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RESUMO

A poliamina espermidina (ESP) é usada pela populagdo como suplementacdo anti-idade e,
experimentalmente, melhora o metabolismo energético em alguns modelos animais de
obesidade. Entretanto, seu efeito em modelos experimentais de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
induzido por sacarose e seus mecanismos de a¢do ainda ndo foram avaliados. Além disso, a sua
farmacologia oral é pouco estudada. Assim, este trabalho tem dois objetivos: 1 - investigar, in
silico, os pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos da ESP; 2 - analisar os efeitos da
ESP em camundongos com DM2 induzidos por dieta rica em sacarose (DRS). Os ensaios in
silico forma realizados com os softwares SWISSADME, PROTOX-I1, SWISSTargetPrediction
e Pass para avaliacdo, respectivamente, das propriedades fisioquimicas, farmacocinéticas,
farmacodindmicas e toxicologicas da ESP. No estudo in vivo, camundongos fémeas pos-
desmame foram divididos em trés grupos: grupo controle (CTR; n= 7) alimentado com dieta
padréo e grupos DRS (n=7) e DRS/ESP (n=7) que receberam solucéo de sacarose 30% por 20
semanas. A partir da 122 semana, 0 grupo DRS/ESP recebeu ESP por via oral na dose de 20
mg/kg, enquanto os demais grupos receberam agua. O tratamento durou 8 semanas, com
monitoramento de peso, consumo alimentar, glicemia e teste de tolerancia a glicose (TTG).
Posteriormente, os animais foram eutanasiados, amostras de sangue foram coletadas para
analises bioquimicas e de resisténcia a insulina. Amostras de figado foram coletadas para
avaliacdo dos lipideos hepaticos, histologia e expressdo proteica de marcadores do reticulo
endoplasmaético (RE). Amostras de tecidos adiposos marrom (TAB) e brancos foram coletadas
para morfometria. Ademais, o tecido adiposo perigonadal (TAP) foi utilizado para ensaios de
lipolise. Todos os dados foram representados como média £ e.p.m e as diferencas foram
analisadas por ANOVA (p <0,05). A ESP demonstrou possuir uma boa biodisponibilidade oral,
com escore de biodisponibilidade igual a 0,55 e resultados satisfatérios de acordo com o0s
parametros de Lipinski, Veber e Egan. Quanto ao comportamento farmacocinético, a ESP
apresentou uma alta absorcdo pelo trato gastrointestinal, ndo penetrar pela barreira
hematoencefalica, ndo ser substrato de glicoproteina P, bem como néo inibiu nenhuma das
principais enzimas do citocromo P450. Em relacdo aos pardmetros toxicocinéticos, a dose letal
da ESP foi de 820 mg/kg e ela se apresentou inativa quanto aos parametros de hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, imunotoxicidade e mutagenicidade. Em relacdo a abordagem experimental,
a exposicdo continua a sacarose aumentou a massa corpérea dos animais quando comparados
ao CTR, que é explicado pelo aumento o consumo energético. Este maior aporte energético
aumentou os depositos de gordura retroperitoneal, mesentérica e perigonadal. Os animais DRS
e DRS/ESP também apresentaram aumentos da glicemia, triglicerideos (TG) séricos e das
gorduras e TG hepaticos. A atividade lipolitica do TAP do grupo DRS foi prejudica em todas
as condicOes: basal, com estimulo adrenérgico e com inibicdo insulinica. ESP aumentou o
TAM, reduziu os niveis de TG séricos e melhorou a homeostase glicidica pelo TTG e a
resisténcia insulinica pelo indice TyG. Na analise histologica, ESP reduziu a esteato-hepatite
induzidos pela dieta. A analise da expressdo proteica demonstra que a ESP consegue
reestabelecer os niveis normais da GRP78, PDI e ATF4, proteinas chaves na manutencdo da
homeostase do RE. Portanto, a ESP foi capaz de melhorar o metabolismo glicolipidico de
camundongos com DM2 que pode ser explicado pela restauracdo da homeostase do RE no
figado. Além disso, possui caracteristicas farmacocinéticas e toxicoldgicas que fazem dela um
farmaco em potencial para o tratamento dessa desordem por via oral.

Palavras-Chaves: Espermidina; Diabetes Mellitus Tipo 2; Reticulo endoplasmatico, Dieta rica
em sacarose.



