimulacdo da secrecdo de insulina inicia-se com o transporte da glicose para o
interior das células B, através do transportador de glicose GLUT2. Apds a entrada da
glucose nas células verifica-se a fosforilagdo da glucose pela glucocinase, passo limitante

que controla a secrecdo de insulina ®¥.

O metabolismo glucose-6-fosfato via glicélise origina ATP, gque inibe a actividade do
canal de K* sensivel ao ATP. Este canal é composto por duas proteinas distintas, sendo
uma delas o local de ligacdo para alguns medicamentos hipoglicemiantes (ex.
sulfonilureias). A inibicdo do canal K* induz a despolarizagio da membrana das células B,
que origina a abertura de canais de Ca*, levando a um influxo de calcio e estimulando a

secrecdo de insulina ®*. (Figura 9)

As incretinas sao libertadas das células neuroendocrinas do tracto gastrointestinal apds a
ingestdo de alimentos, amplificam a secrecdo de insulina estimulada pela glicose e

suprimem a secrecdo de glicagina .
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Figura 9 — Secrecdo de insulina estimulada pela glicose ®*.

Os niveis baixos de glicose no sangue estimulam a secrecdo de glicagina, enquanto a
glicemia elevada a inibe. A glicagina é segregada pelas células a dos ilhéus pancreaticos, e
é responsavel pela degradacao do glicogénio e o aumento da sintese de glicose no figado,
sendo que também esta relacionada com o aumento da degradacdo de gorduras ©),

No figado, a insulina promove a sintese de glicogénio (através da estimulacdo da
glucogénese e inibi¢do da glucogendlise); no musculo-esquelético, a insulina promove a
sintese proteica (através da estimulacdo da proteinogénese e inibicdo da proteindlise); no
tecido adiposo estimula a lipogénese e inibicao de lipdlise ®”. (Figura 10)
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Figura 10 — Accdes da insulina e glicagina sobre os diferentes tecidos .
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3.4 O receptor da insulina

Apdbs entrar em circulacdo, a insulina difunde-se para os tecidos, onde se liga a
receptores especializados presentes nas membranas da maioria dos tecidos “®. A accéo da

insulina inicia-se através da ligacéo e activacdo do seu receptor na superficie celular @

O receptor da insulina € uma glicoproteina transmembranar constituida por duas
subunidades o e duas subunidades B que estdo unidas por ligacbes dissulfeto, originando

um complexo heterodimero ap; "%,

A insulina liga-se a subunidade extracelular a, transmitindo um sinal através da
membrana plasmatica que activa o dominio tirosina cinase intracelular da subunidade f an
As proteinas tirosina cinase sdo enzimas que catalisam a transferéncia de fosfato do ATP

para residuos de tirosina em polipeptidos 2.

A ligagdo de uma molécula de insulina as subunidades o, na superficie externa da
célula, activa o receptor e, através de uma alteracdo conformacional, determina uma
estreita aproximacao das subunidades 3, com actividade catalitica @8 Esta aproximacao
facilita as reaccdes de transfosforilagdo intramolecular em que cada uma das subunidades f3

fosforila a parceira adjacente sobre residuos especificos de tirosina @

A ligacdo da insulina ao seu receptor, para além, de levar a autofosforilagdo do receptor,
estimula o recrutamento de moléculas sinalizadoras intracelulares, tais como substratos do
receptor de insulina (IRS e Shc). IRS e outras proteinas iniciam uma complexa cascata de
reac¢des de fosforilacdo e desfosforilacdo, originando os efeitos metabdlicos e mitogénicos

da insulina ¥,

A activacdo do fosfatidilinositol-3-cinase (PI3-cinase) estimula a translocacdo de
vesiculas, contendo o transportador de glicose (GLUT4), para a superficie da célula,

essencial para a absorcéo de glicose pelo misculo-esquelético e gordura 9. (Figura 11)

A activacdo de outras vias de sinalizacdo do receptor de insulina inicia varias funcdes

metabolicas da insulina, tais como, a sintese de glicogénio, sintese de proteinas, lipogénese
(24)
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Figura 11 — Cascata de transducéo de sinal da insulina ®*.

O receptor da insulina humana existe em duas isoformas, IR-A e IR-B, que derivam do
splicing alternativo do ex&o 11 do gene do receptor da insulina ®*3%. O exdo 11 consiste
em 36 nucledtidos, que codificam 12 aminoécidos na zona terminal da subunidade o do
receptor, que podem estar ausentes, originando a isoforma A ou presentes, originando a
isoforma B 39 A isoforma A do receptor da insulina é expressa, predominantemente, no
sistema nervoso central e nas células hematopoiéticas, enquanto a isoforma B do receptor
da insulina é expresso no tecido adiposo, figado e musculo, os maiores tecidos alvo dos

efeitos metabdlicos da insulina @9,
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3.5 Familia IGF’s (factores de crescimento tipo insulina)

A familia de IGF’s tem um papel importante na regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciacéo e apoptose ©V.

E constituida por dois polipeptideos ligandos, IGF-I e IGF-II; dois tipos de receptores
membranares (IGF-IR e IGF-1IR) e seis proteinas ligantes (IGFBP-1 até IGFBP-6). Além
disso, existe ainda um grande grupo de proteases IGFBP que hidrolisam as IGFBP’s,
provocando a libertagdo de IGF’s, o que faz com que estes fiquem livres para interagir com
0S respectivos receptores G, (Figura 12)

No plasma, 99% dos IGF’s sdo complexados com as proteinas ligantes, modulando a
disponibilidade de IGF-I livre para os tecidos. Nos seres humanos, cerca de 80% do IGF-I
em circulagio apresenta-se ligado a IGFBP-3 2.
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Figura 12 — Elementos representativos da familia IGF’s o,
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3.6 IGFE-I (Insulin-like growth factor I)

O IGF-I € um polipéptido com 70 aminoacidos que induz a proliferacédo e diferenciacao
de varios tipos de células ®®. E uma molécula de cadeia simples com trés pontes
dissulfeto, sendo que os dominios A e B apresentam 45-50% de homologia com as cadeias
A e B da insulina ©®. A estrutura do IGF-I apresenta homologia com a proinsulina: as
posicdes 1-29 sdo homologas da cadeia B da insulina; as posi¢@es 42-62 sdo homdlogas da
cadeia A da insulina ®?. Ao contrario da insulina, os dominios A e B do IGF-1 estdo
ligados através de um dominio C constituido por 12 aminoécidos (posicdes 30-41) 3 34,
Para alem disso, a molécula de IGF-I contém ainda um octapéptido na zona terminal

COOH, caracteristica ndo encontrada na proinsulina ®%. (Figura 13) A semelhanca

estrutural com a insulina explica a capacidade que o IGF-I tem para se ligar, embora com
(32)

baixa afinidade, ao receptor da insulina

PROINSULINA

Adicdo de um
octapéptido na
molécula de IGF-1

Cortesponde as posigbes 42 - 62
§ damoléculade IGF-I 5

28 29 30

Corresponde is posigdes 1-29
da molécula de IGF-I

Figura 13 — Alteragdes estruturais na molécula Proinsulina que originam a molécula de IGF-1 @9,
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3.7 Secrecao de |GF-I

O IGF-I possui caracteristicas tanto de hormona circulante como de factor de
crescimento do tecido ©®. E sintetizado em varios tecidos, incluindo o figado, musculo-

esquelético, 0ssos e cartilagens ©9.

Cerca de 80% do IGF-1 em circulacédo é produzido pelo figado, e o restante do IGF-1 €
sintetizado na periferia, por células do tecido conjuntivo, designadas de células do estroma,
presentes na maioria dos tecidos. O IGF-I sintetizado na periferia pode ser utilizado para
regular o crescimento, por meio de mecanismos autdcrinos e paracrinos. Nestes tecidos, o
recém-sintetizado IGF-1 pode-se ligar aos receptores presentes nas células do tecido
conjuntivo e estimular o crescimento (Autocrina) ou pode ligar-se a receptores nas células
adjacentes (frequentemente células epiteliais), que ndo sintetizam IGF-I, mas que séo
estimuladas para o crescimento, pelo IGF-I segregado localmente (Paracrina) ©®). (Figura
14)
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Figura 14 — Accdes autdcrinas e paracrinas do IGF-1 ©9.

As células do tecido conjuntivo com capacidade para sintese de IGF-1, contém
receptores da hormona de crescimento (GH — growth hormone), e 0 aumento da secre¢ao
da hormona de crescimento pela hipofise estimula a sintese de IGF-1. Esta estimulacdo da
sintese de IGF-1 pela hormona de crescimento, nos tecidos periféricos, é determinante no
crescimento somatico, enquanto a sintese hepéatica € determinante na manutencdo das

concentracdes plasmaticas de IGF-1 ©®.
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A hormona de crescimento (GH) tem um papel fundamental na estimulacdo da
expressdo do IGF-I, no entanto, esta influéncia estimulatéria diminui em caso de
malnutricio ©%. Apés 5 dias de jejum, a sintese hepética de IGF-1 é resistente a
estimulacdo pela hormona de crescimento, e a concentracdo de IGF-1 no plasma diminui
cerca de 50% ©°,

O aumento de IGF-I no sangue actua como supressor da sintese da hormona de
crescimento pela hipdfise, através de um processo de feedback negativo, que representa um

importante mecanismo na manutengdo da concentracdo normal de IGF-1 no sangue 36)

A hormona de crescimento é produzida pela glandula pituitaria (hipofise), através da
regulacdo de hormonas hipotalamicas, como a hormona de libertacdo da hormona de
crescimento (growth-hormone-releasing hormone - GHRH) e a somatostatina (SMS), que
por sua vez, séo a chave da estimulagdo da producéo de IGF-I 35) (Figura 15)

A somatostatina € uma hormona hipotalamica que inibe, a partir da hipofise anterior, a
libertacdo da somatropina (ou hormona de crescimento). E produzida pelas células & dos
ilhéus de Langerhans do pancreas, sendo que a sua secrecdo € estimulada pelo aumento da

glucose extracelular. Também inibe a libertacéo de insulina e glicagina do pancreas ©7.

