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Resumo

A Diabetes é um conjunto de patologias metabdlicas de etiologia multifatorial
onde a principal alteracdo fisioldgica se pauta pela presenca de um fen6tipo comum —
hiperglicemia. Os elevados niveis séricos de glicose, resultam de uma interacédo
complexa de fatores genéticos e ambientais que provocam uma insuficiente produgéo
de insulina e/ou resisténcia celular & acdo da hormona, por parte das células que dela
dependem para o transporte intracelular de glicose. O stress oxidativo contribui
significativamente para o desenvolvimento fisiopatologico da Diabetes Mellitus tipo 2,
ao exacerbar o estado disfuncional que as células beta pancreéaticas apresentam sobre
condigdes de hiperglicemia cronica. Este resulta principalmente da formacdo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS), resultando num desequilibrio do estado redox

celular.

A principal resposta fisiologica ao desequilibrio redox é a ativacdo da via de
sinalizacdo celular Keap1-Nrf2-ARE (Kelch-like ECH associated protein 1 - nuclear
factor (erythroid-derived 2) -like 2 — elemento de resposta antioxidante), na qual o fator
de transcricdo Nrf2 atua como um importante regulador da expressdo de genes que
codificam proteinas com acdo antioxidante. Em resposta ao stress oxidativo, o Nrf2 tem
acdo sobre o processo de transcri¢do de diversas enzimas incluidas nos processos de
biotransformacao de fase I, Il e I1l e mecanismos antioxidantes. A ativacdo desta via de
sinalizacdo permite contrariar os efeitos nefastos dos agentes oxidantes e outros
eletrofilos, tendo-se tornado um alvo atrativo para a prevencdo e tratamento de doengas
relacionadas com o stress oxidativo. Ao longo dos ultimos anos tém sido estudados 0s
diversos componentes integrantes desta via e que, em teoria, poderdo ter um papel
determinante no desenvolvimento da Diabetes Mellitus do tipo 2 e de complicacOes

relacionadas com a doenca, sendo por isso, possiveis alvos terapéuticos.

A presente monografia pretende analisar a forma como interagem os
componentes da via de sinalizagéo celular em estudo e apresentar uma revisao sobre as
moléculas moduladoras do Nrf2 que se encontram atualmente em estudo por apresentar

potencial terapéutico no tratamento da Diabetes Mellitus do tipo 2.

Palavras-chave: Stress Oxidativo; Via de Sinalizacao Celular Kelch-Like ECH-
Associated Protein 1 - Nuclear Factor (Erythroid-Derived 2) — Like 2 - Antioxidant
Response Element; Diabetes Mellitus Tipo 2; Alvos Terapéuticos



Abstract

Diabetes is a group of complex metabolic disease of multifactorial etiology,
which have, as a main physiopathological alteration, the presence of hyperglycaemia.
The high levels of glucose in the blood result from an interaction of genetic and
environmental factors, resulting in an impaired insulin production and/or an increase in
cellular resistance to the hormone, specifically in cells which rely on it for intracellular
glucose transportation. Oxidative stress is a significant contributor to the
physiopathological development of Diabetes Mellitus type 2, worsening the
dysfunctional status of beta pancreatic cells after being exposed to chronic
hyperglycaemia. This oxidative status results from the formation of reactive oxygen

species (ROS), which causes an oxidative-reductive imbalance in the cell.

The main physiological response to this oxidative-reductive imbalance is the
activation of the Keapl-Nrf2-ARE (Kelch-like ECH associated protein 1 - nuclear
factor (erythroid-derived 2) -like 2 — antioxidative response element) pathway, through
which the Nrf2 transcription factor acts as an important regulator of genes that code
proteins with an antioxidative role. In response to cellular stress, Nrf2 acts upon the
process of protein transcription, stimulating the production of many enzymes involved
in phases I, Il and Il of biotransformation reactions, as well as several antioxidative
mechanisms. The activation of this signalling pathway allows the cell to combat the
adverse effects of the oxidative agents, as well as other electrophiles. Because of that,
this pathway has grown into an attractive target for treatment and prevention of several
diseases related to oxidative stress. Through the years, there has been studies on the
effects of the various components of this pathway which, in theory, might have a
protective effect in the development of Diabetes Mellitus type 2 and the complications

associated with it, causing them to have grown into potential therapeutic targets.

This dissertation will analyse the way by which the different cellular signalling
pathway components in study interact and present a review of the modulating molecules
of the Nrf2 pathway currently in development and study, presenting therapeutic

potential in the treatment of Diabetes Mellitus type 2.

Keywords: Oxidative Stress; Kelch-Like ECH-Associated Protein 1 - Nuclear
Factor (Erythroid-Derived 2) — Like 2 - Antioxidant Response Element signalling
pathway; Type 2 Diabetes Mellitus; Therapeutic Targets
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Abreviaturas
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DMT2 — Diabetes Mellitus Tipo 2
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DPP — Dipeptil peptidases

DRC — Doenga Renal Cronica

EPHX — Epoxido hidrolases

ER — Recetor do estrogénio

FECH — Ferroquelatase

Ft — Ferritina

G6PD — Glucose-6-fosfato 1-desidrogenase



GCL — Glutamato-cisteina ligase

YGT1 — Gama glutamiltransferase 1

GLP-1 — Glucagon-Like Peptide 1

GLRx — Glutarredoxina 1

GLS — Glutaminase

GLUT-4 — Transportadores de Glicose Insulinodependente
GPx — Glutationa peroxidase

GR — Glutationa redutase

GSK3-B — Glycogen Kinase Synthase 3-beta
GSH — Glutationa

GSSG — Glutationa oxidada

GST — Glutationa-S-Transferase

HAT — Histona acetiltransferase

HbA1c — Hemoglobina glicada

HO-1 — Heme oxigenase-1

H.O.— Peroxido de hidrogénio

IkB-o. — Inibidor k-B alfa

IKK-B — Cinase 1kB beta

Keapl — Kelch-like ECH-Associated Protein 1
sMaf — small Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Protein
MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase
MDR — Multidrug-resistance pump

ME1 — Enzima malica 1 NADP*-dependente
MGST — Glutationa S-transferase microssomal
MRP — Multidrug-resistance-associated protein
Neh — Nrf2-ECH homology domains

NF-kB — Nuclear Factor-kB



NQO1 — NAD(P)H:quinone oxiredutase

NO — Oxido Nitrico

Nrf2 — Nuclear Factor (Erythroid-Derived 2)-Like 2

0. - Anido superoxido

O.-- - Oxigénio Birradical

10, - Oxigénio Singleto

O.— Ozono

OH- - Radical Hidroxilo

PALB2 — Partner and localizer do Brca2

PDE — Fosfodiesterases

PGAM - Fosfoglicerato mutase

PGD - 6-fosfogluconato desidrogenase

PI3K/AKT - Fosfatidilinositol 3-cinase/protein cinase B
PKC — Proteina cinase C

PON1 — Paraoxonase-1

PPARY — Recetores ativados por proliferadores de peroxissoma gama
PPI — Inibidores proteina-proteina para a ativacdo do Nrf2
Prx — Peroxirredoxina

PTGR — Prostaglandina redutases

Rbx1 — RING-box Protein 1

RNA — Acido ribonucleico

RNS — Espécies Reativas de Azoto

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

RXRa — retinoid X receptor alfa

SGLT2 — Co-transportadores sodio-glicose 2

SIRT1 — Histona desacetilase sirtuin 1 dependente do NAD*

SLC7A11 — Transportador glutamato/cistina



SNP — Polimorfismo de nucleétido unico
SOD - Superoxido dismutases

Srx1 - Sulforredoxina-1

SULT - Familia das sulfotransferases citosolicas
TALDO1 — Transaldolase

TCT — Transcetolase isoforma 1

Trx — Tiorredoxina

TrxR1 — Tiorredoxina redutase 1

TZD - Tiazolidinedionas

UCP — Proteinas de deacoplamento
UGD - UDP-glucose desidrogenase
UGT — UDP-glucuronosiltransferases

UV — Ultravioleta

Nota: Ao logo deste texto serdo utilizados termos técnicos de lingua inglesa que nédo
foram traduzidos, uma vez que, fazendo parte de um glossario cientifico consagrado na
literatura internacional, o seu sentido se desvirtuaria com uma traducdo virtual.
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1 Seccéo Introdutodria

1.1 Introducéo

A Diabetes € um conjunto de patologias metabodlicas de etiologia multifatorial
onde a principal alteragdo fisioldgica se caracteriza pela presenca de elevados niveis
séricos de glicose que resultam de uma interacdo complexa de fatores genéticos e
ambientais. No caso da Diabetes Mellitus Tipo 2 a hiperglicemia € resultante de uma
insuficiente producdo de insulina e/ou resisténcia celular a acdo da hormona, por parte

das células que dela dependem para o transporte intracelular de glicose.

O stress oxidativo é um fator que contribui significativamente para o
desenvolvimento fisiopatologico da Diabetes Mellitus tipo 2, ao exacerbar o estado
disfuncional que as células beta pancreaticas apresentam sob condi¢bes de
hiperglicemia cronica. Este estado oxidativo € consequéncia de um desequilibrio entre
a producdo de espécies reativas e a sua destoxificacdo por mecanismos antioxidantes,
resultando numa incapacidade de neutralizar as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS).
Estes compostos tém efeitos nefastos a nivel celular, no entanto as células eucariodticas
estdo munidas de mecanismos para dar resposta as condi¢des de stress. Uma via
importante nesta resposta celular é a via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE que, quando
ativada conduz ao aumento de concentracdes proteicas de enzimas envolvidas em
reacOes de biotransformacdo de fase I, 11 e Il e nos mecanismos antioxidantes. Assim,
a ativacdo desta via de sinalizagdo permite contrariar os efeitos nefastos dos agentes
oxidantes e outros eletrofilos, tendo-se tornado um alvo atrativo para a prevencédo e

tratamento de doencas relacionadas com o stress oxidativo.
1.2 Objetivos

A elaboragéo deste trabalho incide sobre o objetivo principal de compreender
como é que a modulacdo dos elementos da via de sinalizagéo celular Keapl-Nrf2-ARE

podera constituir uma possivel abordagem terapéuticas na Diabetes Mellitus Tipo 2.