ABSTRACT

Polyamine spermidine (SPD) is used by the population as an anti-aging supplement and,
experimentally, improves energy metabolism in some animal models of obesity. However, its
effect on experimental models of sucrose-induced Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and its
mechanisms has not yet been evaluated. Additionally, its oral pharmacology is poorly studied.
Thus, this study has two objectives: 1 - to investigate, in silico, the pharmacokinetic and
pharmacodynamic parameters of SPD; 2 - to analyze the effects of SPD in mice with T2DM
induced by a high-sucrose diet (HSD). The in-silico assays were performed using the software
SWISSADME, PROTOX-II, SWISSTargetPrediction, and Pass to evaluate, respectively, the
physicochemical, pharmacokinetic, pharmacodynamic, and toxicological properties of SPD. In
the in vivo study, post-weaning female mice were divided into three groups: control group
(CTR; n=7) fed with standard diet and DRS (n=7) and DRS/ESP (n=7) groups that received
30% sucrose solution for 20 weeks. From the 12th week onwards, the DRS/ESP group received
20 mg/kg of oral SPD, while the other groups received water. Treatment lasted 8 weeks, with
monitoring of weight, food intake, blood glucose and glucose tolerance test (GTT).
Subsequently, the animals were euthanized, blood samples were collected for biochemical and
insulin resistance analyses. Liver samples were collected for evaluation of hepatic lipids,
histology and protein expression of endoplasmic reticulum (ER) markers. Samples of brown
(BAT) and white adipose tissue were collected for morphometry. Moreover, samples of
perigonadal adipose tissue (PAT) were using lipolysis assays. All data were represented as
mean + s.e.m and differences were demonstrated by ANOVA (p<0.05. SPD demonstrated to
have a good oral bioavailability, with a bioavailability score equal to 0.55 and satisfactory
results according to the Lipinski, Veber and Egan parameters. Regarding pharmacokinetic
behavior, SPD showed high absorption by the gastrointestinal tract, does not penetrate the
blood-brain barrier, not being a substrate for glycoprotein P, and not inhibiting any of the main
cytochrome P450 enzymes. About toxicokinetic settings, the lethal dose of SPD was 820 mg/kg,
and it was inactive for hepatotoxicity, carcinogenicity, immunotoxicity and mutagenicity
parameters. Regarding the experimental approach, continuous exposure to sucrose increased
the body mass of animals when compared to CTR, which is explained by the increase in energy
consumption. This greater energy intake increased retroperitoneal, mesenteric, and perigonadal
fat deposits. DRS and DRS/ESP animals also showed an increase in glycaemia, serum
triglycerides (TG) and hepatic total fat and TG. The lipolytic activity of the PAT of animals
exposed to sucrose was impaired under all conditions: basal, with adrenergic stimulation and
with insulin inhibition. ESP increased the BAT and improved serum TG, glucose homeostasis
by TTG and insulin resistance by TyG index. In the histological analysis, ESP reduced sucrose-
induced steatohepatitis. This effect must be due to the restoration of protein expressions of
hepatic GRP78, PDI and ATF4, key proteins in the maintenance of ER homeostasis. Therefore,
ESP was able to improve the glycolipid metabolism of mice with T2DM that can be explained
by restoration of hepatic ER homeostasis. In addition, it has pharmacokinetic and toxicological
characteristics that make it a potential drug for the treatment of this disorder by oral route.

Keywords: Spermidine; Type 2 Diabetes Mellitus; Endoplasmic reticulum, High-sucrose diet.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) ¢é a terceira maior causa de morte no mundo. De acordo com
dados atualizados do Atlas de Diabetes da International Diabetes Federation (IDF) (2022),
estima-se que existem 536,6 milhdes de pessoas no mundo com diabetes. O Brasil é 0 sexto
pais com maior nimero de pessoas com a doenga totalizando 15,7 milhdes de pessoas (Sun et
al., 2022). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) corresponde a cerca 95% de todos os casos de DM.
O DM2 ¢ caracterizado por uma hiperglicemia de jejum cronica resultante de um prejuizo da
sensibilidade a insulina, denominado resisténcia insulinica (RI), que pode progredir para
deficiéncia na secrec¢do de insulina pelas células B pancreaticas (Roden; Shulman, 2019).

O desenvolvimento da RI esta associado principalmente a fatores ambientais como o
sedentarismo e mé habitos alimentares (Tanase et al., 2020). O consumo de acucares de adi¢cdo
(ex.: sacarose e frutose) tem sido uma das principais causas da maior prevaléncia do DM2
(Paglia, 2019). Estudos do nosso grupo demonstraram que a exposicao a uma dieta solida rica
em sacarose (DRS) é capaz de induzir esteatose hepatica e alterar a homeostase da glicose,
porém com niveis glicémicos pré-diabéticos (Flister et al., 2018; Franca et al., 2020; Tanase et
al., 2020)

Na ultima década, o estresse do RE tem apresentado papel chave para a manutengédo
dessa patologia. O reticulo endoplasmatico (RE) € uma organela responsavel pela sintese de
quase todas as proteinas secretadas e pelo controle de uma ampla gama de processos celulares,
como organogénese, atividade transcricional, mecanismos redox e apoptose (Qi; Chen, 2019).
Sendo extremamente sensivel a alteracfes na homeostase energética, 0 maior aporte nutricional
pode induzir a formacgdo de proteinas mal dobradas e sem funcdo no Iimen do RE o que
desencadeia o estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) e a resposta a proteina desdobrada
(RPD) (Hetz et al., 2020; Qi; Chen, 2019)

As evidéncias atuais sugerem que a hiperglicemia aguda e cronica relacionadas ao DM2
interrompem a homeostase do RE, resultando na ativacao irreversivel da RPD (Mustapha et al.,
2021). O ERE ocorre quando a demanda por dobramento de proteinas excede a capacidade de
dobramento do RE. Como células secretoras especializadas, as células 3 pancreaticas tém um
RE bem desenvolvido e varios mecanismos para lidar com a enorme demanda por dobramento
de proteinas de insulina. No entanto, o aumento da demanda de insulina durante a resisténcia a
insulina presente nos quadros de DM2 cria um aumento da demanda sintética nas células B,
desencadeando assim o ERE (Kulkarni et al., 2023). Da mesma forma o figado €

sobrecarregado pelo maior aporte nutricional e lipogénese de novo induzido pela insulina
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aumentando o transporte hepético de glicose e a sintese e exportacao de lipideos. Essa condi¢do
também leva ao acimulo de proteinas mal dobradas no Iimen do RE e, consequentemente, seu
estresse. Nesse contexto, se inicia um ciclo vicisoso, pois esse ERE vai contribuir para
progressdo do acumulo de gordura no figado que pode levar ao desenvolvimento da Doenca
Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica (DHGNA) (Flessa et al., 2022).

Uma das alternativas do RE para reestabelecer a homeostase em situagdes de estresse é
a maior producgdo de chaperonas. Alguns estudos tém demonstrado que a administracdo de
chaperonas quimicas ou substancias com essa propriedade podem melhorar a sensibilidade
insulinica em modelos experimentais de diabetes (Mulyani et al., 2020). Atualmente, a
patogénese DM2 ainda ndo é completamente compreendida e ndo existem medicamentos
especificos capazes de curéa-lo. Por isso, a busca por intervencgdes, sejam elas farmacoldgicas
ou ndo, que possam mitigar as caracteristicas patoldgicas dessa condigdo é uma questao crucial
que precisa ser enfrentada (Chen et al., 2024). Nesse contexto, a poliamina natural espermidina
(ESP) pode se destacar, uma vez que ela apresenta propriedade semelhantes a chaperona e ¢é
abundante na natureza, pois é conservada evolutivamente desde de leveduras até animais (Singh
etal., 2017).