As proteinas ligantes IGFBP’s, tal como o IGF-1 sdo produzidas pelo figado. Os
ligantes IGF-1 e IGF-II, bem como as suas proteinas ligantes (IGFBP’s) podem ser
libertados da circulagdo hepatica para determinados tecidos onde interagem com o0s

respectivos receptores >,
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Figura 15 — Regulagdo dos niveis de IGF’s em circulaco e nos tecidos @9,
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3.8 Receptor de IGF-I

O IGF-I exerce as suas accdes através da interaccdo com um receptor especifico, ou
seja, 0 receptor do IGF-1 (IGF-IR), sendo que esta interaccdo é regulada por um grupo de

proteinas de ligagdo especificas ©V.

O receptor do IGF-1 é uma glicoproteina localizada na membrana celular. E um
heterodimero constituido por duas subunidades o extracelulares e duas subunidades 3

transmembranares ©?.

As subunidades a contém os locais de ligagao para o IGF-I e estas subunidades unem-se

as subunidades B através de pontes dissulfeto ©2.

As subunidades B sdo constituidas por um pequeno dominio extracelular e um dominio
intracelular que contém uma tirosina cinase, responsavel pelo mecanismo de transducéo de
sinal do IGF-1 ©2.

Os receptores da insulina e do IGF-1 apresentam homologia estrutural significativa e
ambos os ligantes tém afinidade para o outro receptor ®®. O IGF-I liga-se ao seu receptor
com 6-8 vezes mais afinidade que o IGF-1l, e ambos os péptidos tém muito maior
afinidade (100 vezes mais) para o receptor do IGF-1 do que para o da insulina ®9) por

outro lado, a insulina tem muito maior afinidade para o seu receptor que qualquer um deles
(36)

A biodisponibilidade dos ligantes (IGF’s) no local do receptor € sujeita a uma regulagéo
fisiologica complexa, e provavelmente, encontra-se anormalmente elevada em muitos
cancros. Os ligantes podem ser libertados em determinados locais de producdo a partir da

circulagdo ou podem ser produzidos localmente ©°.

As proteinas de ligagdo do IGF (IGFBP’s) tém afinidade para o IGF-I comparavel a
afinidade que o IGF-1 tem para o seu receptor, facto que podera explicar a funcao inibidora
das IGFBP’s na sinalizagdo do IGF-1, uma vez que impede que a forma livre do IGF-I se
ligue ao seu receptor. Assim sendo, a ligacdo as proteinas ligantes faz com que o IGF-I ndo
exerca as suas funcbes, ao nivel da regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo e

apoptose 9.
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A semelhanca do receptor da insulina, o receptor do IGF-I quando activado pelo seu
ligante, sofre autofosforilacdo ©?. O receptor do IGF-1 activado é capaz de fosforilar
outros substratos contendo tirosina, nomeadamente o substrato do receptor de insulina
(IRS-1) ®2. O IRS-1, através da interaccdo com varias proteinas sinalizadoras, consegue
activar varias cascatas de sinalizacdo, nomeadamente a cascata do fosfatidilinosiltol-3
cinase (PI3K) e da proteina cinase activada por um mitogénico (MAPK), essenciais no
desenvolvimento das accBes metabélicas e de crescimento do IGF-1 e IGF-11 ®9. (Figura
16)
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Figura 16 — Activacdo do receptor da insulina e IGF-1 @

IRS — Insulin receptor substrate; MAPK — mitogen-activated protein-kinase; PI3K — phoshatidylinositol 3-
kinase; PDK — phosphoinositide-dependent protein Kinase

O receptor do IGF-1I ndo tem actividade tirosina-cinase e estabelece ligagéo apenas com
0 IGF-11 ®Y. Esta ligagdo resulta na degradagdo do IGF-11, pois 0 seu receptor actua como
antagonista do IGF-11, reduzindo a sua actividade bioldgica ®. Devido a este efeito, o
receptor do IGF-11 tem sido considerado um potencial supressor de tumor, uma vez

que, reduz a quantidade disponivel de IGF-I1 para a ligagdo com o receptor do IGF-I ®539).
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3.9 Inibicdo do IGF-I para modificar a actividade da doenca

3.9.1 IGF-I e Aterosclerose

O IGF-I sintetizado localmente pode funcionar de forma autdcrina e paracrina para
estimular a progressdo das lesGes ateroscleroticas. (Figura 17) Evidéncias obtidas a partir
de modelos animais mostraram que o IGF-lI pode estar envolvido na estimulagdo da

aterogénese ©®.

Os macrdéfagos activados que sdo depositados nos vasos sanguineos, sdo responsaveis
pela sintese e libertagdo do IGF-I, que por sua vez, activa a proliferacdo e migracdo das

células musculares lisas, factor chave para o inicio da aterosclerose ¢,

Nas células musculares lisas (smooth muscle cells — SMC’S), os receptores de IGF-I
existem em elevadas concentracdes e os factores que estimulam a aterosclerose, como a
angiotensina, provocam uma elevada expresséo do IGF-1. A estimulagéo do IGF-I, provoca
a divisdo e migracdo das células musculares lisas (SMC’s), levando a formagéo da placa

aterosclerética, que por sua vez, reduz o fluxo sanguineo ©°.
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Figura 17 — IGF-1 e aterosclerose ©©.

Alguns analogos de insulina apresentam um aumento de afinidade para o receptor do
IGF-I e elevada poténcia mitogénica, o que pode representar um risco para a segurancga da
aterogénese. Eckardt et al. (2007) verificaram que o receptor do IGF-1 é o mediador da
elevada actividade de promocdo de crescimento, dos analogos da insulina, nas células

musculares lisas e fibroblastos 9.
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3.9.2 IGF-1 e Cancro

Devido ao facto do IGF-I ter uma importante funcdo como factor de crescimento e
porque muitas células tumorais possuem receptores do IGF-I, este tem sido alvo de um

intensivo estudo relacionado com o desenvolvimento de cancro ©9.

Vaérios estudos realizados tém demonstrado que a deleccdo do receptor do IGF-1, em
células tumorais que apresentam outros factores de crescimento, € incapaz de transformar

as células, uma vez que ndo se verifica a expressdo do receptor do IGF-1 9,

Estudos directamente relacionados com tumores malignos, tém demonstrado que existe
um aumento da expressao do IGF-1 e do seu receptor no cancro da mama, pulmao, tirdide,

tracto gastrointestinal, préstata, entre outros ©®.

Nos tumores verifica-se um aumento do nimero de vasos sanguineos, que por sua vez,
aumentam a fonte de IGF-I, que pode ser sintetizado pelas células do estroma. IGF-I actua
directamente nas células cancerosas que possuem receptores do IGF-1 e estimulam o
crescimento das células tumorais. Para além disso, a migracdo das células pode ser
estimulada, pois o IGF-1 estimula a alteracdo da capacidade que as células tumorias tém

para penetrar a parede vascular, verificando-se a formacéo de metastases (36) (Figura 18)
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Figura 18 — Acgdes do IGF-1 e mecanismos de desenvolvimento do tumor ©°.
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Para além dos efeitos directos no crescimento e/ou metéstases das ceélulas tumorais, o
IGF-1 esta relacionado com a angiogénese, isto porque uma sinergia entre o IGF-1 e 0
factor responsavel pela hipoxia (hypoxia inducible factor 1 — baixos niveis de oxigénio),
promove a replicacdo das células tumorais ©°.

Outra das principais ac¢des do IGF-1 em células normais e células tumorais € a inibigédo
da apoptose. Na terapia para o cancro, a radiacdo e quimioterapia, frequentemente induzem
a apoptose, no entanto, o excesso de IGF-I torna as células radioresistentes e inibe a

apoptose nas células tumorais a seguir a exposicao a agentes quimioterapicos 36)

No cancro, as proteinas de ligagdo do IGF (IGFBP’s) regulam a acgdo de IGF’s, pois
em muitas situacbes a ligacdo destas proteinas suprime a ac¢do mitogénica de IGF’s e
promove a apoptose. No entanto, a accdo das IGFBP’s pode ser suprimida, devido a ac¢ao
das proteases IGFBP, que por um mecanismo de proteélise separam as IGFBP’s do IGF-I,
ficando este livre para se ligar ao seu receptor G,

O receptor do IGF-I e da insulina, a nivel estrutural sdo muito semelhantes, no entanto,
é o receptor do IGF-I, o receptor predominante na mitogénese, transformacao e proteccao
contra a apoptose. Todas estas caracteristicas aumentam a proliferacdo celular, essencial

nas células cancerigenas “%.

Existem varios estudos realizados para comprovar a associacdo do IGF-I com o

desenvolvimento de cancro, sendo mencionados alguns deles de seguida.

Em alguns estudos realizados constatou-se que alguns membros da familia IGF tém
alguma interac¢do com moléculas que se sabe que estdo envolvidas no desenvolvimento de
cancro. Em geral, IGF’s interagem sinergisticamente com outros factores de crescimento
mitogénico e esterdides, antagonizando os efeitos de moléculas antiproliferativas nas
células cancerigenas. Nas células do cancro da mama, os estrogénios aumentam o efeito
mitogénico do IGF-I, induzindo a expressdo de IGF-I e estimulando a produgdo do
receptor do IGF-I. Para além disso, 0s estrogénios diminuem a sintese de proteinas de

ligacdo de IGF-I, aumentando a fraccéo livre de IGF-I no tecido da mama ©Y.
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Agentes antiestrogénicos, como o Tamoxifeno, aumentam a expressao de IGFBP’s, e
reduzem os efeitos dos estrogénios no IGF-I, inibindo a sua transcri¢cdo e atenuando a
resposta do receptor de IGF-I para os IGF’s %,

Estudos em ratinhos transgénicos, revelaram que o IGF-I tem um papel importante na
carcinogénese mamaria. Verificou-se que os ratinhos transgénicos com expressao de IGF-I
tiveram um aumento da incidéncia de tumores mamarios, com 53% dos ratinhos a
desenvolverem adenocarcinomas mamarios pelos 23 meses de idade. Enquanto os ratinhos
que expressam uma deficiéncia em IGF-I tém uma menor capacidade para desenvolver

tumores mamarios “V.
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Figura 19 — Efeitos de IGF’s e do receptor IGF-1 em células normais e cancerosas e a sua relacdo com

moléculas mitogénicas, gene supressor de tumor e estilo de vida 2.
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Outros estudos tém verificado também que os elevados niveis de IGF-I estdo
relacionados com o risco de cancro da prostata. Kaplan et al. (1999), avaliaram a expressao
temporal do IGF-I no adenocarcinoma transgénico de prostata de rato (TRAMP), a fim de
avaliar a progressdo do cancro da préstata em humanos “?.