Para tal sera feita uma descricdo da fisiopatologia subjacente a Diabetes Mellitus
Tipo 2, dos mecanismos de defesa celular contra o stress oxidativo, em especial, da via
de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE. Esta analise critica e a discussdo dos resultados

obtidos face a fundamentacdo tedrica é integrada na avaliagdo de resultados



encontrados nos estudos que avaliam o potencial terapéutico de moléculas que

influenciam o funcionamento da via de sinalizacdo celular Keapl-Nrf2-ARE.
1.3 Métodos

Esta dissertacdo compreende uma revisdo bibliografica, com base na evidéncia
cientifica disponivel. Como tal, foi realizada uma pesquisa bibliografica recorrendo a
bases de dados, nomeadamente, PubMed, PubChem, B-on, ScienceDirect,
ClinicalTrials.gov e Scholar Google, tendo por base a utilizacdo de termos como
“Keapl-Nrf2-ARE Pathway”, “Type 2 Diabetes Mellitus”, “Nrf2”, “Oxidative Stress”,
“Therapeutic Targets”, “Resveratrol”, “CDDO-Me” e “Curcumin”. Os resultados
foram limitados a documentos na lingua inglesa e portuguesa. Foram ainda consultadas
outras fontes de informacédo, mais concretamente, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), guias orientadoras de terapéutica da Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC)
e a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA).
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2 Oxidacao nos Sistemas Biologicos

2.1 Espécies Reativas de Oxigeénio

O conceito de stress oxidativo baseia-se em altera¢fes no equilibrio redox que
levam ao aumento de concentracbes de compostos oxidantes, em detrimento de
compostos e mecanismos ditos redutores. As condi¢cdes de stress oxidativo sdo assim
provocadas por desequilibrios da homeostasia redox onde concentracdes elevadas de
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e Espécies Reativas de Nitrogénio (RNS)
altamente reativas interagem com macromoléculas e provocam peroxidacdo lipidica,
oxidacdo de DNA e RNA e podem contribuir para a formacao de derivados carbonilo e
nitrosilacdo de proteinas (1-6). Quando as condi¢Bes de stress atingem patamares
severos, a sobrevivéncia celular esta dependente da sua capacidade de se adaptar ou
resistir as condi¢cdes do meio e estar apta a reparar e/ou substituir as moléculas que
sofrem danos a nivel intracelular (7). Em situacdes onde esta capacidade ndo seja
suficiente para contornar os efeitos nocivos resultantes do stress celular, a célula ativa
mecanismos que levam a morte. Diferentes tipos de células apresentam diferentes graus
expressdo dos sistemas de resisténcia as condi¢Bes de stress, no entanto fatores como o
tipo de espécies reativas produzidas, a duracdo e grau de exposicdo ao stress vao

influenciar a sobrevivéncia celular.

Dentro das ROS incluem-se espécies como o anido superéxido (O2-"), o radical
hidroxilo (OH-), éxido nitrico (NO-) e o oxigénio birradical (Oz--). Estas moléculas
podem ainda ser convertidas em peroxido de hidrogénio (H202), ozono (O3) ou
oxigénio singleto (*O2) que, ndo sendo radicais, tém consequéncias potencialmente
toxicas para a célula (8). Estes compostos sdo pequenas moléculas, altamente reativas,
contendo oxigénio e um ou mais eletrdes desemparelhados. Em certos tipos celulares,
a presenca de ROS ¢é essencial em alguns processos fisiolégicos como na resposta
proliferativa estimulada por fatores de crescimento e, nas células fagociticas,

desempenha um papel importante na resposta celular contra infegoes (9).

Este fendbmeno endogeno € continuo e assinalado como uma consequéncia
inevitavel do normal funcionamento, diferenciacdo e proliferacdo celular, sendo a
producdo de ROS essencial na resposta de células como macréfagos e neutrofilos (10).
A producdo de espeécies reativas resulta da utilizacdo de oxigénio em diversos organelos

celulares e nas vias metabdlicas de organismos aerobicos em reacdes enzimaticas como
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as catalisadas por enzimas da familia das NADPH oxidases, citocromos P450 e
lipoxigenases. Para além do peroxissoma, a mitocéndria € o principal organelo
responsavel pela producdo de ROS que consome uma grande quantidade de oxigénio
nos complexos | (NADH desidrogenase) e 1ll (NADH: ubiquinona - citocromo c
oxidorredutase) do processo da fosforilagdo oxidativa (11-13). No entanto em
condicdes de stress oxidativo, 0o DNA mitocondrial sofre danos oxidativos que resultam
na producdo de mais ROS por parte deste organelo, estabelecendo-se um ciclo de
producéo de ROS (13).

Adicionalmente destacam-se ainda fontes de ROS exdgenas na exposicao celular
a poluentes, toxinas, xenobioticos, radiacdes UV, ultrassom e gama, condi¢Ges de
hipertermia (14-19). Apesar do seu impacto néo ser tdo extensivo quando comparadas
com as fontes enddgenas, também contribuem para a manutencdo das condicGes de

stress oxidativo e exacerbacdo da producdo de ROS por fontes enddgenas.

2.2 Principais mecanismos de defesa contra o stress celular

Para contornar os efeitos nefastos da producdo natural de ROS, as células estao
munidas de sistemas capazes de dar resposta as condi¢des provocadas pelos
desequilibrios redox. Dentro desses mecanismos destacam-se as membranas celulares
que atuam como barreiras fisicas na protecdo celular contra o stress oxidativo,
dificultando que as fontes externas de ROS atuem no meio intracelular; os mecanismos
que regulam as taxas metabdlicas, onde se encaixam as proteinas de desacoplamento
(UCP-1; UCP-2 e UCP-3) que tém efeito sobre a producdo mitocondrial de ROS; a
quelacdo de metais, com efeitos indiretos na protecdo celular contra a formacdo de
ROS; familias enzimaticas atuam como catalisadores de reac6es de oxidacao-reducgéo
com efeito antioxidante direto, sendo de destacar as superdxido dismutases (SOD), a
catalase (CAT) e as peroxidases (Figura 1); agentes quelantes e scavengers de ROS
onde se enquadram moléculas como a Glutationa, o Piruvato, as vitaminas C e E,

carotenoides e flavonoides capazes de neutralizar a reatividade destas moléculas;
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mecanismos de reparacdo das moléculas afetadas pelas reacdes de oxidacao, onde se
incluem as enzimas de reparacdo do DNA (20-24).

SOD

Oﬁ'_ - H:(): — HzO +02

GPx
GSH+ H.,O0, — GSSG + H,0

Prx
TI‘X‘82 + H:(‘)E —_— Trx’(SH)z + HQO

Figura 1. Reac¢es Enzimaticas de Eliminacao de ROS catalisadas pelas principais

enzimas antioxidantes.

A vermelho — ROS; A verde — enzimas antioxidantes; SOD — superédxido dismutase; CAT —
catalase; GSH - glutationa; GSSG - glutationa oxidada; GPx — Glutationa peroxidase; Trx —
Tiorredoxina; Prx — peroxirredoxina.

Em condi¢bes de homeostasia, a célula apresenta vias de sinalizacdo que
permitem ativar os mecanismos que dispdem em resposta a producdo de ROS,
mantendo o equilibrio entre subprodutos metabdlicos toxicos e ativacdo de sistemas
antioxidantes capazes de reduzir as concentracoes intracelulares de ROS e neutralizar
os seus efeitos. A ativacdo destes sistemas enzimaticos é condicionada por vias de
sinalizacdo celular com proteinas que atuam como sensores da presenca de ROS, onde
se destaca a via Keap1-Nrf2-ARE, que esta subjacente a regulacéo de varios elementos

que integram mecanismos de resposta ao stress oxidativo.

A forte exigéncia que as elevadas concentragdes de ROS e fatores inflamatérios
exercem sobre os sistemas celulares de resposta ao stress oxidativo, leva a perda da sua
eficacia, perpetuando as condi¢des oxidativas do ambiente celular que constituem um
marco fatorial importante para o desenvolvimento de inUmeras patologias, tal como a
Diabetes Mellitus. As estratégias que tém por base a reducéo do stress oxidativo podem
ser benéficas para retardar a progressdo da Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) e

aparecimento das complicacGes associadas.

13



3 Diabetes Mellitus Tipo 2

3.1 Introducéo

A Diabetes € uma doenca metabdlica multifatorial que se caracteriza pela
hiperglicemia cronica, consequéncia de uma insuficiente secrecdo de insulina e/ou
resisténcia celular & hormona.

Em 2021, a prevaléncia global de Diabetes aponta para 10,5% dos adultos entre
0s 20 e 0s 79 anos e estima-se que, para 0 mesmo ano, um em cada dois adultos com
diabetes ndo tém conhecimento da sua patologia. Estes valores tendem a aumentar,
sendo a previsdo da prevaléncia global de Diabetes em 2030 de 11,3% e em 2045 de
12,2%, para 0 mesmo intervalo de idades da populacdo. E importante notar que esta
patologia é mais incidente em paises de rendimentos médio-elevados, com tendéncia a
um maior aumento do nimero de casos diagnosticados, gracas ao envelhecimento da
populacdo destes paises (25).