A ESP ¢ considerada uma substancia anti-idade e mimético de restricdo caldrica, pois
apresenta propriedades autofagicas em diferentes modelos de organismos, incluindo
camundongos (Madeo et al., 2020a). Além disso, ndo existem estudos avaliando o efeito dessa
substancia tanto em animais alimentados com DRS como com DM2. Em vista disso,
considerando que a ESP apresenta relacbes com o enovelamento proteico e que a RPM é um
dos mecanismos responsaveis pela progressdo do DM2 e da DHGNA, este trabalho é relevante,
pois avalia a parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos da ESP além de apresenta-la como
potencial terapéutico na melhora dos parametros glicolipidicos em casos de DM2 e DHGNA.

Consequentemente, a hipotese deste trabalho € que a ESP apresenta boas propriedades
farmacocinéticas e baixa toxicidade o que possibilita que o seu uso por via oral em
camundongos com DM2 seja capaz de melhorar as alteracdes glicolipidicas através da
mitigacdo do ERE desses animais. Essa dissertacdo € dividida em dois capitulos: no primeiro
capitulo intitulado “Avaliagdo fisico-quimica, farmacocinética e toxicologica da espermidina:
um estudo in silico” sdo apresentados 0S pardmetros fisico-quimicos, farmacocinéticos e
toxicoldgicos da ESP avaliados por programas computacionais. No segundo capitulo intitulado
“Espermidina melhora o perfil glicolipidico de camundongos fémeas diabéticos: o papel do
estresse do reticulo endoplasmatico hepéatico” apresenta a avaliacdo do efeito do tratamento oral

com espermidina em camundongos diabéticos induzidos com dieta rica em sacarose liquida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Para fundamentar essa hipétese e os estudos apresentados, é essencial revisar a literatura
existente que relaciona o diabetes mellitus tipo 2, doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica e o
estresse do reticulo endoplasmatico, aléem do potencial terapéutico da espermidina. No
referencial tedrico a seguir, serdo explorados os conhecimentos atuais sobre esses tdpicos,
fornecendo uma base solida para a compreensdo dos mecanismos propostos e justificando a
importancia da investigacao realizada nesta dissertacao.

2.1 Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

2.1.1 Definigéo e Caracteristicas Clinicas do DM2

O diabetes mellitus ¢ um disturbio metabolico causado pela falta da secrecéo de insulina,
acdo prejudicada da insulina ou ambos. A insulina desempenha um papel importante como
hormdnio anabdlico, afetando o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. As
anormalidades associadas ao diabetes afetam principalmente tecidos como tecido adiposo,
musculos esqueléticos e figado devido a resisténcia a insulina. A gravidade dos sintomas pode
variar dependendo da duracéo e do tipo de diabetes. Individuos com altos niveis de agucar no
sangue, particularmente aqueles com completa falta de insulina, podem apresentar sintomas
como aumento do apetite, polidipsia, disuria, perda de peso e problemas de visdo. Algumas
pessoas com diabetes podem ndo apresentar nenhum sintoma, especialmente pacientes
diabéticos tipo 2 em seus estagios iniciais. Sem tratamento adequado, o diabetes ndo controlado
pode levar a varias complicagdes, como coma, confusdo e, em casos raros, morte por
cetoacidose ou sindrome hiperosmolar ndo cetotica ndo tratada (Antar et al., 2023)

O diabetes pode ser classificado em quatro tipos principais: diabetes mellitus tipo 1,
diabetes mellitus tipo 2, diabetes gestacional e diabetes secundario ou outros tipos especificos
de diabetes. O diabetes mellitus 1 representa aproximadamente 5% de todos os casos diabetes
e € caracterizado por um ataque autoimune as células 3 pancreaticas, resultando em deficiéncia
grave de insulina. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ causada pela combinacgdo de resisténcia
a insulina, em grande parte devido a obesidade e secrecdo deficiente de insulina. O diabetes
gestacional, como o nome indica, refere-se ao diabetes diagnosticado durante a gravidez. A
quarta categoria de diabetes denomina-se como secundaria ou outros tipos especificos de

diabetes. As principais categorias sao defeitos monogénicos da fungdo das células B, defeitos
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genéticos da acdo da insulina, doenga pancredtica exdcrina, endocrinopatias, sindromes
imunomediadas e genéticas induzidas por drogas ou produtos quimicos e doencas infecciosas
e incomuns associadas ao diabetes (Genuth et al., 2021).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o diabetes mellitus é uma
doenca cronica e metabolica caracterizada por niveis elevados de glicose no sangue, o que leva
ao longo do tempo a danos ao coragéo, vasculatura, olhos, rins e nervos. Mais de 90 % dos
casos de diabetes mellitus sdo do tipo 2, uma condi¢cdo marcada por secrecdo deficiente de
insulina pelas células B pancreaticas, resisténcia a insulina (RI) e uma resposta secretora de
insulina compensatoria inadequada. A progressdo da doenca torna a secre¢do de insulina
incapaz de manter a homeostase de glicose, produzindo hiperglicemia. Os pacientes com DM2
caracterizam-se, em sua maioria, por serem obesos ou apresentarem maior percentual de
gordura corporal distribuidos predominantemente na regido abdominal. Nessa condicdo, o
tecido adiposo promove aRI por meio de varios mecanismos inflamatérios, incluindo aumento
da liberacdo de acidos graxos livres (AGL) e desregulacdo de adipocinas. Os principais
impulsionadores da epidemia de DM2 sdo o aumento global da obesidade, estilos de vida
sedentarios, dietas hipercaloricas e envelhecimento populacional, que quadruplicaram a
incidéncia e prevaléncia de DM2 (Galicia-Garcia et al., 2020).