Neste estudo verificaram que a expressdo do IGF-I prostatico aumentou durante a
progressao do cancro nos ratinhos TRAMP e foi elevada durante as lesGes metastaticas. A
expressdo do IGF-11, por outro lado, foi reduzida no cancro da préstata e durante as lesdes

metastaticas 2.

Um possivel mecanismo para o IGF-I contribuir para a iniciacdo e progressdo do cancro
da prostata, € o facto dos niveis elevados de IGF-1 promoverem a angiogénese (formacéo
de novos vasos sanguineos), uma vez que o IGF-1 induz o VEGF (factor de crescimento
vascular endotelial). No estudo realizado os elevados niveis séricos de IGF-I aumentaram a

densidade média dos vasos sanguineos, e por sua vez, a vascularizagéo da prostata “2.

Para além da ligacdo do IGF-lI ao desenvolvimento de cancro, existem evidéncias
genéticas verificadas em ratinhos mutantes ou em mutagdes que ocorrem naturalmente em
humanos, que indicam que tanto o receptor da insulina como o receptor do IGF-I sdo
necessarios para o normal crescimento embrionario. O crescimento intra-uterino e
desenvolvimento de ratinhos sem receptores de insulina parecem normais, verificando-se
apenas uma reducdo de 10% no seu tamanho. No entanto, em poucos dias, 0s ratinhos
mutantes morrem devido ao desenvolvimento de cetoacidose diabética. Em contraste com
os ratinhos, os humanos desenvolvem hipoglicemia em jejum e verifica-se um atraso no

crescimento ©®),

Em animais modelo sem o gene responsavel pela expressdo do receptor da insulina
verifica-se um atraso no crescimento e anormalidades metabdlicas letais, enquanto nos
animais sem o gene responsavel pela expressao do receptor do IGF-I existe um atraso no

crescimento intra-uterino grave sem anormalidades metabélicas ©®.
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3.10 Tipos de Insulina

A insulina pode ser extraida do pancreas de porco e purificada por cristalizacdo; pode

ser extraida do péncreas da vaca, no entanto, actualmente a insulina bovina é pouco

utilizada. A sequéncia da insulina humana pode ser produzida semisintéticamente por

modificacdo enzimatica da insulina porcina ou biossintéticamente por tecnologia de DNA

recombinante, utilizando bactérias ou leveduras “3),

As preparacdes de insulina disponiveis diferem de acordo com as suas caracteristicas

farmacocinéticas, ou seja, consoante o0 seu inicio de accdo, a sua duracdo de accdo e o

tempo necessario para atingir a concentracdo maxima “%. Assim sendo, as insulinas sio

divididas em 3 tipos:

Insulina de accdo curta: tem um inicio de accdo relativamente rapido, incluindo-

se neste grupo, a insulina soltvel (ou regular) e os analogos de insulina de ac¢éo

rapida (insulina aspartico, insulina glulisina e insulina lispro) “*.

Insulina soltvel (Actrapid®, Insuman® Rapid, etc) é a forma de insulina mais
apropriada para usar em emergéncias diabéticas, como cetoacidose diabética.
Quando administrada através da via sub-cutanea, a insulina solGvel tem um inicio
de accdo rapido (30 a 60 minutos), um pico de accdo entre 2 a 4 horas e uma
duracéo de accéo até 8 horas “?.

Os analogos de insulina de ac¢do rapida apresentam um inicio de ac¢do mais rapido
e uma duracdo mais curta que as insulinas solveis. Assim sendo, em comparacao
com as insulinas soluveis, verifica-se que a glicemia em jejum e pré-prandial é
pouco elevada; a glicemia pds-prandial € um pouco mais baixa e a hipoglicemia

ocorre com menor frequéncia com os anélogos de insulina. “¥

Insulina de accdo intermédia: neste grupo inclui-se a insulina isofanica ou NPH

(Insulatard® Penfill, Humulin® Nph) que é uma suspensdo de insulina com
protamina, uma proteina que prolonga a duragdo de ac¢do da insulina. Tem sido
utilizada, particularmente, no inicio de regimes terapéuticos de 2 administragdes
por dia 349,
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Taxa de infusao de glicose (mg/kg/min)

Devido ao facto de se apresentar sob a forma de suspensdo com um aspecto
ligeiramente turvo, podendo haver formacdo de depdsito, recomenda-se a sua

agitacdo antes de ser administrada “¥.

Existem pré-misturas de insulinas designadas por insulinas biféasicas, que resultam
da mistura em proporcdes variaveis de insulina de acg¢do curta com insulinas de

acco intermédia 4.

Insulina de accdo prolongada: neste grupo incluem-se dois analogos de insulina,

ainsulina glargina e a insulina detemir “®.

Quando administradas pela via sub-cutanea, as insulinas de accao intermédia e de
accdo prolongada apresentam um inicio de acgdo entre 1 a 2 horas, um efeito

méaximo de 4 a 12 horas e uma duracdo de ac¢do que se prolonga de 16 a 35 horas
(43)
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Figura 20 — Extensdo e duracdo de ac¢o de varios tipos de insulina ©®.
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3.11 Analogos de Insulina

O principal objectivo no tratamento da Diabetes Mellitus tipo | (insulino-dependente),
tanto no inicio como varios anos ap6s o0 seu diagnostico, € a manutencdo da
normoglicémia, para prevenir o aparecimento ou atrasar a progressdo de complicacfes a
longo prazo, como doencas cardiovasculares que podem levar a morte, retinopatia e

nefropatia & .

A insulinoterapia intensiva esta associada ao aumento do risco de hipoglicemia diaria
ou nocturna, devido as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas das preparacdes

de insulina humana tradicional “®.

As moléculas de insulina disponiveis comercialmente tém tendéncia para se agregarem
entre si formando hexameros, no entanto, para as moléculas serem absorvidas para 0s
capilares é necessario haver a sua dissociacdo em dimeros e monémeros “®. A taxa de
dissociacdo da insulina humana em mondmeros é lenta no local da injec¢do sub-cuténea e,
consequentemente a sua absor¢cdo também € lenta, pois a insulina € absorvida

predominantemente sob a forma monomérica *®.

Teoricamente, 0 aumento da ac¢do da insulina pode ser obtido através do aumento da
velocidade do processo de dissolugdo no tecido subcutaneo e / ou reducdo do processo de

associacdo das moléculas de insulina na preparagdo “7.

Assim sendo, para aumentar a velocidade de absorcdo das preparacGes de insulina
regular através de injeccdo sub-cutanea, utilizaram-se técnicas de engenharia genética para

desenvolver analogos de insulina “®.

Isto foi possivel através da alteracdo da sequéncia de aminoacidos da molécula de
insulina em posices especificas, a fim de diminuir a tendéncia de adesdo entre as

moléculas de insulina “®.

As insulinas convencionais incluem a insulina soltvel de accéo curta e a insulina NPH
de accdo intermédia. No entanto, estes agentes ndo replicam o padrdo de secregdo
enddgena de insulina basal e pos-prandial. Como tal, foram desenvolvidos analogos da

insulina, que resultam da modificacdo da insulina humana, para ultrapassar esta limitacéo.
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Os analogos da insulina existentes podem ser: de accdo curta (insulina lispro, insulina
aspéartico e insulina glulisina) e de accdo prolongada (insulina glargina e a insulina
detemir) 48,

Os esquemas de insulina mais populares incluem uma insulina de ac¢do prolongada
(inicio de accdo lento, mas de longa duracdo, que permite controlar a glicemia basal,
havendo menos probabilidade de ocorrerem hipoglicemias nocturnas) e uma insulina de
acgdo rapida (rapido inicio de accdo e menor tempo de duragdo), para a manutencdo dos

niveis de insulina p6s-prandial “?.
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3.11.1Analogos de insulina de acgéo curta

Insulina Lispro (Humalog®):

Foi o primeiro analogo de insulina de accéo rapida a ser desenvolvido geneticamente,
tendo sido aprovado para uso clinico em 1996. Relativamente a estrutura da insulina
humana, a insulina lispro difere apenas na cadeia B, onde a prolina da posicéo 28 e a lisina
da posicdo 29 sdo invertidas, levando a uma reducdo da capacidade que a molécula tem
para se auto-associar em solucdo. (Figura 21) Assim sendo, a insulina lispro é absorvida
mais rapidamente, com um pico mais elevado dos niveis de insulina e uma duracdo de

accao mais curta, comparativamente & insulina regular “°.

INSULINA LISPRO

' DODODDOD®

Figura 21 — Sequéncia de aminodcidos da insulina Lispro, evidenciando as modificacOes relativas a

insulina humana “9.

A modificagéo da insulina lispro a partir da insulina humana foi inspirada na molécula
de IGF-I. Esta hormona ndo tem a capacidade para se auto-associar, apesar de ser

homéloga da insulina “°.
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A sequéncia normal Pro-Lys nas posicdes 28 e 29 na molécula de insulina estdo
invertidas na molécula de IGF-I. Assim sendo, foi colocada a hipétese de que a sequéncia
Lys-Pro torna o IGF-I incapaz de auto-associacéo, e a inversdo da Pro-Lys na molécula de

insulina originava um analogo de insulina incapaz de se auto-associar “®.