Dentro das diferentes formas de apresentacdo desta patologia, a Diabetes
Mellitus Tipo 2 representa cerca de 90% da populagdo mundial com Diabetes. Fatores
como sedentarismo, obesidade, envelhecimento e condi¢des socioeconémicas da
populacdo contribuem para o desenvolvimento deste tipo de Diabetes e perpetuam as
complicacdes associadas (25).

A disfuncéo adquirida pelas células B dos ilhéus de Langerhans no pancreas esta
na origem fisiopatoldgica da DMT2, uma vez que estas células sdo responsaveis por
armazenar e secretar insulina para a corrente sanguinea. Em condic¢Ges normais, esta
hormona atua como estimulo positivo de vias de transducdo do sinal em células que
dependem dos transportadores GLUT-4 para passagem intracelular de glicose (26).

Nas pessoas com DMT2, a hiperglicemia - resultado do efeito da resisténcia a
insulina por parte das células periféricas - desencadeia mecanismos compensatorios que
estimulam as células B a secretar insulina, numa tentativa ineficaz de normalizar os
valores séricos de glicose. Associados aos mecanismos fisiopatoldgicos de DMT2,
estdo ainda outras alteragGes a nivel do metabolismo de lipidos, proteinas e da propria
glicose, que quando ndo sdo devidamente monitorizados e controlados podem dar
origem a complicacfes vasculares com impacto em varios tecidos (26).

Estes dados permitem compreender o impacto da DMT2 na populacdo global e

a importancia do diagnostico precoce, tratamento ndo-farmacologico e
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desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes no controlo da DMT2 e

prevencdo do desenvolvimento de complicacdes.
3.2 Realidade terapéutica da Diabetes Mellitus Tipo 2

No que diz respeito a gestdo do doente com DMT2, as abordagens nao
farmacoldgicas sdo apresentadas como primeiro passo e assentam em alteragdes do
estilo de vida ao nivel da dieta, pratica de exercicio fisico, controlo do peso, eliminagado
de habitos como o tabagismo e monitorizacdo adequada dos valores alvo - glicémia e
hemoglobina glicada (HbALc) (27). A abordagem terapéutica na DMT2 tende a ser
cada vez mais centrada no doente e individualmente adequada as suas condicdes de
salde e socioeconomicas, tendo em consideracdo fatores como comorbidades, risco
cardiovascular, historico da doenca, identificacdo de complicacdes, efeitos adversos

associados a medicacdo, custos e sistemas de apoio a que o doente tenha acesso (28).

As moléculas com efeito farmacoterapéutico atualmente utilizadas na gestéo do
doente com DMT2 tém como objetivo a regulacdo dos valores séricos de glicose e

dividem-se em cinco grupos principais, caracterizados na tabela 1.

De acordo com as diretrizes europeias de cardiologia “2019 Guidelines on
Diabetes, Pre-Diabetes and Cardiovascular Diseases” o algoritmo que esquematiza a
escalada terapéutica sugere a Metformina em monoterapia como primeira abordagem
nos doentes com DMT2 em que este fArmaco ndo seja contraindicado e a avaliacdo do
risco cardiovascular ndo seja elevado a muito elevado, nem se verifique doencas
cardiovasculares concomitantes. Caso os valores de HbAlc se mantenham acima do
objetivo ap0s 3 meses de monoterapia, deve ser adicionado um segundo antidiabético
oral, tal como os inibidores da dipeptil peptidase-4 (DPP-4); os agonistas dos recetores
glucagon-like peptide 1 (GLP-1); os inibidores dos co-transportadores sédio-glicose 2
(SGLT2), sendo importante avaliar a taxa de filtragdo glomerular antes da instituicdo
desta classe terapéutica; ou Tiazolidinedionas (TZDs), tendo em conta a avaliacdo
risco-beneficio do doente (27).

Nas situagOes em que a metformina seja contraindicada ou nos casos em que a
avaliacédo do risco cardiovascular seja determinada como elevada ou muito elevada, a
abordagem farmacolodgica pode passar por inibidores SGLT2 ou antagonistas do recetor
GLP-1 em monoterapia. A associa¢cdo com Metformina pode ser implementada caso o

doente ja tenha iniciado terapéutica com este farmaco. Se na reavaliacdo dos valores de
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HbAlc ap6s 3 meses de implementacdo desta linha terapéutica, os valores alvo ndo

forem atingidos, deve ser considerada a introducdo da classe terapéutica que ainda nao

tenha sido adotada (Metformina, antagonistas do recetor GLP-1 ou inibidores SGLT2).

Estdo comercializadas formas farmacéuticas com associa¢des de farmacos compativeis

numa mesma apresentacdo, de forma a facilitar a terapéutica combinada (27,28).

Tabela 1. Caracteristicas dos Antidiabéticos Autorizados e Comercializados em

Portugal.
Classe Terapéutica Substancia Mecanismo de Vantagens Desvantagens
Ativa Acdo
Sulfonilureias | Glimepirida Aumento da [ Efeito anti- | Perda de
Glibenclamida | secrecéo de | hiperglicemiante sensibilidade
Gliclazida insulina a nivel | consideravel dos recetores
- das células beta | Diminuicdo de | Efeitos
% pancreaticas. HbAlc em 1-2% adversos
2 Pouco dispendioso | cardiovascular
‘© es
b Risco de coma
> hipoglicémico
>
g Meglitinidas | Nateglinida Reducdo de HbAlc | Hipoglicémia
D em 1% Contraindicado
@ Acdo Hipoglice-  [em casos de
miante pds-prandial | doenca
hepéatica e/ou
renal
Inibidores da | Alogliptina Inibicdo da [ Sem efeito | Ajuste em caso
DPP-4 Linagliptina degradacéo hipoglicemiante de insuficiéncia
Saxagliptina enzimatica da | Reducéo de HbAlc | renal
Sitagliptina GLP-1. em 0,4-1% Associados  a
Vildagliptina Potencial de | risco de
recuperagao das | infecGes
células beta Custos
3 elevados
=
S Anélogos do | Dulaglutido Aumentar a acdo | Diminuicdo de | Medicacdo
< GLP-1 Semaglutido do GLP-1 que |fatores de risco | injetavel
Teduglutido estimula a sintese | cardiovascular Efeitos
Liraglutido a secrecdo de | Sem efeito | adversos
insulina e reduz a [ hipoglicemiante transitorios
Agonistas dos | Exenatido secreco de gastrointestinai
recetores glucagon e S
GLP-1 esvaziamento
gastrico.
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Biguanidas | Metformina Reducéo da | Abordagem Contraindicada
producdo hepética [ independente  de [ em doenca
de glicose | células beta renal,

< (AMPK) Sem efeito | alcoolismo,
£ hipoglicemiante doenca
3 hepatica
£
3 TZDs Pioglitazona Acdo  agonistas | Sem  risco  de | Dependentes
D seletiva dos | hipoglicémia da presenca de
3 recetores PPAR-y | Durabilidade insulina  para
G e PPAR-a | Diminuicdo  dos | exercer
E responsavel pela | niveis de | Aumento do
D diminuicao da | triglicerideos e do | peso
. resisténcia a | risco cardiovascular | Efeitos
insulina adversos
relacionados
com edema e
fraturas 0sseas
g Inibidores | Canagliflozina | Inibicdo do | Diminuig&o do peso | Risco de
S= SGLT2 Empagliflozina | SGLT2 no tubo | corporal e  da | hipotensao,
sy Dapagliflozina | proximal do | pressdo arterial cetoacidose e
SeS Ertugliflozina | nefrénio,  com |Sem  risco  de | infecdes
S 8o aumento da [ hipoglicemia urinarias
=3 glicosuria Custos
= elevados
Inibidores das | Acarbose Atenua o pico | Sem efeito [ Ndo indicado
a- glicémico  p0s- | hipoglicemiante em caso de
'33 glucosidases prandial ao reduzir | sem acéo sistémica | insuficiéncia
s 8 a absorcao renal
é% gastrointestinal de ou patologia
s 3 glicose através da intestinal
2T inibicdo das  a-
Sz glucosidase
5 2 intestinais
= S

De reiterar que a abordagem terapéutica na DMT2 deve ser corretamente ajustada

a medida que a doenca progride e a perda de fungdo das células beta se intensifica.

3.3 Mecanismo fisiopatoldgico e Stress Oxidativo

Os valores cronicos de hiperglicémia que caracterizam a DMT2 produzem

condicdes de stress oxidativo nas células p pancreaticas. Estas células apresentam

deficit enzimatico no que respeita aos sistemas de defesa contra o stress oxidativo.
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Ainda que as enzimas SOD estejam presentes, as concentracdes de glutationa
peroxidase e de catalase sdo extremamente reduzidas nos ilhéus pancreaticos, fazendo
com que sejam particularmente vulnerdveis aos efeitos nocivos de ROS,

comparativamente a outros tecidos (29,30).

Acrescentando a suscetibilidade das células B, o stress oxidativo que € induzido
pela hiperglicémia leva & diminuicéo da atividade dos sistemas de respostas ao stress
oxidativo com diminuicdo da atividade de varios fatores - SOD, HO-1, PON1, GSH,
GR e GPx e simultaneamente, a um aumento da producdo de radicais livres. Os
mecanismos bioquimicos que estdo envolvidos na oxidacdo da glucose em condicoes
de hiperglicémia incluem passos de auto-oxidacao que contribuem para o0 aumento das
concentracdes de ROS (31). Estes compostos atuam na oxidacéo de lipidos, proteinas e

DNA, sendo fator adicional no desencadeamento da disfuncao das células f.

Adicionalmente, os desequilibrios redox sdo responsaveis por ativar vias de
sinalizacdo celular que estdo relacionadas com mecanismos de resisténcia a insulina e
a diminuicdo da secrecdo desta hormona, contribuindo ativamente para a progressao da
doenca.