Com sua prevaléncia crescente em todo 0 mundo, 0 DM2 tornou-se uma das principais
causas de morbidade e mortalidade, afetando milhGes de pessoas globalmente. Dados
epidemioldgicos mostram que o diabetes atingiu proporc¢des epidémicas, com sua prevaléncia
aumentando em todas as regides do mundo durante as Ultimas 3 décadas. De acordo com dados
do Global Burden of Disease (GBD), a prevaléncia global padronizada por idade de DM2 foi
de aproximadamente 6,0% em homens e 5,0% em mulheres em 2019, refletindo um aumento
consideravel desde 1990, quando foi estimada em 3,9% em homens e 3,5% em mulheres. A
incidéncia de DM2 aumenta com a idade, e estimativas globais combinadas sugerem que ela
ocorre mais comumente entre 50 e 55 anos em média, manifestando-se um pouco mais cedo
em homens do que mulheres. Ndo foram observadas grandes mudancas na distribuicdo etaria
global da incidéncia ou prevaléncia de DM2 durante as Ultimas 3 décadas; no entanto, com o
aumento da epidemia de obesidade, espera-se que ocorram aumentos no nimero de casos de
DM2 entre faixas etarias mais jovens. Os dados publicados mais recentemente pela Federacéo
Internacional do Diabetes (IDF) estimaram que, até 2045, o niUmero de pessoas afetadas pelo

DM2 em todo 0 mundo aumentara para 700 milhdes (Tinajero; Malik, 2021).
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Figura 1. Tendéncias na prevaléncia ajustada por idade de DM2 em diferentes regiGes do mundo de 1990 a
2019. Prevaléncia ajustada por idade de DM2 em diferentes regiées do mundo em 1990 (barras azuis), 200 (barras
vermelhas), 2010 (barras verdes) e 2019 (barras amarelas). O painel superior mostra dados para mulheres e o painel
infereriro mostra dados para homens. Fonte: TINAJERO; MALIK, 2021

Uma analise baseada na Pesquisa Nacional de Sadde (PNS) de 2013, conduzida pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), revelou que a incidéncia de diabetes
aumentou com o envelhecimento da populacéo, afetando aproximadamente 20% das pessoas
com idades entre 65 e 74 anos e 75 anos ou mais, totalizando mais de 3,5 milhdes de individuos.
De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), em 2019, mais de 12 milhdes de
brasileiros viviam com diabetes mellitus. Quando se compara entre 0s sexos, 0s homens
representam 5,4%, o que equivale a 3,6 milhdes de brasileiros. (Vieira et al., 2024).

Os pacientes com DM enfrentam um alto risco de desenvolver comorbidades cronicas
e complicacBes secundarias, tais como neuropatia, retinopatia, nefropatia e doencas
cardiovasculares. Esse cenario ndo apenas impacta a saude dos individuos, mas também
acarreta um significativo 6nus econémico estimado em US$ 327 bilhdes, conforme dados da
American Diabetes Association (Barreto et al., 2024). Acredita-se que 0 DM2 se desenvolve a
partir de uma interacdo entre varios fatores de risco de estilo de vida, condicdo médica, fatores
hereditarios, psicossociais e demograficos, como alto nivel de 4&cido Jdrico,
qualidade/quantidade do sono, tabagismo, depressdo, doenca cardiovascular, dislipidemias,
hipertensdo envelhecimento, etnia, histérico familiar de diabetes, sedentarismo e obesidade.

No DM2, a deficiéncia relativa de insulina devido a disfun¢ao de células  pancreaticas

¢ um fator chave para o desenvolvimento da doenca. Obesidade, dietas “ocidentais” densas em
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energia, idade avancada e estilo de vida sedentario sdo os principais fatores de risco para DM2.
Esses fatores de risco podem precipitar tanto a faléncia de células  quanto a resisténcia a
insulina. A resisténcia a insulina, uma das principais caracteristicas do DM2, leva a uma série
de alteragdes metabolicas que exacerbam a hiperglicemia. Para entender melhor essas
alteracbes, é fundamental examinar os mecanismos fisiopatolégicos que sustentam o

desenvolvimento e a progressao do DM2 (Eizirik et al., 2020).

2.1.2 Fisiopatologia do DM2

As células B sao encarregadas da produgdo de insulina, inicialmente sintetizada na forma
de pré-pro-insulina. Durante o processo de maturacao, essa molécula sofre alteragdes estruturais
no reticulo endoplasmatico (RE), com a participacdo de varias proteinas, resultando na
formacgéo de pro-insulina (Bunney et al., 2017). Posteriormente, a pro-insulina é transportada
do RE para o Complexo de Golgi (CG), onde é incorporada em vesiculas secretoras imaturas
e, entdo, clivada em peptideo C e insulina (Fu et al., 2013; Halban, 1994).

Apds amadurecer, a insulina € armazenada em granulos, onde permanece até ser
liberada. A liberacdo de insulina ocorre principalmente em resposta a altas concentracfes de
glicose (Boland et al., 2017). Quando os niveis de glicose no sangue aumentam, as células 3
captam glicose através do transportador de glicose 2 (GLUTZ2), uma proteina transportadora
que também atua como sensor de glicose nessas células. Com a entrada de glicose, o
catabolismo da glicose é ativado, aumentando a razdo ATP/ADP intracelular, o que provoca o
fechamento dos canais de potassio sensiveis ao ATP na membrana plasmatica. 1sso causa a
despolarizacdo da membrana e a abertura de canais de calcio (Ca**) dependentes de voltagem,
permitindo a entrada de Ca?* na célula. O aumento dos niveis intracelulares de Ca2+
desencadeia o preparo e a fusdo dos granulos secretores de insulina com a membrana
plasmatica, resultando na exocitose da insulina (Boland et al., 2017; Fu et al., 2013; Rorsman;
Ashcroft, 2018; Seino et al., 2011).
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Figura 2. Vias de sinalizag&o envolvidas na secre¢do de insulina em células p em condicdes fisiologicas. A
liberacdo de insulina ocorre principalmente em resposta a niveis elevados de glicose, que é absorvida pela célula
por meio do transportador GLUT2. O metabolismo da glicose aumenta a relacdo ATP/ADP, o que provoca o
fechamento dos canais de potéssio dependentes de ATP, resultando na despolarizacdo da membrana e na ativacdo
dos canais de calcio controlados por voltagem. O influxo de calcio que ocorre a seguir desencadeia a exocitose da
insulina. Além disso, canais como P2X, P2Y, SERCA e RYR também desempenham um papel na mobilizacdo do
célcio e na secrecdo de insulina. Fonte:Galicia-Garcia et al., 2020 (Adaptado). Criado com BioRender®.