Ao contrario do que seria de esperar, a insulina lispro, tal como a insulina regular, existe
na forma de hexamero, estabilizado por ifes zinco e conservantes fendlicos, que asseguram
0s 2 anos de prazo de validade. No entanto, a insulina lispro dissocia-se em subunidades

monoméricas instantaneamente aquando da injecc&o sub-cutanea “°.

A insulina lispro é produzida por tecnologia de DNA recombinante. E produzida pela

bactéria E. coli que recebeu um gene (ADN) que a torna capaz de produzir a insulina lispro
(50)

Quando comparada com a insulina humana regular, na ligacdo ao receptor da insulina, a
insulina lispro parece ser equipotente ou até menos potente do que a insulina humana
regular. No que diz que respeito a ligacdo ao receptor do IGF-I, a insulina lispro é

ligeiramente mais potente que insulina humana regular “°.

A insulina lispro tem um rapido inicio de accdo (aproximadamente 15 minutos), o que
permite que seja administrada mais perto da refeicdo (0 a 15 minutos antes da refeicao)
guando comparada com a insulina solivel humana (30 a 45 minutos antes). Actua
rapidamente e tem uma duragéo de actividade mais curta (2 a 5 horas), quando comparada
com a insulina soltvel. Devido ao facto da insulina lispro ser rapidamente absorvida atinge

picos maximos no sangue, 30 a 70 minutos apds administragdo subcutanea ©V.

Os produtos farmacéuticos com insulina lispro (Humalog® e Liprolog®) encontram-se

disponiveis em vérios formatos:
- Forma solavel, que tem uma accéo rapida (mais ou menos imediata ap0s a injeccao)

- Forma de suspensdo protamina (absorvida muito mais lentamente durante o dia e

proporciona uma ac¢do mais prolongada — anélogo de insulina de acgdo intermédia)

- Mistura da forma solavel e protamina V.
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Insulina Aspartico (NovoRapid® e NovoMix®):

A insulina aspéartico é formada através da substituicdo da prolina, na posicdo 28 da
cadeia B, por uma molécula de 4cido aspartico carregada negativamente ©® *9. Esta
modificacdo estrutural permite que a absorcdo da insulina aspartico seja duas vezes mais
rapida que a insulina humana “9. A alteracéo na posicdo 28 para acido aspartico leva a
uma pequena alteragdo conformacional na regido C-terminal da cadeia B, o que provoca
uma diminuicdo na interaccdo normal entre os mondémeros ProB28 e GlyB23, inibindo
assim a auto-agregacdo da insulina ®® %), (Figura 22) A repulsio devido a carga negativa
do acido aspértico, para além de, contribuir para a diminuicdo da associacdo entre as
moléculas, aumenta a velocidade de dissociacdo dos mondmeros logo depois da injeccao

sub-cutanea do analogo “®.

Asp\g‘; ®®m ®®®

e @ B8 @/@
0@ A2l @ @

INSULINA ASPARTICO

1 DDO DD

Figura 22 — Sequéncia de aminoacidos da insulina Aspartico, evidenciando as modificacdes relativas a

insulina humana “
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A insulina aspartico é produzida através de tecnologia de DNA recombinante, em que
uma levedura (Saccharomyces cerevisiae) recebe ADN, que lhe permite comecar a
produzir insulina aspértico ©2).

Por via sub-cutanea, a insulina aspartico inicia o seu efeito 10 a 20 minutos apés a
injeccdo, o efeito maximo é atingido 1 a 3 horas depois e a sua duracao de accdo é de 3a 5

horas 2.

Comercialmente, a insulina aspéartico existe em duas apresentacGes: NovoRapid e
NovoMix. Enquanto NovoRapid é uma solucdo injectavel que contém insulina aspartico, a
NovoMix é uma suspensdo injectavel constituida por insulina aspartico de duas formas,
forma soltvel (actua de forma rapida, 10 minutos apos a injec¢do) e forma cristalizada com
protamina (absor¢cdo muito mais lenta ao longo do dia, semelhante a insulina humana
NPH). O NovoMix tem um inicio de accéo rapido permitindo a sua administracao perto de

uma refeicdo, e a duracdo de acgdo é de 24 horas, no maximo © %,
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Insulina Glulisina (Apidra®)

A insulina glulisina é o analogo de accao rapida mais recente, e foi langcado no mercado
no ano de 2004. A sua estrutura difere da insulina humana em dois pontos: a asparagina na
posicao 3 é substituida por lisina e a lisina na posicdo 29 é substituida por &cido glutamico.

(Figura 23) Estas alteracdes reduzem a formacdo de hexadmeros e aumentam a absorcéo

subcutanea “9,
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Figura 23 — Sequéncia de aminoacidos da insulina Glulisina, evidenciando as modifica¢fes relativas a

insulina humana “

Tal como os outros analogos de acgdo rapida, a insulina glulisina é produzida por um
método de DNA recombinante, por meio de uma bactéria (Escherichia coli) que recebe um

gene, tornando-a capaz de produzir a insulina glulisina ©°.

A insulina glulisina tem um inicio de accdo mais rapido, sendo que 0 seu efeito
hipoglicemiante tem inicio 10 a 20 minutos apds a injeccdo, e uma duragdo de ac¢ao mais

curta do que a insulina humana ©©.

A insulina lispro e glulisina ttm o mesmo impacto no controlo glicémico dos doentes

com Diabetes tipo | e tipo 1, no entanto, quando se avalia o seu potencial em doentes com
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Diabetes tipo 11 obesos, 0 aumento da concentracdo de insulina e o inicio de actividade é

mais répido para a insulina glulisina “9.

Vantagens dos analogos da insulina de accéo curta:

As principais vantagens do tratamento da Diabetes com analogos de insulina de curta
accao sao:

e Melhor controlo glicémico
Reducéo da incidéncia de episddios de hipoglicemia
Melhoria na qualidade de vida dos doentes com Diabetes ©”.

Q Anidlogo de acgdo rapida (monomero)

/ Pico: 1-2 horas ):

Comparativamente a insulina humana  insiine tumansResuisr £/
Pico: 2-4 horas V g
regular, os analogos de insulina de ac¢édo y
curta tém menor tendéncia para se
agregarem, o que permite uma absorcao

mais rapida e um inicio de ac¢do mais

rapido; e atingem concentracdes
plasmaticas mais elevadas, e em metade do

tempo ®”. (Figura 24).
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Figura 24 — Comparacdo entre a Insulina

Humana e 0s Analogos de Insulina de accéo rapida ©®
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3.11.2 Analogos de insulina de acgdo prolongada

Insulina Glargina (Lantus®):

A insulina glargina resulta de duas modificagdes na molécula da insulina humana:
adicdo de duas moléculas de arginina (carga positiva) a extremidade carboxi-terminal da
cadeia B e a substituicdo da asparagina pela glicina na posicdo 21 da cadeia A @ 9,
(Figura 25)

INSULINA GLARGINA () Deetion

S S ./

Figura 25 — Sequéncia de aminodcidos da insulina Glargina, evidenciando as modifica¢des relativas a

insulina humana “®

Insulina Glargina

A adicdo das duas moléculas de arginina origina uma »
mudanga do ponto isoeléctrico para pH neutro, provocando ‘<«
uma diminuicdo da solubilidade em pH fisioldgico. Apds a ///

injeccdo no tecido subcutaneo, a solucdo 4&cida é
neutralizada, conduzindo a formacdo de micro-precipitados,

a partir dos quais sdo constantemente libertadas pequenas
(49, 59)

quantidades de insulina glargina para a circulacao
(Figura 26)

Figura 26 — Absorc¢éo da Insulina

Glargina para a corrente sanguinea ©®
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As mudancas estruturais originam um analogo com absorcdo lenta e um fornecimento
de insulina basal constante “?). O inicio de accdo da insulina glargina ocorre duas horas
apos a injecgdo, ndo se verificam picos pronunciados, e a sua actividade pode durar até 24
horas, sendo aconselhado a sua administracdo uma vez por dia, em que a hora deve ser a
mesma todos os dias “® %%,

Para manter a sua solubilidade, a insulina glargina ¢ formulada numa solugdo
extremamente &cida (pH 4), e ndo deve ser misturada com outras insulinas, como a insulina

regular (pH neutro) # ).

A insulina glargina é produzida por um método de recombinacdo de DNA, em que um
gene de pré-insulina modificado € inserido em Escherichia coli, tornando-a capaz de

produzir insulina glargina #°°9,

A interac¢do da insulina glargina com o receptor da insulina é semelhante a insulina
enddgena, no entanto, a sua ligacdo ao receptor do IGF-1 é seis a sete vezes maior do que a
insulina endbgena, o que pode estar relacionado com um aumento da actividade

mitogénica e do crescimento %49,
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Insulina Detemir (Levemir®):

A insulina Detemir é o analogo de longa accdo mais recente, tendo sido autorizado para
introducdo no mercado em 2004 ® 59 Resulta da acilagdo do 4cido mirfstico (cadeia de
acido gordo C14) ao residuo de lisina na posicdo 29 da cadeia B e a delec¢do do ultimo

residuo de treonina na posicdo 30 da cadeia B “9). (Figura 27)
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Figura 27 — Sequéncia de aminodacidos da insulina Detemir, evidenciando as modificages relativas a

insulina humana “®

A sua accdo prolongada é conseguida através da  jnsulina Detemir

reabsorcéo tardia, causada pelo aumento da auto-associagao ‘ }
,/. g
das moléculas de insulina detemir no local da injeccdo e / f?'
pela ligacdo reversivel a albumina atraves da cadeia o ///'
Detemn o)

secundaria de acidos gordos “* %Y. (Figura 28) i ‘.
4 l.-\lm.:mo«m

f

A insulina detemir proporciona um efeito metabdlico

durante cerca de 17 horas, permitindo a opgdo entre
administracdo uma ou duas vezes por dia, para obter um

nivel basal de insulina % 469,

Relativamente a insulina NPH, a insulina detemir

distribui-se mais lentamente nos tecidos-alvo periféricos e o
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Figura 28 — Absorcdo da Insulina Detemir

paraa corrente sanguinea ©®
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A insulina detemir é produzida através da tecnologia DNA recombinante, em que uma
levedura (Saccharomyces cerevisiae) que recebeu um gene a torna capaz de produzir

insulina detemir €% 6V
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3.12 Efeito carcinogénico de analogos da insulina

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos analogos de insulina para melhorar as
propriedades farmacoldgicas da insulina injectavel e para mimetizar a producéo endégena
de insulina. No entanto, alguns estudos recentes sugerem que doentes com diabetes, a fazer
tratamento com analogos de insulina de longa ac¢do, como a insulina glargina, tém um
maior potencial para o risco de cancro. Existem também estudos em que néo foi verificada
a correlacdo entre os analogos de insulina e o risco de cancro, como tal, irdo ser

mencionados alguns estudos importantes acerca deste tema ©2.