O stress oxidativo induzido pelas condigdes de hiperglicemia ativa quatro
mecanismos moleculares distintos que sdo o0s principais contribuintes no
desenvolvimento de complicacdes relacionadas com a DMT2: a via dos polidis; a
formagéo de Produtos Avancados de Glicacdo (AGE); a via das hexosaminas; via da
Proteina Cinase C (PKC) (32,33). Estas vias sao responsaveis por aumentar a producao
de ROS e ativar vias celulares pro-inflamatérias onde se inclui o NF-kB.
Consequentemente, a disfuncdo celular e as condigOes de stress oxidativo a par com 0s
estimulos da resisténcia a insulina, sdo fatores que contribuem para a indugdo de
apoptose e aumento de expressdo de citocinas pro inflamatorias, moléculas de adesao,
fatores de coagulacédo e diminuicdo das concentracBes de 6xido nitrico (NO), nédo so
nas células B do péncreas, como em celulas renais, endoteliais, cardiomidcitos e
neuronios (34,35).

Assim, quando os valores séricos de glicose ndo sdo devidamente controlados,
a longo prazo, provocam danos micro e macrovasculares que sdo das causas mais
importantes das alteracfes progressivas que originam aumento do risco cardiovascular,

retinopatias, nefropatias e neuropatias; favorecem o aparecimento de infe¢des; limitam
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a cicatrizacdo de feridas e podem conduzir a amputacbes das extremidades

gangrenadas, nomeadamente dos membros inferiores.
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4 Via Keapl-Nrf2-ARE

4.1 Introducao

A producéo de ROS é inerente ao normal funcionamento da célula, mas por estar
associada a consequéncias deletérias, levaram a célula eucari6tica a desenvolver
mecanismos de controlo das concentracdes destes compostos, bem como toxinas e
xenobioticos.

A via de sinalizagdo celular Keapl-Nrf2-ARE constitui um dos sensores
principais de alteracfes eletrofilicas e do estado de oxidacdo do meio celular,
permitindo a célula eucariotica usufruir de mecanismos que contrariam os efeitos
nocivos de compostos eletrofilos, Xenobioticos e ROS.

Enquanto fator de transcricao, o Nrf2 atua como sensor de desequilibrios redox
ao promover a expressdo de genes relacionados com a defesa das células eucaridticas
contra o stress oxidativo (Tabela 2), um dos fatores significativos na fisiopatologia de
inimeras doencas metabdlicas, como a Diabetes Mellitus tipo 2.

A primeira identificacdo dos componentes desta via data a 1994, (36) com o
isolamento da proteina Nrf2, atualmente considerada uma peca chave na modulagdo
dos processos de defesa celular contra o stress oxidativo. Em 1999, (37) € identificada
a Keapl, proteina responsavel por regular a atividade do fator de transcricdo Nrf2 e,
mais tarde ,(38) demonstrada a sua capacidade de atuar como sensor dos desequilibrios
redox pela interacdo entre os grupos tiol dos residuos de cisteina a Keapl e moléculas

indutoras de stress oxidativo.
4.2 Funcéo de Keapl

A acdo da proteina Keapl, € atualmente reconhecida como a principal forma de
regulacdo da ativagdo do fator de transcricdo Nrf2. A Keapl é constituida por oito

dominios funcionais tal como se mostra na figura 2.

Cys 151 Cys 226 Cys 273 Cys 288 Cys 613 Cys 622

= NTR B1B IVR EE— Keleh (Dominio DGR) CIR =

L _
~ s

V
Interagio com CUL3 Interagio com Nri2

Figura 2. Dominios funcionais da proteina Keapl.
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O dominio BTB apresenta-se como local de homodimerizacéo e a ligacdo a Cullin 3 de
modo a facilitar a degradagao proteossomal do Nrf2. O IVR contém residuos de cisteina
necessarios as alteracdes conformacionais em resposta ao stress oxidativo, no entanto
estes residuos sensores das alterac6es do equilibrio redox ndo estédo restritos no dominio
IVR. Os dominios DGR 1-6 (dominio Kelch) ligam-se a F-actina e ao Nrf2, para
sequestrar o Nrf2 no citosol em condicfes basais. A ligacdo entre as Ultimas proteinas
é estabelecida na proporcdo estequiométrica de 2:1 onde duas moléculas de Keapl
interagem com os sitios de ligagdo ETGE e DLG do dominio Neh2 do Nrf2.

NTR — Porcdo Terminal NH3+; BTB - broad/tramtrack/bric-a-brac; CUL 3 — Cullin 3; IVR -
intervinient region; DGR — double glycine repeat; Cys151 — sensor de radicais de oxigénio;
Cys273/Cys288 — sensores de stress celular; Cys 226/Cys613/Cys662 — sensores de H202;
CTR — Porcéo terminal COO.

Em condi¢Ges normais, verifica-se a ligacdo do complexo Keapl-Nrf2; a Keapl
atua como repressora da acdo do Nrf2. A ligacdo entre estas duas proteinas permite a
apresentacdo da Nrf2 para ubiquitinagdo, uma vez que Keapl funciona como adaptador
do complexo CRL3, o complexo enzimético E3 ligase, constituida por Cullin 3 (CUL3)
e RING-box protein 1 (Rbx1). Este processo permite a continua ubiquitinacdo dos
residuos de lisina do dominio Neh2 do Nrf2 e subsequente degradacédo proteossomal do
fator de transcricdo. Uma vez que o tempo de semivida do Nrf2 € de aproximadamente
10-30 minutos, a taxa de renovacdo do fator de transcricdo mediada pela Keapl é
elevada e mantem os niveis basais de Nrf2 baixos (39).

Em condicdes de stress oxidativo, a proteina Keapl atua como sensor das
alteracdes do ambiente redox intracelular, através dos seus residuos de cisteina e
residuos basicos dos aminoacidos que os rodeiam. A presenca de especies oxidativas e
eletrofilicas exerce alteracbes conformacionais sobre a Keapl, através de reacOes de
oxidacdo dos residuos de cisteina desta proteina, capazes de induzir a disrup¢do do
complexo Keapl-Nrf2 (38). Esta disrupc¢édo atua como ativador da via de sinalizagéo,
ao promover a acdo nuclear do Nrf2 enquanto fator de transcricdo dos genes

citoprotetores.

4.3 Funcéo de Nrf2

Dentro da via de sinalizacdo em que se insere, 0 Nrf2 atua como o elemento-
chave para a modulacdo da expressdo genética de um grande leque de proteinas
envolvidas em diferentes processos de controlo do equilibrio redox e homeostasia
celular. Uma vez que a sua ativacgdo esta indiretamente condicionada pela presenca de

agentes oxidantes no citosol, este fator de transcricdo torna-se um excelente candidato

21



enguanto alvo de modulacéo terapéutica em patologias que detém na sua base fatores
como o stress oxidativo e a inflamacéo.

Do ponto de vista molecular, o Nrf2 (codificado pelo gene NFE2L2) é uma
proteina de aproximadamente 95-110 kilodalton (kDa) (40) com 7 dominios funcionais
denominados Nrf2-ECH homology domains (Neh) que pertence a subfamilia
Cap’n’collar (CNC) dos fatores de transcricdo com um dominio basico leucine zipper
(bZIP). Cada um dos sete dominios desempenha func¢des distintas (Figura 3) (41). No
dominio Nehl situa-se a regido CNC bZIP que caracteriza a proteina e desempenha
funcdes de ligacio ao DNA. E também neste dominio que ocorre a heterodimerizagéo
do Nrf2 com proteinas sMaf, permitindo a transativacdo do fator de transcricéo (41).

O dominio Neh2 age como o dominio de regulacéo negativa da atividade redox,
por abranger dois motivos, ETGE e DLG, indispensaveis na ligagdo do complexo
Keapl-Nrf2 (37).

Os dominios Neh3, Neh4 e Neh5 atuam em complemento entre si, atuando
como dominios de transativacdo dos genes alvo do Nrf2. O dominio Neh6 aloja dois
motivos, DSGIS e DSAPGS que reconhecem e estabelecem ligacdo com o adaptador
da E3 ligase, B-TrCP, envolvido numa via de degradacdo proteossomal do Nrf2
alternativa e independente da Keap1l.

O dominio Neh7 esta envolvido na represséo da atividade transcricional do Nrf2
através da ligacdo que estabelece com o recetor RXRa, proteina responsavel pela

supressdo da via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE (42).

Dominio de ligagdo ao

Estabilidade do Dominios de Dominios de ligagio Estabilidade do s Dominio de
DNA; dimenzacio . -
Nri2 Iransativagio a0 RXRa Nri2 . e lransativacdo
com proteinas sMaf
: Nehl
= NTR Neh2 —— Neh4 — Neh5 — Neh7 = Neh6 = — Neh3 CTR —
CNC-bZIP
1 1 1
Motivo Motivo Motive  Motivo
. DLG ETGE |

. DSGIS DSAPGS |
. S N . S
N \

Locais de ligagio a Tocais de ligagio a
proteina Keapl proteina (-TrCP1

Figura 3. Dominios funcionais da proteina Nrf2.

NTR — Porcéo Terminal NH3+; Dominios Neh — dominios Nrf2 com homologia ECH; Neh2 —
dominio de ligacdo a Keapl; Motivo DLG (peptido de quinze aminoécidos do Neh2) — motivo
de reconhecimento da proteina Keapl com baixa afinidade; Motivo ETGE (hairpin
filogeneticamente conservado localizado no C-terminal do Neh2) — motivo de reconhecimento
da proteina Keapl com elevada afinidade; Neh3, Neh4, Neh5 — dominios de transativacéo,
responsavel por estabelecer ligacGes com outros da maquinaria de transcricdo genética; Neh7
—dominio de ligacdo a proteina RxRa, que atua como inibidor da a¢do do Nrf2; Neh6 —dominio
de ligagdo ao adaptador B-transducina da E3 ligase; Motivos DSGIS (dependente da
fosforilacdo pelo GSK-3) e DSAPGS (independente da fosforilagéo pelo GSK-3) — motivos de
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reconhecimento da proteina B-TrCP; Nehl — motivo CNC (bZIP) basico leucine zipper da
familia cap’n’collar que participa na formacdo de heterodimeros Nrf2-Maf e onde é feita a
ligacdo Nrf2-DNA pelo ARE; CTR - Porcéo terminal COO-.