Como mencionado anteriormente, a secrecao de insulina deve ser precisamente regulada
para atender adequadamente as demandas metabolicas. Por isso, é essencial manter a
integridade das ilhotas pancreaticas, garantindo que as células B possam responder de forma
eficaz as necessidades metabolicas. Em condicBGes patoldgicas, os mecanismos descritos
anteriormente podem levar a desorganizacao das ilhotas, comprometendo a comunicacdo ideal
entre as células dentro dessas estruturas, o que contribui para a desregulacdo da insulina e do
glucagon e, consequentemente, para o0 agravamento da hiperglicemia. Alteracdes na sintese de
precursores de insulina, ou da propria insulina, assim como falhas no processo de secrecao,
podem resultar em disfuncéo secretora, sendo este um dos principais fatores responsaveis pela
faléncia das células e uma base para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Hoang Do; Thorn,
2015; Liu et al., 2018).

A dieta ocidental, rica em calorias, contém grandes quantidades de gorduras e
carboidratos, elevando os niveis de glicose no sangue e aumentando as lipoproteinas de

densidade muito baixa (VLDLSs), quilomicrons (QMSs) e seus remanescentes, que Sdo ricos em
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triglicerideos (TG). Esse processo provoca um aumento nas concentragdes de espécies reativas
de oxigénio (EROs), o que leva a geracdo excessiva de moléculas inflamatérias. Dado que a
inflamacdo é um reconhecido indutor do estresse oxidativo, ha uma interacao sinérgica entre
ambos o0s processos, amplificando os efeitos pds-prandiais. O aumento sustentado e
significativo dos niveis de EROs contribui de maneira importante para a patogénese do diabetes
tipo 2 (DM2) e da resisténcia a insulina (RI). Assim, um ambiente prdé-oxidante provoca
disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico, ativacdo da NADPH oxidase e
producédo de superdxido. O excesso de superdxido ativa cinco principais vias relacionadas as
complicacgOes do diabetes: intensificacdo da via do poliol, aumento da formacdo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), maior expressdo do receptor de AGEs e seus ligantes
ativadores, ativacdo de isoformas da proteina quinase C (PKC) e hiperatividade da via da
hexosamina (Dali-Youcef et al., 2013; Hummasti; Hotamisligil, 2010). Por meio dessas vias, 0
aumento das EROs intracelulares causa angiogénese defeituosa em resposta a isquemia, ativa
multiplas vias pro-inflamatorias e gera mudancas epigenéticas duradouras, que perpetuam a
expressao de genes pro-inflamatorios mesmo apos a normalizagédo da glicemia. Além disso, o
aumento dos niveis sanguineos de &cidos graxos livres (AGLs) também resulta em disfuncao
mitocondrial por dois mecanismos: os subprodutos do metabolismo dos AGLs interferem no
fluxo de elétrons ao longo da cadeia respiratoria mitocondrial, e a incorporagdo de AGLS nas
membranas mitocondriais pode favorecer o vazamento de elétrons (Graciano et al., 2011).

A resisténcia a insulina (RI1) se refere a uma diminuicdo na resposta metabolica das
células que respondem a insulina ou, de maneira sistémica, a uma resposta reduzida ou
prejudicada a insulina circulante em relacdo aos niveis de glicose no sangue (Czech, 2017).
Existem trés principais categorias de Rl ou condi¢des associadas a deficiéncia de insulina: (1)
diminui¢do da secre¢ao de insulina pelas células 3; (2) presenca de antagonistas da insulina no
plasma, como hormonios contrarreguladores ou substancias ndo hormonais que afetam os
receptores de insulina ou sua sinalizacao; e (3) resposta prejudicada a insulina nos tecidos-alvo
(Pearson et al., 2016). A acdo da insulina € influenciada pela interacdo com outras moléculas,
como o hormdnio do crescimento e o IGF-1, no estado alimentado. Durante o jejum, a resposta
a insulina ¢ modulada pelo glucagon, glicocorticoides e catecolaminas, para evitar a
hipoglicemia induzida pela insulina. A proporc¢éo insulina/glucagon é crucial nessa regulacao,
pois determina o grau relativo de fosforilacdo das enzimas nas vias de sinalizacdo. Enquanto as
catecolaminas estimulam a lipolise e a glicogendlise, os glicocorticoides promovem o
catabolismo muscular, a gliconeogénese e a lipolise. Assim, a secrecdo excessiva desses

horménios pode contribuir para o desenvolvimento da Rl (Nussey; Whitehead, 2001; Wilcox,
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2005). Trés orgdos extrapancredticos sensiveis & insulina desempenham papéis fundamentais
nesses processos: 0 musculo esquelético, o tecido adiposo e o figado. A agdo deficiente da
insulina nesses tecidos geralmente antecede o desenvolvimento da RI sistémica, levando
progressivamente ao diabetes tipo 2 (DM2) (Galicia-Garcia et al., 2020).