As modificacbes da molécula de insulina na posicdo 10 e na regido 26-30 da cadeia B
sdo capazes de alterar a afinidade para o receptor do IGF-I. Geralmente, o potencial
mitogénico de alguns analogos de insulina pode resultar do aumento de afinidade para o
receptor do IGF-I, do tempo de ocupacdo do receptor de insulina pelo seu anélogo e da

combinacdo de processos mediados pelo receptor da insulina e o IGF-1 ¢,

Yehezkel et al. (2010), realizaram um estudo para identificar qual o receptor e cascata
de transducdo de sinal responsavel pelas ac¢des bioldgicas da insulina glargina e insulina
detemir. Para isso, utilizaram células derivadas de cancro do c6lon, com doses elevadas de

insulina glargina, insulina detemir, insulina regular ou IGF-1 2,

Em experimentos dependentes da dose, constataram que a insulina glargina é capaz de
fosforilar o receptor do IGF-1 com uma concentracdo 5 vezes inferior a necessaria para
activar o receptor da insulina. (Figura 29) A insulina glargina pode levar a activacdo
prolongada dos receptores de insulina (até 6 horas), enquanto a activacdo do receptor do
IGF-1 é bifasica, com picos de activacdo aos 5 minutos e 2 horas. (Figura 30 — c,d) Em
comparacao, a insulina regular induz uma rapida fosforilacdo do receptor da insulina (62)
(Figura 30 - e).
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Figura 29 — Activacdo do receptor de insulina (a) e IGF-I (b), dependendo da dose de insulina

glargina, insulina regular e IGF-1 ©2.
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Figura 30 — Avaliacdo da activagdo do receptor da insulina (c) e do IGF-1 (d) pela insulina glargina,

por longos periodos de tempo. Activacdo do receptor de insulina pela insulina regular (e) 2.

Tal como a insulina glargina, a insulina detemir mostrou activar o receptor do IGF-I, no

entanto, este analogo de longa accéo foi menos potente que a insulina glargina ©2.

Weinstein et al. (2009), realizou um estudo, onde o seu objectivo foi investigar se a
insulina glargina, a insulina detemir, a insulina lispro e insulina aspartico exibiam
actividade semelhante ao IGF-I em culturas de células HCT-116 (cancro colon-rectal), PC-
3 (cancro da prostata) e MCF-7 (adenocarcinoma da mama), em comparacao com IGF-1 e
a insulina regular humana ©?.

Os resultados mostraram que a insulina glargina, a insulina detemir e o andlogo de curta
acgdo, insulina lispro, estimularam a proliferacdo celular das trés culturas de células.
Embora o efeito proliferativo dos analogos da insulina tenha sido inferior ao verificado
com o IGF-I, é suficientemente superior ao efeito da insulina regular humana, que

praticamente ndo tinha efeito mitogénico na dose utilizada ®®. (Figura 31)
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Figura 31 — Efeitos proliferativos dos anélogos de insulina nas células de cancro colon-rectal (HCT-
116) (A). Comparagdo entre a insulina regular e a insulina lispro, na proliferacéo celular das células HCT-
116 (B) ©¥

Para além da capacidade para aumentar a proliferacdo celular, ambos os analogos de
insulina de longa accdo, previnem a apoptose nas células HTC-116, sendo esta uma
caracteristica tipica do IGF-1. Como tal, é possivel verificar que a % de apoptose das
células é muito menor na presenca da insulina detemir e glargina, em comparacdo com o

grupo controlo ©®®. (Figura 32)
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Figura 32 — Analise do efeito da insulina glargina e detemir na apoptose .
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Tanto o receptor da insulina como o receptor do IGF-I estdo ligados a duas grandes vias
de sinalizacdo: PI3-cinase/AKT e MAPK/ERK. A insulina glargina, assim como a insulina
regular, induzem fortemente a fosforilacdo da molécula AKT, uma cinase citoplasmatica
envolvida na transducdo de muitas actividades metabdlicas importantes. A insulina
detemir, por outro lado, tem menor capacidade para induzir a fosforilacio da AKT ©2.
(Figura 33-A)

Na activacdo da molécula ERK, uma cinase citoplasmatica principalmente envolvida na
transducdo de efeitos mitogénicos, tanto a insulina glargina como a insulina detemir,

mostraram ter uma actividade semelhante ao IGF-1 © (Figura 33-B).

Os resultados deste estudo permitiram concluir que a insulina glargina e a insulina
detemir, ttm a capacidade para activar tanto o receptor da insulina como o receptor do
IGF-1 ¢,
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Figura 33 — Comparagdo da poténcia dos analogos de insulina para activar AKT (A) e ERK (B) ©3)

E importante ndo esquecer que doentes com Diabetes Mellitus tipo | necessitam,
obrigatoriamente, de insulinoterapia, para limitar a morbilidade e a mortalidade. No que
diz respeito ao risco de cancro é, relevante, saber se ha possibilidade de escolhas a efectuar
com base em diferencas de risco entre as insulinas. A evidéncia disponivel € um pouco
ambigua e inconsistente. Ha, no entanto, algumas observacdes que acreditamos que

indicam a necessidade de um estudo mais aprofundado “°.
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Hemkens et al. (2009) conduziram um estudo com mais de 127.000 doentes, na

Alemanha, onde investigaram o risco de desenvolvimento de neoplasias malignas em

doentes diabéticos tratados ou com insulina humana ou com um anélogo de insulina. O
estudo foi realizado em utentes com mais de 18 anos, sem doencas malignas conhecidas,
que receberam pela primeira vez insulinoterapia para a diabetes mellitus, exclusivamente
com insulina humana ou um tipo de anédlogo de insulina. Foram definidos 4 grupos de
acordo com o tratamento recebido: insulina humana, insulina aspartico, insulina lispro e
insulina glargina. Os participantes elegiveis apenas poderiam estar expostos a uma destas
insulinas ao longo do acompanhamento (1 de Janeiro de 2001 a 30 de Junho de 2005) “*
64).

Os resultados deste estudo revelaram que, em doentes com diabetes, a dose de insulina
estd positivamente associada ao risco de neoplasias malignas, quer seja com a insulina
humana ou com andalogos de insulina. Comparando com a insulina humana, o risco de
neoplasia dependente da dose de insulina foi maior para a insulina glargina, do que para a

insulina lispro e aspartico ©¥.

Foi analisada a taxa de risco (HR’s) dos analogos de insulina, em comparacdo com a
insulina humana, relativamente ao desenvolvimento de neoplasias malignas e mortalidade
em funcdo da dose de insulina. (Figura 34) Foi possivel constatar que existe um elevado
risco de cancro para elevadas concentracfes de insulina glargina (HR 1,31 para 50Ul),
sendo que 0 mesmo ndo acontece para a insulina aspartico e insulina lispro. Para além
disso, observaram uma taxa de mortalidade superior em utentes tratados com elevadas
doses de insulina glargina (>40 IU), em comparacdo com doses equivalentes de insulina

humana (14,79 vs. 9,17 por 100 doentes por ano) ©.
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Figura 34 — HRs para neoplasias malignas (a-c) e mortalidade (d-f) para insulina aspartico (a, d),
lispro (b, ) e glargina (c, f). Verifica-se uma mudanca do HRs em funcéo da dose de insulina ©*.

Apesar do caracter relativamente fragil dos dados utilizados ao longo deste estudo, 0s
seus resultados despoletaram algumas preocupacdes, a nivel de seguranca, com a insulina
glargina, devido ao seu potencial mitogénico e, consequentemente o desenvolvimento de
neoplasias. Estes resultados confirmam a necessidade de um estudo prospectivo,
randomizado, controlado, a longo prazo, projectado para avaliar os efeitos da insulina

glargina sob a morbilidade e mortalidade em doentes com diabetes ©*.

Com base nos resultados preliminares do estudo realizado por Hemkens et al. (2009), a
EASD (European Association for the Study of Diabetes) solicitou a outros grupos de
investigacdo em diabetes da Suécia, Escocia e Inglaterra, que determinassem se os achados

do estudo efectuado na Alemanha podiam ser reproduzidos de forma independente 65),

Jonasson et al. (2009), investigaram a taxa de incidéncia de cancro da mama, cancro
gastrointestinal e cancro da prostata associada ao uso da insulina glargina, em comparagao

com taxas associadas a utilizacdo de outros tipos de insulina ou a combinagdo da insulina
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glargina com outra insulina. Este estudo foi realizado na Suécia, uma vez que este pais
oferece condicdes favoraveis para a avaliacdo dos efeitos adversos de determinado farmaco
na populacdo, através do acesso ao Registo de Farmacos prescritos (detalhes de todas as
prescricGes dispensadas na Suécia, que permite saber os utentes que tém a prescri¢do de
insulina), Registo de Cancro (contém todos 0s novos casos de cancro) e Registo de causas

de morte ©°.

Foram estudados 114.841 individuos com idades compreendidas entre os 35 e 84 anos
no final de 2005 que tiveram pelo menos uma prescricao de insulina entre 1 de Julho e 31
de Dezembro de 2005, e que estavam vivos no inicio deste acompanhamento (1 de Janeiro
de 2006) ©©.