Enquanto fator de transcricdo, o Nrf2 encontra-se no centro de uma complexa rede
de regulacdo de resposta ao stress celular, onde véarios fatores determinam a atividade

desta proteina.
4.4 Elemento de Resposta Antioxidante

O Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) consiste numa sequéncia
reguladora cis-acting de DNA que se encontra na regido promotora de mais de 250
genes que estdo envolvidos na expressao de proteinas envolvidas nos processos de
resposta antioxidante, destoxificacdo e biotransformacéo, regeneracdo de NADPH e
regulacdo do metabolismo. Desta forma designam-se por genes ARE, aqueles que

comportam uma sequéncia de regulacdo ARE na sua regido promotora (41).

A afinidade entre fator de transcricdo Nrf2 e o ARE estd dependente da
dimerizacdo do Nrf2 com proteinas sMaf (43). A ligacdo do Nrf2-sMaf na regido
promotora dos genes ARE permite de forma direta, a regulacdo da expressao de varias
enzimas envolvidas nos processos de biotransformacéo e transporte de xenobiéticos,

biossintese de glutationa e regeneracdo de NADPH a partir de NADP* (Tabela 2).

Complementarmente, estdo estudadas forma indireta de modulacdo dos genes
ARE, através da ativacdo de fatores de transcri¢do regulados pelo Nrf2 como Notchil,
MafG, C/EBP, RXRa ou por mecanismos de crosstalk com outras vias de sinalizagéo
como NF-kB, p53, PI3BK/AKT e mTOR (44).

Tabela 2. Proteinas cuja expressao € regulada pelo Nrf2.

Funcéo Bioquimica Proteinas Associadas (abreviatura) Referéncia
Biotransformagdo de Xenobioticos | AKR1B1/8/10; AKR1C1/2/3; ALDH3A1/2;| (45-47)
- Fase | CBR1/3; EPHX1; PTGR1; NQOL.

Biotransformacdo de Xenobioticos | MGST1/2; SULT1Al1; UGT1Al; UGTL1AG6; | (45,47,48)
- Fase 1l UGT2B7/34.
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Biotransformacéo de Xenobioticos | ABCB6; ABCC2/3. (49,50)
- Fase 11l

Sistema antioxidante baseado na | GCL; VYGT1; GLrx; GLS; GPx2; GR1; (47)
GSH SLC7A11.

Sistema antioxidante baseado na | Prx 1/6; Srx1; Trx1; TrxR1. (51)
TXN

Regeneracdo de NADPH e | G6PD; MEL; PGD; TALDOL; TCT; UGD. (52,53)
metabolismo da glucose

Metabolismo do Ferro e Heme BIvrA; BlvrB; FECH; Ft; HO-1. (45,46)
Transcri¢do genética MafG; PPARY; PPARYCI1p; RXRa. (53)

Na presencga de eletrofilos e xenobi6ticos, sdo estabelecidas condigdes de stress
oxidativo a nivel celular. Nestas condi¢des, 0s xenobidticos sdo transportados para o
interior da célula e podem ser diretamente efluidos através de (bombas de efluxo MDR
(multidrug-resistance pump) ou ser submetidos a processos de oxidacdo, reducdo e
hidrolise, por agdo das isoenzimas do citocromo P450. Alguns xenobidticos, como
Quinonas e Hidroguinonas podem ser submetidos a processos redox resultando na
producdo de produtos secundarios como espécies reativas de oxigénio. No entanto, a
aldo-ceto redutase e a NAD(P)H:quinona oxidoredutase-1 (NQO1) atuam no ciclo de
oxidacgéo-reducéo das quinonas, atraves da reducdo destas moléculas, numa reagédo que
faz uso de NADH/NADPH. Por sua vez, a producdo de NADPH é consequéncia da
acdo enzimatica de glucose-6-fosfato desidrogenases (G6PD), isocitrato desidrogenase

e enzima mélica (54-58).

A formacéo de epoxidos é resultante de processos metabolicos. Estes produtos
posteriormente hidratados, com recurso a epéoxido hidrolase (EPHX1), e conjugados
com &cido glucordnico, catalisado pela UDP-glucuronosiltransferase (UGT), antes de
serem exportadas do citosol através de proteinas de transporte MRP (multidrug-

resistance-associated protein) (59,60). Alternativamente, os epdxidos podem também
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ser conjugados com GSH, pela acdo das isoenzimas GST, antes de serem enviados para

fora da célula.

O GSH é formado através do processo de conjugacao sequencial de glutamato e
residuos cisteina, catalisado pela Glutamato-cisteina ligase (GCL), e posteriormente
conjugado. O GSH também é necessario para a reducdo de H20, — processo catalisado
pela GPx e Prx (Figura 1). Esta reacdo de reducdo resulta na producdo de glutationa
oxidada (GSSG), que pode ser utilizado pela célula para formacdo de novo de GSH
através da acdo da glutationa redutase (GR) através de reac6es dependentes do NADPH
ou eliminado do citosol através das MRPs. O sistema de antiporte X permite o
transporte do aminoacido cisteina na sua forma oxidada — cistina — para o interior da
célula, e o transporte de glutamato para o meio extracelular. J& no citosol a cistina é
reduzida a cisteina pela presenca de NADPH e a enzima tiorredoxina redutase (TrxR)
(61).

4.5 Indutores da via

Para além dos estimulos que interrompem a sinalizag¢do ubiquitaria da Nrf2 para
protedlise por interacdo com a Keapl descritos em 4.2., uma forma de promover a
ativacdo da transcricdo dos genes controlada pela Nrf2 é através da ativacdo da
transcricdo do mRNA que codifica para esta proteina reguladora.

O NF-kB atua como fator de transcricdo, na medida em que a sua ligacdo ao

promotor do gene NFE2L2 permite induzir a expressdo de Nrf2 nas células.

Em contextos de stress oxidativo no citosol, a presenca de ROS, RNS e outros
eletrofilos provocam alteragcdes conformacionais na Keaplque impedem a sua ligacéo
ao IKK-B, ativando-0. O IKK-f agora ativado, fosforila o IkB-a que em condigdes
normais se encontra ligado ao NF-kB impedindo a sua translocacgdo nuclear. Este passo
de fosforilagdo do IkB-a tem como consequéncia a quebra da sua ligacdo ao NF-kB e
conduz, por um lado, a degradagéo do IkB-a e, por outro liberta 0 NF-kB que, na sua
forma livre é ativo e translocado para o nucleo, onde atua como fator de transcricéo,
regulando a expressdo de varios genes, nomeadamente NFE2L2. E através deste

mecanismo que a presenca de NF-kB regula a transcricao e sintese de Nrf2 (62,63).

E de notar que a transcricdo controlada pela Nrf2 ocorre com base em varias
condicdes celulares que permitem a ativacao da via onde este fator de transcri¢ao se

insere. No entanto, estdo também descritos mecanismos de regulacdo da via que
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permitem controlar a resposta ao stress oxidativo associada a ativacdo da via Keapl-
Nrf2-ARE.

Um dos mecanismos de regulacdo prende-se com a disponibilidade dos fatores
de coativacdo da transcricdo regulada pela Nrf2, nomeadamente através da acdo da
histona acetiltransferase (HAT) CBP/p300. Esta proteina acetila histonas H3 e H4,
permitindo a modificacdo estrutural da cromatina, de heterocromatina para eucromatina
e assim facilitar a ligacéo de fatores de transcri¢ao a promotores e enhancers nas regides
menos condensadas da cromatina, regulando transcricdo genética das ceélulas
eucaridticas em diferentes situacdes. A atividade da CBP/p300 aumenta a atividade
transcricional dos fatores de transcricdo NF-kB e Nrf2. Como o NF-kB também
depende desta coativagdo para atuar, em situacfes de sobrepressdo de NF-kB na célula,
verifica-se uma relacdo de competitiva entre NF-kB e Nrf2, com consequente

diminuicdo da transcri¢do de Nrf2 (64).

Noutra perspetiva de regulacdo da acdo desta via, é importante destacar que, ao
estabelecer ligacdo com ARE, o fator de transcricdo Nrf2 tem ainda de formar
heterodimeros com as pequenas proteinas SMAF (K, G e F) para poder interagir com o
enhancer. No entanto, NF-kB também é capaz de interagir com as proteinas SMAF,
agindo de forma competitiva com o Nrf2, impedindo que estas se dimerizem com o
Nrf2 (63).

E possivel verificar que, apesar de depender da concentracio de NF-kB no ntcleo,
para que possa agir como promotor da sua transcricdo, o papel do Nrf2 é regulado pelo
NF-kB. Estes mecanismos permitem o equilibrio das concentrac6es de Nrf2 no citosol

e no nucleo.
4.6 Mecanismo de regulacdo da via Keapl-Nrf2-ARE

A regulagdo da atividade do fator de transcrigdo Nrf2 é complexa e multifatorial,
podendo ser executada a nivel transcricional e pos-transcricional, através de regulacéo
da estabilidade de proteinas, modificacbes poés-traducdo, na disponibilidade de

proteinas com as quais o Nrf2 dimeriza e, dependendo da sua localizagdo sub-celular.