A resisténcia a insulina (RI) no musculo esquelético é considerada o principal fator
extrapancreatico no desenvolvimento do diabetes tipo 2 (DM2) (Petersen, Kitt F; Shulman,
Gerald I, 2002). Em condic0es fisioldgicas, a insulina estimula a sintese de glicogénio muscular
ao aumentar a captacéo de glicose do plasma. Trés fatores principais limitam a taxa de captagédo
de glicose e a sintese de glicogénio: glicogénio sintase, hexoquinase e o transportador de glicose
4 (GLUT4) (Petersen, Kitt Falk; Shulman, Gerald I, 2002). Apo6s a insulina se ligar ao receptor
de insulina (INSR) nas células musculares, o0 GLUT4 ¢ translocado dos compartimentos
intracelulares para a membrana plasmatica, permitindo a captacdo de glicose e reduzindo os
niveis de glicose circulante (Satoh, 2014). Fatores ambientais também influenciam a absorcéo
de glicose pelo musculo. A atividade fisica, por exemplo, aumenta o fluxo sanguineo para as
células musculares esqueléticas, promovendo uma maior utilizacdo de glicose (Venkatasamy et
al., 2013). Por outro lado, a obesidade, associada a inflamacao crénica, contribui paraa Rl e 0
desenvolvimento do DM2. Evidéncias crescentes indicam que, como consequéncia da
obesidade, o aumento da infiltracdo de células imunes e a secrecdo de moléculas proé-
inflamatorias no tecido adiposo entre as fibras musculares e ao redor delas causam inflamagéo
no musculo esquelético. Isso leva a uma inflamacdo dos midcitos, prejudicando seu
metabolismo e contribuindo para a Rl por meio de efeitos paracrinos (Wu; Ballantyne, 2017).

O tecido adiposo é metabolicamente dinamico e capaz de sintetizar diversos compostos
biologicamente ativos que regulam a homeostase metabolica em nivel sistémico (Coelho et al.,
2013). A insulina influencia o tecido adiposo de duas maneiras: (1) estimulando a captacdo de
glicose e a sintese de triglicerideos; e (2) suprimindo a hidrolise de triglicerideos e promovendo
a absorcdo de acidos graxos livres (AGL) e glicerol da circulacdo (Gastaldelli et al., 2017). No
estado alimentado, o transportador GLUT4 facilita a entrada de glicose nos adipécitos, ativando
a glicolise, que resulta na producdo de glicerol-3-fosfato, posteriormente utilizado na
lipogénese. O glicerol-3-fosfato é esterificado com 4&cidos graxos provenientes das
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs), formando triacilglicerol (TGA), que é
armazenado em goticulas lipidicas. Durante o estresse metabdlico, essas goticulas de TGA nos
adipdcitos sdo mobilizadas para fornecer AGL como fonte de energia para outros tecidos
(Galicia-Garcia et al., 2020).
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Uma resposta ineficaz a estimulagdo da insulina no tecido adiposo pode resultar em
lipdlise inadequadamente suprimida, captagdo insuficiente de glicose e liberagdo aumentada de
acidos graxos livres (AGLS) no plasma, mesmo com niveis elevados de insulina (Czech, 2020).
Dentre 0os componentes de sinalizacdo afetados pela resisténcia a insulina (RI) no tecido
adiposo, a ativacao defeituosa de AKT compromete a translocacdo do transportador GLUT4
para a membrana celular e estimula a ativagao de enzimas lipoliticas, agravando a hiperglicemia
(Czech, 2017). A RI no tecido adiposo esta associada & intolerancia a glicose e ao aumento da
liberacdo de AGLs no plasma, que se acumulam em outros tecidos, como o musculo esquelético
e o figado. No figado, o acimulo de AGLs prejudica a sinalizacdo da insulina, favorecendo a
gliconeogénese hepéatica e comprometendo a resposta do figado a insulina induzida pela glicose,
contribuindo para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 (DM2) (Galicia-Garcia et al., 2020).

No figado, a insulina desempenha um papel crucial tanto na regulagédo da producao e
utilizagdo de glicose quanto no metabolismo lipidico em geral. Quando os niveis de glicose no
sangue aumentam, as células j pancredticas secretam insulina, que se liga aos seus receptores
hepaticos, desencadeando sua autofosforilacdo. Esse processo leva ao recrutamento e
fosforilagcdo dos substratos do receptor de insulina, que ativam a PI3K. A PI3K, por sua vez,
fosforila o fosfatidilinositol-4-5-bifosfato (PIP2), convertendo-o em fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). O PIP3 ativa a PDK1, que entdo fosforila 0 AKT, que também e fosforilado
pelamTORC2. Com o AKT completamente ativado, ele participa de multiplas vias metabdlicas
a jusante, regulando processos como sintese de glicogénio, gliconeogénese, glicolise e sintese
de lipidios (Titchenell et al., 2017).

Em condicgbes fisioldgicas, a acdo combinada do glucagon e da insulina assegura a
regulacao precisa da producdo de glicose pelo figado. Enquanto o glucagon estimula a producéo
hepatica de glicose, a insulina age como um potente inibidor desse processo quando seus niveis
no sangue estdo elevados (Cherrington et al., 2007). No entanto, em casos de resisténcia a
insulina (RI) no figado, a sintese de glicogénio é prejudicada, a producdo de glicose ndo é
suprimida adequadamente, hd um aumento na lipogénese e na sintese de proteinas pro-
inflamatdrias. Essa producdo anormal de proteinas pro-inflamatdrias, associada a fatores como
0 estresse oxidativo, pode levar a um estado inflamatorio que contribui para a resposta alterada

do figado a insulina (Leclercq et al., 2007).

2.1.3 Complicac@es e Impacto na Saide do DM2
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Em condicdes de excesso nutricional, como as observadas na obesidade, a hiperglicemia
e a hiperlipidemia sdo comuns, promovendo a resisténcia a insulina (R1) e a inflamag&o crénica.
Nessa situagdo, as células B enfrentam pressdes toxicas, incluindo inflamagdo, estresse
inflamatorio, estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e estresse oxidativo, o que pode resultar
na perda da integridade das ilhotas pancreéaticas (Christensen; Gannon, 2019).