Apbs a analise dos dados recolhidos, constataram que a taxa de incidéncia de cancro da
préstata, cancro gastrointestinal e outro tipo de tumor maligno para os utentes que apenas
usavam insulina glargina foi similar a taxa de incidéncia para os utentes que utilizavam
outro tipo de insulinas. Durante o0 ano 2006 e 2007 (anos de acompanhamento), os utentes
que utilizaram apenas insulina glargina tiveram uma maior taxa de incidéncia de cancro da

mama do que os que utilizavam outro tipo de insulina, sem ser a insulina glargina ©©.

No entanto, os resultados obtidos relativamente & taxa de incidéncia de cancro da mama
em terapias com insulina glargina, podem estar sujeitos a flutuacdes aleatorias e a variaveis
de confundimento. Na recolha dos dados, foram utilizados apenas aqueles gque estavam
disponiveis nos registos, podendo haver dados importantes na avaliacdo deste problema

que ndo estariam relatados no registo (por exemplo a informacéo da dose administrada) **
66)

Alguns individuos que tenham no registo de prescricdo dispensada, a utilizacdo de
outros tipos de insulina, podem ter usado insulina glargina antes de 2005 ou durante o
periodo de observacdo durante 2006 e 2007. Isto pode provocar uma incerteza, na medida
em que a prescri¢do registada para a insulina glargina pode ou n&o reflectir o uso da
insulina glargina, limitando a capacidade para detectar o efeito de desenvolvimento de
neoplasias. Se fosse possivel eliminar esta imprecisdo, poderiamos estudar os utentes que
realmente usavam insulina glargina e assim tirar uma conclusdo fiavel acerca do

desenvolvimento de neoplasias ©°.
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Colhoun et al. (2009) realizaram um estudo na Escdcia, onde analisaram se os doentes
com diabetes que utilizavam insulina glargina tinham um maior risco de cancro do que 0s
que usavam outros tipos de insulina. A Escdcia, tem um registo nacional de doentes com
diabetes, que inclui dados da prescri¢do e outros dados de salde de rotina, incluindo o
registo de patologias (como cancro) e dados de mortalidade ©7),

Os autores concluiram que os utentes tratados apenas com insulina glargina tinham um
maior risco de desenvolvimento de cancro, em comparacdo com 0s utentes que recebiam
outro tipo de insulina que ndo a insulina glargina ou que recebiam a insulina glargina em
combinagdo com outra insulina, verificando-se também um significativo aumento do risco

de cancro da mama @9,

Currie et al. (2009) realizaram um estudo em Inglaterra, onde analisaram o risco de
desenvolvimento de tumores sélidos em utentes com Diabetes tipo 2 em tratamento com

antidiabéticos orais ou insulina (insulina humana e analogos de insulina) ©¢®.

Verificaram que os utentes tratados com metformina tinham menor risco de
desenvolvimento de tumores soélidos, em comparacdo com utentes tratados com

sulfonilureias ou insulina @°,

Concluiram que o tratamento com insulina (insulina glargina, insulina humana basal,
insulina humana bifasica e analogos de insulina bifasico) ndo esta associado ao aumento de
risco da progressdo de cancro, mas sera necessario mais analises detalhadas para

comprovar a seguranca destas moléculas.

Shukla et al. (2009) realizaram uma anélise detalhada da poténcia proliferativa da
insulina regular em comparacdo com 4 analogos de insulina, aprovados para uso
terapéutico. Tiveram especial interesse no estudo da contribuicdo da sinalizacdo do
receptor da insulina e do receptor do IGF-1 para a capacidade mitogénica da insulina e
analogos de insulina e a potencial correlacdo entre o efeito proliferativo e a razdo IGF-

IR/IR expressa nas células do epitélio mamario humano ©?.

Das células estudadas, apenas, as células MCF10A (células benignas do epitélio
mamario) e MCF7 (células malignas do epitélio mamario) responderam fortemente ao
tratamento com insulina e mostraram um crescimento de 1,7 a 2,2 vezes mais que 0

controlo ©,
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Quadro 11 — Efeito proliferativo da insulina em células do epitélio mamario ©¥

Cell line Proliferation (fold of control)
MCF10A 1.7+0.20
BT474 0.91+0.05
MCFT 22+0.28
T47D 1.14+0.04
ZR75-1 1.4+0.20
MDA-MB231 1.3+0.12
HCC1937 1.1+0.05

As modificacdes da molécula de insulina nas posi¢ées 26 — 30 da cadeia B resultam
numa forte afinidade para o receptor do IGF-I resultando num aumento da poténcia
mitogénica do analogo da insulina. Neste estudo foram utilizados 3 anlogos de insulina: a
insulina glargina (Lantus®), insulina lispro (Humalog®) e insulina aspartico

(NovoRapid®) que apresentam modificacdes nesta regido da molécula ©°.

Em experiéncias com as células MCF7, a curva dose-resposta correspondente a insulina
lispro foi similar a obtida para a insulina regular. Por outro lado, a insulina aspartico
mostrou um efeito proliferativo ligeiramente superior a insulina regular (Actrapid®) em
concentracdes iguais ou superiores a 15nmol/l. (Figura 35) Este facto pode ser explicado

pela interac¢do prolongada com o receptor da insulina.

Dos outros analogos de insulina em estudo, apenas a insulina glargina que tem sido
descrita como apresentando 6-8 vezes mais afinidade para o receptor IGF-1 que a insulina
regular, mostrou poténcia proliferativa das células MCF7 significativamente mais forte, em

comparacdo com a insulina regular ©9.
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Figura 35 — Células MCF7 tratadas com concentracdes crescentes de insulina e analogos de insulina durante
72 horas ©9.

E possivel constatar que as células MCF7 se caracterizam por niveis elevados da razao
IGF-IR/IR, no entanto as células benignas MCF10A, que mostraram um crescimento
similar em resposta a insulina regular e insulina glargina, apresentam uma razéo IGF-IR/IR
reduzida ©9.

Estudaram também a activacdo das cascatas de sinaliza¢do da insulina e IGF-I, para
uma melhor percepcdo do efeito mitogénico da insulina regular e insulina glargina nas
celulas MCF-7. A activacdo da via PI3K/AKT implica a fosforilagdo das proteinas AKT e
GSK o/, enquanto a activagdo da cascata MAPK implica a forte fosforilagdo das proteinas
ERK 1 e ERK 2 ®9,

Nas células MCF7, a insulina lispro e aspartico tiveram uma resposta similar a insulina
regular, no que diz respeito a activacdo da via PI3K. A insulina glargina, por outro lado,
mostrou ser mais forte na estimulacdo da cascata PI3K, com uma resposta similar a do
IGF-I (Figura 36-A). Relativamente a cascata de sinalizacdo MAPK, a insulina glargina a
semelhanca do IGF-I, provocou uma forte inducdo na fosforilacdo de ERK1 e 2, em

comparacdo com a insulina regular e os restantes analogos de insulina (Figura 36-B) ©9.
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Figura 36 — Activacdo da via PI3K pela insulina e analogos de insulina em células MCF10A (A) e MCF7
(B). Activacdo da via MAPK pela insulina e andlogos de insulina em células MCF10A (C) e MCF7 (D).
B — bovine insulin; La — Lantus; Le — Levemir; A — Actrapid; H — Humalog; N — NovoRapid; | — IGF-I

Os resultados mostraram que a insulina regular activa principalmente o receptor da
insulina e a via PI3BK/AKT. O IGF-I através do seu receptor, activa ambas as vias de
sinalizacdo, PI3K/AKT e MAPK. A insulina glargina estimula tanto o receptor da insulina
como do IGF-I, resultando na activagdo de ambas as cascatas de sinalizacdo, PI3K e
MAPK, em niveis elevados. A activacdo do receptor do IGF-1 pela insulina glargina

explica o seu forte efeito mitogénico sobre as células MCF7 ©9.
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4. CONCLUSAO
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A Diabetes Mellitus é uma doenca que afecta milhdes de pessoas em todo mundo, e que
se caracteriza por uma diminuicdo da producédo de insulina (Diabetes Mellitus tipo I1) ou
uma completa auséncia de insulina (Diabetes Mellitus tipo 1), devido a destruicdo auto-
imune das células B do pancreas. A insulina é responsavel por inimeras funcGes
importantes no organismo, nomeadamente, o desenvolvimento adequado dos tecidos, 0
crescimento e a manutencdo da homeostasia da glicose em todo o corpo. Como tal, a
presenca desta patologia poderd constituir um grave problema de saldde, caso nao seja
diagnosticada rapidamente, uma vez que existem varias complicacGes adjacentes a

Diabetes que podem aumentar a mortalidade e diminuir a esperanga media de vida.

A insulina humana é utilizada ha vérias décadas no tratamento da Diabetes, e a sua
seguranca nunca foi colocada em causa. No entanto, nos ultimos anos foram realizados
alguns estudos que demonstraram que a utilizacdo de analogos de insulina poderia estar
relacionada com o risco de desenvolvimento de neoplasias. Os analogos de insulina séo
compostos derivados da insulina, com uma composi¢ao molecular e/ou estrutural que tenha
sido modificada em relacdo a insulina humana, atraves de uma técnica de DNA
recombinante. Estas modificacdes, para além, de provocarem alteracBes nos efeitos
metabdlicos da insulina podem alterar a sua poténcia mitogénica, resultando num estimulo

para o crescimento de neoplasias pré-existentes.

Embora o mecanismo exacto associado ao potencial carcinogénico dos analogos de
insulina ainda continue por esclarecer totalmente, sabe-se que o receptor da insulina e a sua
cascata de sinalizacdo sé@o muito semelhantes ao receptor do IGF-I1, o que leva a crer que as
diferencas entre os anadlogos de insulina e a insulina humana, estdo relacionadas com
diferencas na afinidade para o receptor do IGF-I, uma vez que os efeitos do IGF-I séo

maioritariamente mitogénicos, ao contrario da insulina que tem uma ac¢éo metabolica.