1. Regulacéo do Nrf2 associada a Transcrigéo
O fator de transcricdo Nrf2 codificado pelo gene NFE2L2, € regulado por um

conjunto de fatores distintos.
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O promotor do gene NFE2L2 contém um Elemento de Resposta Xenobidtica, pelo
que xenobidticos sdo um gatilho para a ativacdo da transcricdo do Nrf2, da mesma
forma que o stress oxidativo € um gatilho para a ativacdo da transcricdo de proteinas
envolvidas em processos redox. Adicionalmente, o promotor deste gene também
contém um local de ligacdo ao NF-kB, sendo esta ligacdo um estimulo de transativacéao
genética. Outros estimulos que regulam a ativacdo da transcricdo do gene NFE2L2 sdo
0s mecanismos de crosstalk de vias de sinalizagdo como os oncogenes Kras e B-Raf,
Myc, a via da 3- fosfatidilinositol/proteina cinase B (PI3K/Akt) e a via Notch
(57,65,66).

O promotor do gene NFE2L2 contém também um elemento de resposta ARE, o0 que
aponta para um mecanismo de feedback positivo de amplificagdo da resposta do Nrf2
por autorregulacdo da sua transcrigéo.

2. Regulacéo poés-transcricéo

Regulacdo do Nrf2 na fase de pds-transcri¢cdo ocorre com recurso a dois grandes
fatores: os micro-RNAs e o processo de splicing.

Os micro-RNAs sdo RNA nado-codificantes responsaveis por regular a expresséo de
genes. A ligacdo destas curtas sequéncias nucleotidicas de cadeia Unica ao RNA
mensageiro (MRNA) impede a progressdo da sua traducdo ou sinalizam a degradacéo
do mRNA. No caso do Nrf2, a expressdo mais elevada de miR-144 foi associada a
reducdo dos niveis de Nrf2 a nivel celular, juntamente com uma menor tolerancia
celular a condicgdes de stress oxidativo e disrup¢des no metabolismo do ferro e do grupo
Heme que se conjetura estar relacionado com o aparecimento de anemias (67).

No processo de splicing alternativo durante a expressdo do gene NFE2L2, pode
ocorrer falhas na remocéo de alguns exdes (68), produzindo isoformas do fator de
transcricdo Nrf2 que apresentam alteracGes estruturais que condicionam a formacéo do
complexo Keapl-Nrf2. Desta forma, é possivel relacionar a efetividade deste passo do
processamento do pré-RNA com uma variacdo na estabilidade e ativacdo da via de
sinalizacdo onde o Nrf2 se integra.

3. Regulacéo da estabilidade proteica do Nrf2

A estabilidade da proteina Nrf2 esta dependente da interacdo com Keapl que a

sinaliza para degradacao proteossomal; mutacdes que afetem os dominios de ligacéo

entre as duas proteinas resultam na acumulacdo de Nrf2. A inducédo de mutacGes e/ou
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delecdo do gene que codifica a sintese da Keapl e, como consequéncia, concentracdes
reduzidas desta proteina no citosol levam uma maior acumulacéo de Nrf2 (44).

Existem ainda outras proteinas que afetam a interacdo Keap1-Nrf2, como o partner
and localizer do Brca2 (PALB2), phosphoglycerate mutase 5 (PGAMS5), dipeptidyl-
peptidase 3 (DPP3) ou 0 sequestosoma p62 (proteina de ligacéo a ubiquitina na via de
degradacdo proteossomal); esta proteina tem semelhangas estruturais com o motivo
ETGE do Nrf2 por isso compete para a ligacdo ao Keapl; para além disso, o p62 é uma
das proteinas quais a transcricdo estd dependente do fator de transcricdo Nrf2. A
proteina p21 € induzida pelo p53, em resposta ao stress oxidativo e compete com 0
Keap1l pela ligacdo ao Nrf2, comprometendo a sinalizacao de ubiquitinagdo. O BRCA1
induz a estabilidade do Nrf2 (69-71).

A proteina cinase C participa na via de transducédo de sinal do Nrf2 e é responsavel
por fosforilar o residuo de serina40 do dominio Neh2 do Nrf2, resultando na quebra da
ligacdo Keapl-Nrf2, sendo assim capaz de promover a ativacao do fator de transcricao
em condigdes de stress oxidativo (72).

Para além da acdo de regulacdo negativa sobre o papel do Nrf2 que a Keapl
desempenha, também é importante destacar o papel do B-TrCP. Esta proteina liga-se ao
Nrf2 através da interacdo com os motivos DSGIS e DSAPGS do dominio Neh6 do Nrf2
(73). Esta ligagdo promove a fosforilagio do Nrf2 mediada pelo GSK-3p. A semelhanca
do Keapl, o B-TrCP desempenha funcéo de adaptador na ligagdo do Nrf2 ao complexo
Cullinl (umaenzima E3 ligase) (74). Existe ainda outra E3 ligase, a E3 ubiquitina ligase
Synoviolin/Hrd1 que interage com os dominios Neh4 e Neh5 do Nrf2 e sinaliza o fator
de transcricdo para o processo de ubiquitinagdo (75). Estas 3 vias de degradacéo

proteossomal do Nrf2 sdo independentes umas das outras.

4. Mecanismos de transativacdo dos genes ARE: Proteinas sMaf; co-ativadores;
competidores e maquinaria genética
A disponibilidade dos restantes elementos da maquinaria de transcricdo genética,
também afeta a ativacdo da via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE, de forma indireta. As
proteinas sMaf sdo proteinas da familia dos fatores de transcri¢do bZIP. Estas proteinas
precisam obrigatoriamente de dimerizar com o Nrf2 para poder atuar. A atividade

transcricional do Nrf2 esta, desta forma, intimamente ligada as proteinas sMaf (44).
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5 Avia Keapl-Nrf2-ARE como alvo terapéutico

5.1 Via Keapl-Nrf2-ARE e Diabetes Mellitus Tipo 2

A expressao genética e a sua regulagdo afetam o funcionamento celular nas mais
diversas vertentes. Desregulacdes estruturais e/ou de funcionamento da maquinaria de
transcricdo genética impactam uma vasta rede de vias e mecanismos responsaveis pela
defesa celular como resposta ao stress, estando intimamente relacionadas com o
desenvolvimento de muitas patologias, como na DMT2 onde a componente genética

tem um grande peso na sua etiologia.

Na base dos principios fisiopatoldgicos da DMT?2 esté a resisténcia periférica a
acdo da insulina e consequente atrofia e disfungdo das células beta, que culminam no
aumento da concentracdo de fatores inflamatérios e producdo de ROS a nivel
mitocondrial nas células do pancreas (76). Como referido anteriormente, as células beta
apresentam uma expressdo reduzida de enzimas envolvidas na manutencdo da
homeostasia redox. Efetivamente, estudos que utilizam modelos experimentais da
doenca, relatam uma diminui¢do dos danos oxidativos e recuperacdo de funcdo das
células beta quando estas células sdo submetidas a tratamento com agentes
antioxidantes (77,78).

Ao reconhecer a importancia do papel antioxidante na manutencdo da secrecédo
de insulina e utilizacdo de glicose nos tecidos insulinodependentes, podera ser possivel
posicionar a via Keapl-Nrf2-ARE enquanto elo de ligacao entre estes fatores. Desde
2007 que o papel do Nrf2 na DMT?2 e nas complicagdes associadas a tal patologia tem

sido estudado em modelos in vitro e in vivo.

O impacto da diminuicdo de Nrf2 em condicdes hiperglicemicas foi primeiro
demonstrado num estudo com ratinhos Nrf2-knockout onde foi estabelecida uma
correlagdo entre o aparecimento de lesdo renal nestes animais e manutengdo de
condigdes de stress oxidativo perpetuadas pela falha na ativacéo da via de sinalizacéo
Keapl-Nrf2-ARE, apontando para um papel protetor do Nrf2 contra a disfuncéo celular
e progressao de complicacdes associadas a DMT2 (79). Estudos in vitro com modelos
celulares demonstram uma maior ativacdo da via de sinalizagéo celular Keapl-Nrf2-

ARE, quando expostas a elevadas concentracfes de glicose de forma aguda, sendo que
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0 mesmo resultado ndo se verificou quando as condicGes de exposicdo foram
prolongadas, indicando que a ativacdo do Nrf2 podera estar dependente da regulagéo

da homeostasia da glicose (80,81).

A inducédo de mutagOes que provocam a disrupgdo do gene que codifica para a
proteina Keapl (Keap1"°¥), desencadeiam a inducéo da disponibilidade e ativacéo do
Nrf2, bem como diminuicdo dos valores de glicose no plasma de modelos db/db de
murganhos obesos e diabéticos. Esta relacdo entre a disponibilidade do Nrf2 e dos
valores de glicémia é estabelecida através do efeito de repressdo direta e indireta de via
de gliconeogénese (82,83). Adicionalmente, a potenciacdo da atividade do Nrf2 em
ratinhos Keapl-knockout aumenta a fosforilacdo da proteina cinase 5° AMP-ativada
(AMPK) presente nos hepatocitos e a via de transdugdo da insulina no tecido muscular
esquelético, contribuindo para a regulacdo da homeostasia da glucose (84).

Por outro lado, o Nrf2 aparenta estar em menores concentracdes em células
mononucleares quando sdo estabelecidas condi¢bes de estados pré-diabéticos e em
doentes diabéticos (85). Num estudo caso-controlo com voluntarios, registou-se uma
diferenga significativa entre doentes DMT2 com e sem complicagdes, relacionada com
a detecdo de quarto polimorfismos de nucledtido Unico (SNP) distintos no gene
NFE2L2 e o desenvolvimento de neuropatia, nefropatia, retinopatia, Ulceras nos pés e

microangiopatias (86).