O excesso de acidos graxos livres e a hiperglicemia causam disfuncdo nas células J,
induzindo estresse no reticulo endoplasmatico (RE) por meio da ativacdo das vias da resposta
a proteina mal dobrada (RPD) (Yamamoto et al., 2019). A lipotoxicidade, glicotoxicidade e
glicolipotoxicidade associadas a obesidade geram estresse metabélico e oxidativo, resultando
em danos as células B (Halban et al., 1751). O estresse causado por altos niveis de acidos graxos
saturados ativa a RPD por diferentes mecanismos, como a inibi¢do da Ca?* ATPase do reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico (SERCA), responsavel pela mobilizagio de Ca?" no RE;
ativacdo de receptores IP3; ou comprometimento direto da homeostase do RE. Além disso,
niveis elevados e constantes de glicose aumentam a biossintese de pré-insulina e polipeptideos
amiloides nas células B, causando acimulo de insulina mal dobrada e de polipeptideos, além de
elevar a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) devido ao dobramento oxidativo de
proteinas (Yamamoto et al., 2019). Esses processos alteram a mobilizagdo fisioldgica de Ca?
no RE, favorecem sinais pré-apoptéticos, promovem a degradacdo do mRNA de pro-insulina e
induzem a liberacéo de interleucina-1 (IL-1), que recruta macrdfagos e intensifica a inflamacéo
local nas ilhotas (Halban et al., 1751).



22

Canal de Ca® Canal de K+ Lipotoxicidade
dependente de dependente de Glicotoxicidade
P2X voltagem

Glicolipotoxicidade

AGE

-\-Laan
Hiperglicemia

[ 3 a
0910“0 Estresse
Oxidativo

sw
pto?

cAMP — UPR

/ @  Glicose 1

P2Y

Sintese de
préinsuluna e IAP

Figura 3. Mecanismos que levam a disfuncédo de células beta. A hiperglicemia e a hiperlipidemia causam
estresse oxidativo, resultando na geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que bloguem a mobilizacao de
calcio e desencadeiam sinais pré-apoptéticos. O excesso de &cidos graxos livres e os altos niveis de glicose ativam
as vias apoptoticas da resposta a proteina mal ndo dobrada (RPD), gerando estresse no reticulo endoplasmatico. A
glicose e elevada por longos periodos também aumenta a producdo de pré insulina, contribuindo para a formacgéo
de EROs. . Fonte:Galicia-Garcia et al., 2020 (Adaptado). Criado com BioRender®.

Como mencionado anteriormente, 0 DM2 é uma doenca que afeta maltiplos sistemas
(Gast et al., 2012). Na maioria dos casos, 0 DM2 esta associado a uma série de complicacdes
em tecidos periféricos, como os rins, sistema cardiovascular, retina, sistema nervoso e figado.
Embora os sintomas e as manifestacbes dessas complicacdes sejam bem descritos, 0s
mecanismos moleculares envolvidos ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Demir et al.,
2021).

A doenca renal diabética (DRD), também conhecida como nefropatia diabética, é uma
complicacdo microvascular do DM1 ou DM2, com uma taxa de prevaléncia entre 30% e 40%.
A DRD é responsavel por 30% a 47% dos casos de doenca renal terminal (DRT) e é uma das
principais causas de morte associada ao diabetes. Um controle mais rigoroso dos niveis de
glicose no sangue esta relacionado a uma reducao na progressao da DRD. No entanto, pacientes
com diabetes ainda podem desenvolver a doenca renal, mesmo com controle estrito da glicemia
(Coca et al., 2012; Falkevall et al., 2017). A hiperglicemia e a resisténcia a insulina aumentam

a expressdo de angiotensina Il, que, por sua vez, induz a produgdo de espécies reativas de
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oxigénio (EROs) e ativa a sinalizacdo do TGFp1 (Chang et al., 2016; Yang et al., 2009).
Embora haja evidéncias de que o TGFB1 desempenhe um papel fundamental na fisiopatologia
da DRD, as terapias direcionadas a esse alvo ndo demonstraram eficacia em estudos clinicos
(Chang et al., 2017).

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de mortalidade e morbidade entre
pacientes com diabetes. Mais de 30% dos individuos com DM2 apresentam complicacdes
cardiovasculares, e quase metade das mortes associadas ao DM2 resulta de DCV (Einarson et
al., 2018). A DCV inclui uma variedade de disfungfes no sistema cardiovascular, como
aterosclerose, infarto do miocérdio, insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia. Embora o nimero
de estudos que investigam a relagdo entre DM2 e DCV esteja crescendo rapidamente, 0S
mecanismos patogénicos exatos ainda nao estdo completamente definidos (Demir et al., 2021).

A retinopatia diabética € uma complicagdo comum do diabetes, presente em cerca de
20% dos pacientes ja& no momento do diagnostico e desenvolvida por 40-45% dos individuos
ao longo da doenga. Essa condigé@o envolve a disfuncéo de dois tipos principais de células na
retina: as células endoteliais da microvasculatura retiniana e os pericitos, que se localizam
abaixo das células endoteliais para apoiar e regular sua funcao. Em resumo, a hiperglicemia, o
estresse oxidativo e 0s AGEs comprometem as juncdes apertadas entre as células endoteliais e
promovem o deslocamento e a apoptose dos pericitos (Demir et al., 2021).

Quase metade dos pacientes com diabetes apresenta complicaces no sistema nervoso
autdbnomo e periférico, conhecidas como neuropatia diabética. Geralmente, essa condicao afeta
as terminacGes nervosas sensoriais periféricas das mdos e membros inferiores, resultando em
dor, sensacdo de queimacdo, formigamento e dorméncia. Com a progressdo da doenca, as
terminacfes nervosas motoras nas extremidades inferiores também sdo danificadas, levando a
perda de equilibrio e a dorméncia dos pés, acompanhada pela reducéo da sensibilidade (Pham
et al., 2011; Pham et al., 2015; Schwarz, D. et al., 2020).