Uma vez que os doentes diabéticos estdo expostos ao longo da vida a elevadas
guantidades de insulina, pois necessitam desta para manter os niveis adequados de
glicemia, as insulinas que provocam um aumento do efeito mitogénico em comparacao
com a insulina humana de uso corrente constituem uma preocupagdo em termos de
saude publica. Sabe-se ainda que, actualmente, existe uma elevada tendéncia para o

tratamento de diabetes com analogos de insulina, nomeadamente a insulina glargina,
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devido as suas propriedades farmacocinéticas, uma vez que 0 seu inicio de accdo ocorre
duas horas apds a administracdo e mantém-se durante aproximadamente 24 horas,

mimetizando a secrecdo enddgena de insulina basal.

Nos Ultimos anos foram realizados estudos na Alemanha, Suécia, Escocia e Inglaterra,
(estudos descritos ao longo deste trabalho) que sugerem que um analogo de insulina, a
insulina glargina, pode estar relacionado com o aumento do risco de desenvolvimento de
cancro. No entanto, devido ao facto de se tratarem de estudos observacionais e ndao de

ensaios clinicos ha necessidade de uma interpretacéo cautelosa dos resultados obtidos (65),

Um estudo clinico assegura que os doentes submetidos a tratamentos diferentes sdao
exactamente semelhantes em todos os aspectos, a excepcdo do tratamento que estdo a
efectuar. Pelo contrario, um estudo observacional examina grupos de individuos que
podem diferir de varias maneiras, tais como idade ou tipo de diabetes, e depois procede a

ajustamentos estatisticos relativos a essas diferencas ©°.

O editor das publicacbes Diabetologia, Professor Edwin Gale, e o presidente da
Associacdo Europeia para os Estudos da Diabetes, Professor UIf Smith, consideram as
descobertas destes estudos muito revelantes, no entanto consideram importante que sejam
realizados mais estudos minuciosos de outros paises, antes de anunciar oficialmente a

relacdo entre alguns anélogos de insulina e o desenvolvimento de cancro .

"We believe people are entitled to know that use of Lantus insulin might be associated with
greater risk, but this must also be balanced against the possibility that we might be causing

unnecessary alarm by raising these concerns." (Prof. Gale e Prof. Smith) (70)

Para comprovar se as preocupacdes existentes, relativamente ao potencial carcinogénico
de alguns analogos de insulina, se justificam ou ndo, a Associacdo Europeia para 0s
Estudos da Diabetes tem reportado as suas conclusdes a Agéncia Europeia do
Medicamento e a Sanofi-Aventis (industria responsavel pela produgdo da insulina glargina
- Lantus®). Apesar de um estudo prospectivo ser cientificamente o mais indicado, o
Professor Edwin Gale e UIf Smith acham que este estudo para além de mais lento, seria

também anti-ético 79,
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"A large combined analysis of the best available databases worldwide is the best way
forward, and EASD and sanofi-aventis are pledged to carry this investigation forward
until we have either confirmed these preliminary observations or, more hopefully, finally
put them to rest." (Prof. Gale e Prof. Smith) /©

Enquanto ndo existem estudos que realmente comprovem as preocupagoes existentes, a
EASD néo recomenda que os doentes parem de tomar insulina glargina com base nas
evidéncias apresentadas nos quatro estudos referidos. Se necessario, o clinico podera
substituir a insulina glargina por um plano terapéutico equivalente, nomeadamente a
utilizacdo de uma insulina humana de longa ac¢do ou uma mistura de insulinas humanas de

accdo longa e acgdo curta, em vez de um analogo de insulina uma vez por dia ©% %7,

Na presenca de doentes diabéticos com neoplasia ou, no caso de mulheres diabéticas,
com histéria familiar de cancro da mama, considera-se importante a substituicdo do
analogo da insulina, uma vez que estd comprovado que a insulina glargina aumenta a

proliferacdo e divisdo celular %670

“People with diabetes do however have the option of using long acting human insulin or a
mixture of long- and short-acting human insulin twice a day instead of the once-daily
analogue. You may wish to consider this option if you already have a cancer, or, for

women, if there is a family history of breast cancer. You should not make any change in
your insulin treatment without consulting your own doctor, and you should on no account

stop taking your insulin.” (Prof. Gale e Prof. Smith)

64




Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

5. BIBLIOGRAFIA



Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

1. Ahmed, Am. History of Diabetes Mellitus. Saudi Medical Journal. 2002 April; 23(4):
pag. 373-378.

2. International Diabetes Federation. Diabetes Atlas, Diabetes and Impaired Glucose
Tolerance.  Consultado em 5 de  Abril  de 2010, através  de:

http://www.diabetesatlas.org/content/diabetes-and-impaired-glucose-tolerance

3. International Diabetes Federation. Diabetes Atlas, Morbidity and Mortality.
Consultado em 5 de Abril de 2010, atraveés de:

http://www.diabetesatlas.org/content/diabetes-mortality

4. World Health Organization. Diabetes Programme, Diabetes is a common condition
and its frequency is dramatically rising all over the world. Consultado em 6 de Abril de
2010, através de: http://www.who.int/diabetes/commoncondition/en/

5. Ministério da Saude. Direccdo-Geral da Salde. Diabetes: Factos e Numeros 2010.

Relatério Anual do Observatorio Nacional da Diabetes. Portugal.

6. World Health Organization. Prevalence of Diabetes — World map. Consultado em 6 de

Abril de 2010, através de: http://www.who.int/diabetes/actionnow/en/mapdiabprev.pdf

7. Mathur, R.; Shiel, W (Ed.). Diabetes Mellitus. Artigo consultado em 6 de Abril de

2010, através de: http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=343

8. Seeley, R.R; Stephens, T.D; Tate, P. Anatomia e Fisiologia. 6%dicao. McGraw-Hill
Higher Education; 2003. P4g. 633 - 639

9. Saraiva, J.; Gomes, L.; Carvalheiro, M. Classificacdo e Diagndstico da Diabetes
Mellitus — O que ha de novo em 2010. Revista Portuguesa de Diabetes. N° 5, Vol. 2
(2010): p. 77-82.

10. Imagem retirada do motor de busca Google, através de pesquisa por palavras-chave.

11. Kitabchi, A.E.; Kreisberg, R.A.; Murphy, M.B.; Umpierrez, G.E. Hyperglycemic
crises in adult patients with diabetes. Diabetes Care, American Diabetes Association.
December 2006: 29(12): pag. 2379 - 2748

66



javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Saudi%20Med%20J.');
http://www.diabetesatlas.org/content/diabetes-and-impaired-glucose-tolerance
http://www.diabetesatlas.org/content/diabetes-mortality
http://www.who.int/diabetes/commoncondition/en/
http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=11026
http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=343

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

12. American Diabetes Association. Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus.

Diabetes Care, American Diabetes Association. January 2004: 27 Suppl 1: pag. 5 — 10.

13. Arneson, W.; Brickell, J. Clinical Chemistry, A Laboratory Perspective.
Philadelphia: F. A. Davis Company; 2007. Pag. 148 - 162

14. The Merck Manuals, online medical library. Diabetes Mellitus — Complications.
Consultado em 4 de Junho de 2010, através de:
http://www.merck.com/mmhe/sec13/ch165/ch165a.html

15. International Diabetes Federation. Diabetes Atlas, What is Diabetes. Consultado em 4

de Junho de 2010, através de: http://www.diabetesatlas.org/content/what-is-diabetes

16. Mathur, R.; Shiel, W.C (Ed.); Marks, J.W. (Ed.). Diabetes Treatment. Consultado em
6 de Abril de 2010, através de:
http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=77938

17. Pessin, J.E.; Saltiel, A.R. Signaling pathways in insulin action: molecular targets of

insulin resistance. The Journal of Clinical Investigation. July 2000; 106(2): pag. 165 - 169

18. Ahmad, F.; Bai, Z.; Bennett, H.; Lal, A.; Singh, S.R.; Yu, C. Efficacy and safety of
insulin analogues for the management of diabetes mellitus: a meta-analysis. Canadian
Medical Association Journal. February 2009; 180(4): pag. 385 — 397

19. Committee for proprietary medicinal products (CPMP). Points to consider document
on the non-clinical assessment of the carcinogenic potencial of insulin analogues. The

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products. London, November 2001.

20. Pollak, M.; Russell-Jones, D. Insulin Analogues and Cancer Risk: Cause for
Concern or Cause Célebre? The International Journal of Clinical Practice. April 2010;
64(5): pag. 628-636.

21. Rutty, C.J. Global Heroes: Banting and Best Discover Insulin. Biology 11
(McGraw-Hill Ryerson). 2001. p. 70. Consultado em 10 de Abril de 2010, através de
http://www.healthheritageresearch.com/MHRBiology11-Insulin.html

67



http://www.merck.com/mmhe/sec13/ch165/ch165a.html
http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=77938
http://www.medscape.com/index/list_4813_0
http://www.healthheritageresearch.com/MHRBiology11-Insulin.html

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

22. The official web site of the Nobel Prize. Diabetes and Insulina, The Discovery of
Insulin. Consultado a 17 de Junho de 2010, através de:
http://nobelprize.org/educational/medicine/insulin/discovery-insulin.html

23. Kahn, C.R.; Whites, M.F. The Insulin Signalling system. The Journal of Biology

Chemistry. January 1994; 269(1): pag. 1 - 4

24. Kasper et al. Harrison's Principles of Internal Medicine. 17th edition (Digital
Edition). The McGraw-Hill Companies. 2008. Chapter Diabetes Mellitus.