Estes resultados permitem reconhecer o papel do Nrf2 na regulacéo dos valores
séricos e metabolismo da glucose; diminuicdo da resisténcia a insulina e acumulagéao
de gorduras; aumento da protecdo celular contra os fatores pro-inflamatorios e de stress

oxidativo causados pela hiperglicemia cronica que caracteriza a DMT2.

5.2 Perspetivas futuras no desenvolvimento de moléculas com
atividade terapéutica

Atualmente, é possivel posicionar a regulacdo da via de sinalizacéo celular Keapl-

Nrf2-ARE como um alvo farmacoldgico interessante na prevencdo e tratamento da

Diabetes, contribuindo para retardar o aparecimento de complicacGes e controlo do

risco cardiovascular dos doentes.

Foram ja descritos compostos capazes de interagir com os diferentes componentes
da via de sinalizagdo celular Keap1-Nrf2-ARE e ter uma regulacéo positiva sobre estes
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alvos, sendo alguns destes compostos testados em ensaios clinicos, com diferentes
niveis de sucesso, constituindo assim possiveis estratégias inovadoras na terapéutica

farmacoldgica da DMT2.

Como jé foi referido, na presenca de espécies quimicas eletrofilicas verifica-se a
inducéo de condicBes de stress que desencadeiam mecanismos de defesa celular. E com
este ponto em mente que comecam a ser estudadas moléculas com caracteristicas
eletrofilicas, capazes de ativar a via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE e com afinidade
para a disrupgdo da ligagdo Keapl-Nrf2, induzir a transducdo do Nrf2. Desta forma, a
maior parte das moléculas com a via Keapl-Nrf2-ARE como alvo terapéutico
atualmente desenvolvidas sdo eletrofilicas ou podem ser transformadas em espécies

com tais caracteristicas.

Nas seguintes seccOes serdo abordados o Resveratrol, a Curcumina e a
Bardoxolona (Figura 3.) que contribuiram para o desenvolvimento de estratégias de
regulacdo da via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE e que tém demonstrado potencial

terapéutico no tratamento da DMT2 e algumas complicacfes associadas.

Figura 4. Estruturas quimicas que atuam sobre a via de sinalizacdo celular Keap1l-
Nrf2-ARE como potencial terapéutico no tratamento da DMT?2.

A esquerda - Resveratrol (C14H1203); No centro - Curcumina (C21H2006); A direita -
Bardoxolona Metil (C32H43N0O4). Adaptado de PubChem.

5.2.1 Resveratrol

O Resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno) é um composto polifendlico
que se encontra presente em varias especies vegetais sendo de destacar as uvas,
morangos e amendoins. Esta molécula de baixo peso molecular apresenta propriedades
antioxidantes, tendo demonstrado acdo enquanto scavenger de radicais livres, devido
aos seus grupos fenol (87) e através de mecanismos indiretos que passam pela regulagdo
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genética dos sistemas de defesa celular contra o stress oxidativo. O tratamento de
células com este polifenol leva a diminuicdo da producdo de superoxidos a nivel
mitocondrial e aumento das concentracdes enzimaticas das proteinas que participam
nos sistemas antioxidantes. Estes efeitos baseiam-se num mecanismo de agédo complexo
que, apesar de ndo estar totalmente esclarecido, esta relacionado com a agdo do
Resveratrol sobre a histona desacetilase sirtuin 1 dependente do NAD+ (SIRT1) e sobre
o Nrf2 (88,89).

O Resveratrol tem caracteristicas moleculares que lhe permitem estabelecer
afinidade especifica com varias proteinas, como é o caso do Nrf2, SIRT1 e o recetor do
estrogenio (ER). Devido a sua estrutura quimica planar (Figura 4), apresenta-se como
uma molécula com afinidade para os pockets hidrofébicos e sitios de ligacdo das
proteinas. Os grupos OH conferem polaridade a molécula que atua como dador e
aceitador de hidrogénio, permitindo o estabelecimento de ligacdes com residuos de
aminoéacidos e com grupos amida da estrutura de proteinas (89).

Ao estimular a subpopulacdo do recetor ER-alfa presente na membrana
plasmaética das células endoteliais, 0 Resveratrol € capaz de induzir a via de transducao
do sinal deste recetor e ativar a 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS), promovendo a
producdo de NO a nivel do endotélio, envolvido na regulacdo das concentracfes de
proteinas antioxidantes como a HO-1. O Resveratrol atua sobre a regulacdo da SIRT1
e da AMPK num mecanismo dose-dependente. Em baixas concentracbes de
Resveratrol, esta substancia atua como agonista da SIRT1 e a sua acao de desacetilacéo
leva a0 aumento da atividade de AMPK por intermédio da cinase hepética B1. E
importante referir o papel inibitdrio da SIRT1 a dois niveis: sobre o NF-kB e sobre as
fosfodiesterases (PDE) que leva ao aumento intracelular de AMP ciclico que é capaz
de regular positivamente o Nrf2 e a via do AMPK. Quando as concentragdes de
Resveratrol sdo aumentadas, através de mecanismos complementares ao impacto deste
composto sobre o Nrf2, verifica-se aumento do uptake celular de glicose, da atividade
de enzimas glicoliticas e diminuic¢do das concentracdes de lipidos em circulagéo (90).

Ensaios com modelos animais destacam o Resveratrol como um dos estilbenos
com capacidade de modular os niveis de insulina e reduzir os niveis séricos de glicose
em roedores com hiperglicémia. Esta diminuicao esta associada a ativacdo do AMPK
que, de forma indireta, contribui para a diminuicdo da gliconeogénese e consequente

diminuicdo da percentagem de HbAlc (91-94).
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Num outro estudo, quando administrado através por via oral durante 6 semanas
tanto com concentracdes baixas (0.005%) como elevadas (0,02%), o Resveratrol,
mostrou ainda efeitos a nivel de diminuicdo de concentracfes dos triglicerideos, &cidos
gordos livres e apolipoproteinas (95). Outros ensaios apontam para melhoria do index
de sensibilidade a insulina, aquando da administracdo de Resveratrol em ratinhos que
seguiam dietas hipercaloricas, quando comparados com o grupo controlo (96).

Uma meta-analise que incidiu sobre 11 estudos no contexto de ensaios clinicos,
num total de 388 participantes, revelou os efeitos do Resveratrol sobre 0 metabolismo
da glicose e diminuicdo da resisténcia celular a insulina em doentes diabéticos. Entre
as duas semanas e 0s seis meses de tratamento, com variacdes de dose de Resveratrol
entre 0s 8 e 0s 1500 mg/dia, foi possivel detetar, de forma heterogénea nos participantes
diabéticos, uma reducdo dos niveis séricos insulina (—4.55 microunidades/mL; p <
0.01), glicose (—35.22 mg/dL; p <0.01) e HbAlc (—0.79%; p = 0.02) em jejum, quando
comparados com o grupo controlo de participantes saudaveis. Foram detetadas
melhorias a nivel da avaliacdo da resisténcia celular a insulina (homeostatic model
assessment—insulin resistance; —2.25; p <0.01) (97).

Apesar do potencial terapéutico antidiabético que este composto mostra, é
necessario ultrapassar algumas barreiras associadas a utilizacdo do Resveratrol,
nomeadamente a sua baixa biodisponibilidade oral (menos de 1%) devido a
metabolizacdo a glucoronidos a nivel intestinal e ao efeito de primeira passagem, pela
sua rapida metabolizacdo hepética (98). Para além das problematicas farmacocinéticas,
0 Resveratrol apresenta afinidade para multiplos sitios de ligacdo de proteinas, sendo
uma possivel estratégia de melhoria da especificidade da molécula, a implementagéo
de estudos Quantitative Structure-Activity Relationships - QSAR.

5.2.2 Curcumina

A Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona)
(Figura 4) é o principal curuminéide da curcuma (Curcuma longa Linn). A semelhanca
do Resveratrol, a Curcumina é um scavenger de ROS que lhe atribuem propriedades
antioxidantes diretas e, através da ligacdo covalente com os residuos de cisteina do
Keap1(99-103) . Este composto produz um efeito citoprotetor contra o stress oxidativo
e a inflamacéo. Ao possuir grupos carbonilo alfa-beta-insaturados, é capaz de participar
em interagOes proteina-proteina com os residuos de cisteina da Keapl e ativar a
translocacdo do Nrf2 (104).
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A administracdo deste composto a animais de experiéncia esta relacionada com
atrasos no desenvolvimento da DMT?2, verificando-se aumento da tolerancia a glicose
e diminuicdo das concentragdes séricas deste parametro bioquimico e da hemoglobina
glicada (HbA1c); aumento da sensibilidade celular a insulina; aumento da atividade
catalitica das lipoproteina lipases; diminuicdo dos valores de acidos gordos livres,
triglicéridos e acido arico em circulacdo; aumento da atividade da leptina e da
adiponectina e evidéncia de prevencdo da morte celular das células beta (102,105-107).
Em estudos com ratinhos submetidos a dietas hiperlipémicas, a Curcumina provocou
diminuicdo da concentracdo de ROS a nivel do tecido muscular. Este efeito esta
relacionado com o aumento das concentracGes de Nrf2 livre (108) .

Para além da acdo sobre os estados diabéticos, a Curcumina tem sido explorada
quanto aos seus efeitos a nivel das complicacGes micro e macrovasculares associadas a
DMT2, principalmente em relacdo as complicacdes renais (109). Em ensaios
conduzidos com células epiteliais do tubulo proximal do nefrénio de ratinhos saudaveis,
incubadas em condicdes de hiperglicémia, verificou-se elevacdo das concentragdes de
Nrf2 e de HO-1 na presenca de Curcumina (110). Este efeito tem consequéncias
positivas no restauro dos niveis de glutationa, glucose-6-fosfato desidrogenase, lactato
desidrogenase, aldose redutase, sorbitol desidrogenase e atividade das SOD, em

ratinhos com nefropatia diabética induzida pela Estreptozotocina (111) .