25. National Center for Biotechnology Information. Protein Folding and Processing,
Protein Cleavage. Consultado a 15 de Abril de 2010, através de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=cooper&part=A1199#A1209

26. Katzung, B.G. Farmacologia Basica e Clinica. 10% edicdo. Sdo Paulo: McGraw-Hill;
2007. Pag. 617 — 624.

27. Gongalves, A.M.; Esteves, M.C.; Caldeira, J.L. Amylin: pancreatic hormone of
glucose regulation. Medicina Interna. 1998; 5(2): 122 - 125

28. Van Etten, R.A.; Krause, D.S. Tyrosine Kinases as Targets for Cancer Therapy.
The New England Journal of Medicine. July 2005; 353: pag. 172-187

29. Frasca et al. Insulin receptor isoform A, a newly recognized, high-affinity insulin-
like growth factor Il receptor in fetal and cancer cells. Molecular and cellular biology.
May 1999; 19(5): pag. 3278 — 3288

30. Serrano et al. Diferential gene expression of insulin receptor isoforms A and B and

insulin receptor substrates 1, 2 and 3 in rat tissues: modulation by aging and

differentiation in rat adipose tissue. Journal of molecular Endocrinology. 2005; 34: pag.
153 - 161

31. Rohan, T.; Yu, H. Role of the insulin-like growth factor family in cancer
development and progression. Journal of the National Cancer Institute. Septembre 2000;
92(18): pag.1472 — 1489

68




Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

32. Laron, Z. Insulin-like growth factor 1 (IGF-1): a growth hormone. Journal of
Clinical Pathology: Molecular Pathology. 2001; 54: pag. 311-316

33.Brooke, G.S.; DiMarchi, R.D.; Slieker, L.J. et al, Modifications in the B10 and B26—
30 regions of the B chain of human insulin alter affinity for the human IGF-I receptor
more than for the insulin receptor. Diabetologia. 1997; 40: S54-S61

34. Humbem, R.E.; Rinderknecht, E. The Amino Acid Sequence of Human Insulin-like
Growth Factor I and Its Structural Homology with Proinsulin. The Journal of Biological
Chemistry. April 1978; (253)8: pag. 2769 — 2776.

35. Hankinson, S.E.; Pollak, M.N.; Schernhammer, E.S. Insulin-Like Growth Factors
and Neoplasia. Nature Reviews, Cancer. July 2004; 4; pag. 505 - 518

36. Clemmons, D.R. Modifying IGF1 activity: an approach to treat endocrine
disorders, atherosclerosis and cancer. Nature Reviews — Drug Discovery. October 2007;
6: pag. 821 — 833

37. Carmignac, D.; Hauge-Evans, A.C.; King, A.J. Somatostatin Secreted by Islet 5-cells
Fulfills Multiple Roles as a Paracrine Regulator of Islet Function. American Diabetes
Association. 2009 February; 58(2): pag. 403-411.

38. Accili, D.; Rother, K.I. Role of insulin receptors and IGF receptors in growth and

development. International Pediatric Nephrology Association. 2000; 14: pag. 558-561

39. Eckardt, K.; Eckel, J.; Koenen, M.; May, C. IGF-I receptor signaling determines the
mitogenic potency of insulin analogues in human smooth muscle cells and fibroblasts.

Diabetologia. 2007; 50: pag. 2534 — 2543.

40. Baserga, R.; Peruzzi, F.; Reis, K. The IGF-I receptor in cancer biology. International
Journal of Cancer. 2003; 107: pag. 873 — 877

41. Yee, D.; Zeng, X. Insulin-Like Growth Factors and Breast Cancer Therapy.
National Center for Biotechnology Information. Consultado em 15 de Abril de 2010,
através de:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=eurekah&part=A53172

69



http://www.ipna-online.org/

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

42. Cohen, P.; Kaplan, P.J.; Mohan, S. The Insulin-like Growth Factor Axis and
Prostate Cancer: Lessons from the Transgenic Adenocarcinoma of Mouse Prostate
(TRAMP) Model. Cancer Research. May 1999; 59: pag. 2203 — 2209

43. British Medical Association and Royal Pharmaceutical Society of Great Britain.
British National Formulary. BNF 58. Septembre 2009.

44. INFARMED. Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Salde. Prontuario
Terapéutico 9. Marco de 2010: p. 327-330

45.Bolli, G.B.; Koivisto, V.A.; Di Marchi, R.D.; Park, G.D.; Pramming, S. Insulin
analogues and their potential in the management of diabetes mellitus.

Diabetologia.1999; 42: pag. 1151- 1167

46. Fontaine, P.; Gall, M.A.; Hermansen, K.; Kukolja, K.K.; Leth, G.; Peterkova, V.
Insulin analogues (insulin detemir and insulin aspart) versus traditional human
insulins (NPH insulin and regular human insulin) in basal-bolus therapy for patients
with Type 1 diabetes. Diabetologia. 2004; 47: pag. 622 — 629

47. Berger, M.; Binder, C.; Johannesen, J.; Petersen, K.F. New insulins and other

possible therapeutic approaches. Diabetologia. 1997; 40: pag. B89 — B93

48. Berger, M.; Heinemann, L. Are presently available insulin analogues clinically

beneficial? Diabetologia. 1997; 40: pag. S91-S96

49. Valla, V. Therapeutics of DiabetesMellitus: Focus on Insulin Analogues and

Insulin Pumps. Experimental Diabetes Research. 2010; pag. 1 -14

50. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo do Relatério Puablico Europeu de
Avaliacdo (EPAR) do Humalog®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the _publi
¢/human/000088/WC500050328.pdf

51. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo das Caracteristicas do Medicamento

Humalog®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:

70



http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000088/WC500050328.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000088/WC500050328.pdf

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/hu
man/000088/WC500050332.pdf

52. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo do Relatério Puablico Europeu de
Avaliacdo (EPAR) do NovoRapid®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_publi
¢/human/000258/WC500030368.pdf

53. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo das Caracteristicas do Medicamento
NovoRapid®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/hu
man/000258/WC500030372.pdf

54. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo do Relatério Puablico Europeu de
Avaliacdo (EPAR) do NovoMix®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the publi
¢/human/000308/WC500029434.pdf

55. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo do Relatério Publico Europeu de
Avaliacdo (EPAR) da Apidra®. Consultado a 20 de Junho de 2010, atraves de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_publi
¢/human/000557/WC500025244.pdf

56. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo das Caracteristicas do Medicamento
Apidra®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através  de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/hu
man/000557/WC500025250.pdf

57. Berghold, A.; Plank, J.; Siebenhofer, A. et al. Systematic Review and Meta-analysis
of Short-Acting Insulin Analogues in Patients With Diabetes Mellitus. Archives of
Internal Medicine. 2005; 165: pag. 1337 — 1344,

58. University of Carlifornia. San Francisco. Insulin Analogues. Consultado através a 21
de Junho de 2010, através de: http://www.deo.ucsf.edu/typel/diabetes-

treatment/medications-and-therapies/type-1-insulin-rx/insulin-analogs.html

71



http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000088/WC500050332.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000088/WC500050332.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000258/WC500030368.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000258/WC500030368.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000308/WC500029434.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the_public/human/000308/WC500029434.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000557/WC500025250.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000557/WC500025250.pdf
http://www.deo.ucsf.edu/type1/diabetes-treatment/medications-and-therapies/type-1-insulin-rx/insulin-analogs.html
http://www.deo.ucsf.edu/type1/diabetes-treatment/medications-and-therapies/type-1-insulin-rx/insulin-analogs.html

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

59. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo das Caracteristicas do Medicamento
Lantus®.  Consultado a 20 de Junho de 2010, através  de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/hu
man/000284/WC500036082.pdf

60. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo do Relatério Puablico Europeu de
Avaliacdo (EPAR) do Levemir®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Summary_for_the publi
¢/human/000528/WC500036661.pdf

61. Agéncia Europeia do Medicamento. Resumo das Caracteristicas do Medicamento
Levemir®. Consultado a 20 de Junho de 2010, através de:
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/hu
man/000528/WC500036662.pdf

62. Yehezkel, E. et al. Long-acting insulin analogues elicit atypical signalling events

mediated by the insulin receptor and insulin like growth factor-l1 receptor.

Diabetologia. 2010.

63. Weinstein, D. et al. Insulin analogues display IGF-I-like mitogenic and anti-
apoptotic activities in cultured cancer cells. Diabetes/Metabolism Research and
Reviews. 2009; 25: pag. 41 — 49

64. Hemkens, L.G.; Grouven, U.; Gunster, C. et al. Risk of malignancies in patients with
diabetes treated with human insulin or insulin analogues: a cohort study.

Diabetologia. Junho 2009; 52: pag.1732 - 1744

65. Brito, C.P.; Duarte, R. Analogos da Insulina e Cancro: Uma possivel ligacdo que

necessita de ser mais investigada. Revista Portuguesa e Diabetes. 2009; 4 (3): p. 134-140

66. Jonasson, J.M.; Ljung, R.; Insulin glargine use and short-term incidence of
malignancies—a population-based follow-up study in Sweden Talback, M. et al..

Diabetologia. Maio 2009.

72



http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000284/WC500036082.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000284/WC500036082.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000528/WC500036662.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/pt_PT/document_library/EPAR__Product_Information/human/000528/WC500036662.pdf

Insulinas e Carcinogénese: questdes levantadas pelas insulinas humanas | 2010
recombinantes em utilizagdo terapéutica

67. Colhoun, H.M.; SDRN Epidemiology Group. Use of insulin glargine and cancer
incidence in Scotland: a study from the Scottish Diabetes Research Network
Epidemiology Group. Diabetologia. Julho de 2009; 52: p4g. 1755 — 1765.

68. Currie,C.J.; Poole,C.D.; Gale, A.M. The influence of glucose-lowering therapies on

cancer risk in type 2 Diabetes. Diabetologia. 2009

69. Shukla, A.; Grisouard, J.; Ehemann,V. et al. Analysis of signaling pathways related
to cell proliferation stimulated by insulin analogs in human mammary epithelial cell
lines. Endocrine-Related Cancer. 2009; 16: pag. 429 - 441

70. Possible link between insulin glargina and cancer prompts urgent call for more
research. Comunicado de Imprensa disponivel em Diabetologia, Jornal da Associacdo
Europeia para os Estudos da Diabetes. Consultado em 30 de Agosto, através de:
http://www.diabetologia-jounal.org/cancer.html

73