Com o intuito de avaliar a seguranca e a eficacia da Curcumina enquanto agente
interventivo na reducéo do risco de complicacdes macro e microvasculares na DMT2,
foi conduzido um ensaio clinico randomizado com dupla ocultacdo em participantes
diabéticos onde foram avaliadas alteracdes a nivel das concentracdes séricas de HbAlc,
Colesterol total, LDL e HDL e triglicéridos. Verificaram-se melhoria do indice de
massa corporal, e do perfil lipidico - com reducdo das concentragdes séricas de
Colesterol total e LDL e aumento das concentracGes de colesterol HDL - e da
percentagem de HbAlc. Neste estudo ndo foram observadas complicacdes a nivel da
pressdo arterial, funcdo renal e hepatica nem sintomas de hipoglicemia, associados a

suplementacdo de Curcumina no espaco temporal de seis meses (106).

Embora estudos com diferentes espécies de roedores destaguem
hepatotoxicidade e aumento de peso associadas a concentracdes mais elevadas do
composto, ndo existe informacéo sobre os efeitos da utilizacdo da Curcumina a longo

termo, ainda menos a nivel humano. Apesar dos resultados positivos, a falta de dados

34



pode condicionar a utilizagdo da molécula enquanto terapéutica de uma patologia
crénica como a DMT?2, ao tornar dificultada uma avaliacdo beneficio-risco sustentada

na evidéncia.
5.2.3 Bardoxolona Metil

A Bardoxolona Metil (CDDO-Me) é uma molécula com propriedades anti-
inflamatdrias que resulta de alteracdes estruturais ao acido oleandlico. A esta molécula
pentaciclica foram adicionados um grupo éster metilico e sistemas o,B-insaturados a-
ciano-cetona que transformam a Bardoxolona Metil num potente aceitador de Michael,
capaz de estabelecer interacdes proteina-proteina com os residuos de cisteina da Keapl
e ativar a via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE. Cleasby et al. (112) analisaram a
estrutura cristalizada e encontraram evidéncias bioquimicas de que a ligacéo covalente
entre a CDDO-Me e a Keapl é estabelecida através do residuo de Cisteina 151. Esta
interacdo com a Keapl torna a Bardoxolona Metil uma abordagem terapéutica
interessante na supressdo da inflamacao e de stress oxidativo (113,114). A CDDO-Me
também mostra efeitos sobre a PPARY, o IKK-p e a via da 3- fosfatidilinositol/proteina
cinase B (PI3K/Akt) (114).

Os estudos clinicos sobre o potencial terapéutico desta molécula incidem
especialmente sobre as complicagdes renais associadas ou ndo a DMT2, como é o caso
da Doenca Cronica Renal (DCR). Apesar de nédo ser o foco deste trabalho, o estudo da
CDDO contribuiu para o desenvolvimento do farmacdforo de moléculas capazes de
estabelecer interacBes proteina-proteina com os residuos Cys da Keapl pelo que tras

relevancia ao tema.

Os resultados obtidos por Shelton et al. (115) em 2015 vieram confirmar os
efeitos benéficos in vivo do tratamento com CDDO-Me, um indutor da transativacéo
de Nrf2. Neste estudo foram executadas analises integradas dos perfis transcritomicos
e protedmicos em células de tecido renal de ratinhos wild-type e Nrf2 knockout. O
tratamento com CDDO-Me foi relacionado com sintese e conjugacéo da glutationa e
manutencdo do equilibrio redox através do controlo metabolico de xenobidticos
regulado pelo NADPH. Num ensaio clinico de fase 2 a utilizagdo de CDDO-Me foi
correlacionada com uma melhoria da taxa de filtracdo glomerular em doentes com DRC
avancada e DMT2 ap0s 24 semanas de tratamento; esta melhoria persistiu até a 532

semana de tratamento (116). Por outro lado, um outro ensaio clinico de fase 3 que fazia

35



uso do tratamento com CDDO-Me para avaliar a eficacia desta molécula em doentes
DMT2 com DRC de estadio 4 foi interrompido em outubro de 2012. O cancelamento
do estudo esta relacionado com a detecao de efeitos hepatotoxicos, gastrointestinais, de
hipomagnesemia e perda de peso detetados ao comparar o grupo placebo com o grupo
submetido ao tratamento (116-118). Os efeitos adversos relacionados com a utilizacéo

de CDDO-Me podem ser atribuidos a natureza eletrofilica do composto.
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6 Conclusao

A Diabetes Mellitus tipo 2 é uma patologia metabdlica complexa e multifatorial
que afeta cerca de 10% da populacdo mundial. Esta prevaléncia é elevada e apresenta
uma tendéncia para aumentar nos proximos anos. Para além das complicacdes
associadas a progressao da doenga, a Diabetes esta aliada a outras comorbilidades e

constitui um fator de risco cardiovascular.

Analisando as varias classes terapéuticas onde se enquadram os farmacos
atualmente aprovados para o tratamento da DMT2, ndo existe nenhuma abordagem que
tenha um efeito direto e significativo no controlo do stress celular que as condigdes de
hiperglicemia cronica impdem no organismo. Com 0 aumento da investigagdo nesta
area é possivel estabelecer uma relacdo entre a hiperglicémia, a resisténcia celular a
insulina e o stress oxidativo, ja que estes fatores induzem disfuncédo das células beta
pancredticas. Adicionalmente, as concentracfes de glutationa peroxidase e de catalase
sdo extremamente reduzidas nos ilhéus pancreéticos, tornando-os alvos suscetiveis aos

efeitos nocivos de ROS.

As células eucaridticas tém no seu arsenal uma vasta rede de processos focados
no combate ao stress ambiental a que estdo expostas. A ativacao desta rede é regulada
através de vias de sinalizacdo celular que, para ser desencadeadas, contam com
proteinas que detetam alteracdes da homeostasia redox que é desencadeada na presenca
intracelular de ROS, xenobidticos e outro tipo de espécies eletrofilicas. No entanto, nem
sempre estas vias sdo eficazes na manutencdo da homeostasia celular, culminando na
disfuncéo celular e aparecimento de patologias. Desta forma, estas vias tornam-se um
potencial alvo terapéutico inovador em patologias onde se verifica uma componente

inflamatdria relacionada com o stress oxidativo na sua etiologia.

Uma das principais vias de sinalizagdo celular no combate contra o stress
oxidativo é a via Keapl-Nrf2-ARE. Em condic¢des normais, verifica-se a ligacdo do
complexo Keapl-Nrf2 e a repressdo da acdo do Nrf2; a ligagdo entre estas duas
proteinas permite a apresentacdo da Nrf2 para ubiquitinacdo e posterior degradacéao
proteossomal. As condicdes de stress oxidativo s@o sentidas pelos residuos de cisteina
da proteina Keapl e esta proteina sofre alteracbes conformacionais na Keapl que
provocam a disrupc¢éo da ligacdo do complexo Keapl-Nrf2 e translocagéo do fator de

transcricdo para o nucleo. Neste compartimento celular, o Nrf2 vai integrar a
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maquinaria celular de promocdo da transcricdo de genes que possuem uma regido
promotora com ARE. A promocdo da transcricdo dos genes ARE vai desencadear a
ativagdo de processos de regulacdo do metabolismo, destoxificacdo, biotransformacéo
e resposta antioxidante.

Tendo sido estabelecida uma relacdo entre a modulacédo da via de sinalizacéo
Keapl-Nrf2-ARE em condicdes de stress oxidativo e o impacto da desregulacdo da
homeostasia redox na progressdo da disfuncdo das células beta na Diabetes Mellitus
tipo 2 é possivel postular o papel protetor do Nrf2 contra a disfuncdo celular e
progressdo de complicacGes associadas a DMT2. Complementarmente, verifica-se uma
relacdo entre a disponibilidade do Nrf2 e a repressdo direta e indireta de via de
gliconeogénese; a potenciacdo da atividade do Nrf2 aumenta a fosforilacdo do AMPK
nos hepatdcitos e a via de transducdo da insulina no tecido muscular esquelético,
contribuindo para a regulacdo da homeostasia da glucose; verifica-se uma diferenca
significativa entre doentes DMT2 com e sem complicacdes, relacionada com a detecédo
de quatro polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) distintos no gene NFE2L2 que
codifica para o fator de transcricdo Nrf2.

Desta forma, e de acordo com a evidéncia cientifica disponivel, a modulacdo de
vias de sinalizacdo que participam no combate ao stress oxidativo apresentam-se de
forma inovadora no tratamento e controlo da DMT2, bem como das complicacdes
micro e macrovasculares associadas. Nutracéuticos como o Resveratrol e a Curcumina
atuam num mecanismo direta ou indiretamente dependente da presenca de Nrf2 e
mostram resultados promissores na reducdo de parametros bioquimicos como a HbAlc,
glicose sérica, colesterol e ainda melhoria na resisténcia a insulina. Outras moléculas
que tém mostrado mais resultados a nivel da protecéo renal contra o stress oxidativo,

como a Bardoxolona-Metil, também produzem efeito na regulacdo da glicémia.

Em dltima andlise, numa perspetiva futura que permita a incorporacdo destes
alvos terapéuticos na pratica clinica é importante avaliar o perfil de seguranca das
moléculas em estudo para a DMT2. Considera-se que existe margem para expanséo da
biblioteca de moléculas em estudo nesta vertente e uma abordagem importante nesse
sentido sera o desenvolvimento de esforgos no repurposing de moléculas cuja acdo
reguladora da inflamacao e stress oxidativo através da modulacéo da via de sinalizacéo
Keapl-Nrf2-ARE ja é conhecida e apresenta potencial terapéutico noutras patologias

de foro inflamatério.
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