Além das patologias mencionadas anteriormente, dados recentes indicam que doencas
pulmonares restritivas, como a fibrose pulmonar, também podem surgir como complicagdes
tardias do diabetes (Kopf et al., 2018; Kopf; Nawroth, 2018). Embora esse seja um conceito
relativamente novo e ainda haja poucos estudos sobre os mecanismos envolvidos, evidéncias
substanciais sugerem que o dano ao DNA causado pela hiperglicemia e pelo estresse oxidativo
pode contribuir para o desenvolvimento da fibrose pulmonar associada ao diabetes (Kumar et
al., 2020; Kumar et al., 2017).

Entre 13% e 14% dos pacientes com diabetes enfrentam disfunc¢Ges cognitivas variadas,

incluindo deméncia, problemas de atencdo, memoria verbal prejudicada e déficits no
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funcionamento executivo. A resisténcia a insulina no cérebro pode ser um dos mecanismos
subjacentes que contribuem para o comprometimento da funcdo neural. Outras causas
potenciais incluem neuroinflamacdo, desregulagdo do metabolismo do ferro e acumulo de
proteina tau hiperfosforilada, que forma agregados proteicos, estabelecendo uma forte
associacdo entre DM2 e a doenga de Alzheimer (Lee et al., 2018).

As complicagbes do DM2 contribuem significativamente para a morbidade e
mortalidade associadas a doenca. Diante desses desafios, a busca por novas abordagens
terapéuticas tem se intensificado, incluindo a investigacdo de mecanismos celulares, como o
estresse do reticulo endoplasmatico que pode desempenhar um papel crucial na progressao do
DM2.

2.1.4 Doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) no DM2

A DHGNA é considerada uma das doencas hepaticas mais frequentes da atualidade,
caracterizando-se pelo acimulo de gordura no figado, quando este excede 5-19% do seu peso,
elevacOes das enzimas hepaticas e altera¢fes na funcao hepatica, podendo variar de esteatose a
esteato-hepatite, fibrose e cirrose (Scheidt et al., 2018). Estima-se que a DHGNA afeta um
bilhdo de individuos em todo o mundo e pode estar presente em aproximadamente 25% da
populacdo mundial. A prevaléncia de DHGNA parece aumentar com a idade e no sexo
masculino. O diagnéstico de DHGNA requer evidéncia de esteatose hepatica, seja por imagem
ou histologia, e auséncia de etiologias secundarias de acumulo de gordura hepatica, como
consumo excessivo de alcool, uso prolongado de medicamentos esteatogénicos (como
tamoxifeno), infeccdo pelo virus da hepatite C, disturbios hereditarios monogénicos,
desnutricdo grave e doenca de Wilson (Cotter; Rinella, 2020)

A DHGNA é manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica e vem se tornando uma
complicacdo cada vez mais comuns DM2. Em condic¢des normais, o figado tem uma excelente
capacidade de lidar com o estresse agudo e se regenerar quando necessario. A apoptose de
células danificadas é fundamental nesse processo regenerativo, mas deve ser controlada para
manter a funcdo hepética saudavel. No entanto, a exposicdo continua a hiperglicemia,
resisténcia a insulina e ao acumulo excessivo de lipidios induz um estado inflamatério crénico,
onde a lipotoxicidade e o estresse oxidativo favorecem a progressdo da DHGNA para fibrose
e, eventualmente, para cirrose se ndo tratada adequadamente. Nao existem terapias especificas
para tratar essa patologia e/ou fibrose hepatica e, atualmente, ja representam a principal causa

de transplantes de figado em todo o0 mundo (Demir et al., 2021).
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A insulina, como horménio anabdlico, desempenha um papel central no armazenamento
de triglicerideos. Ela facilita a esterificacdo e armazenamento de &cidos graxos e inibe a lipolise.
Sob condi¢des normais, as células B do pancreas liberam insulina ap6s uma refeicdo ou em
resposta a liberacdo de hormdnios, como catecolaminas e glucagon. A insulina reduz a
producdo de glicose hepética e estimula a absor¢do de glicose pelos tecidos periféricos,
enquanto horménios como o GLP-1 promovem gliconeogénese, glicogendlise e producédo
hepética de glicose. Além de favorecer a captagdo de glicose pelo tecido adiposo e hepética, a
insulina também inibe a producéo de glicose pelo figado (Kumar, 2020). Em pessoas com DM2,
a depuracdo hepaética de insulina é diminuida, correlacionando-se com a gravidade da sindrome
metabdlica. Curiosamente, a insulina tem propriedades anti-inflamatérias e pré-inflamatorias
(Bergman et al., 2019).

O termo “resisténcia insulinica” refere-se, em geral, a captacdo reduzida de glicose
mediada pela insulina, sendo caracterizada pela resposta celular inadequada a niveis normais
de insulina em diferentes tecidos. Essa resisténcia aumenta a glicolise e a liberacdo de acidos
graxos livres para suprir necessidades periféricas, direcionando a maior parte da glicose para o
cérebro (Akuta et al., 2020). Como resultado, a hiperinsulinemia ocorre devido ao esfor¢o das
c€lulas B para compensar a resisténcia, aumentando a liberagdo de insulina. A ingestdo calorica
excessiva prejudica a sinalizacdo do receptor de insulina, resultando em uma supressao
inadequada da liberacdo de acidos graxos livres e comprometimento na liberacdo de oxido
nitrico (NO) (Gambino et al., 2016). A resisténcia insulinica e a inflamacao criam um ciclo
vicioso, no qual cada condicdo intensifica a outra, acelerando o desenvolvimento da DHGNA
e outros distdrbios metabdlicos na presenca de lipotoxicidade (Hong; Choi, 2020). Em obesos
e magros, a resisténcia a insulina elevada foi o fator mais relevante para DHGNA, e estudos
associam 0s niveis séricos de insulina ao balonamento e a inflamacao lobular hepatica (Enooku
etal., 2018; Huang, J.-F. et al., 2020). A complexa relacdo entre resisténcia a insulina, DHGNA
e DM2 é mantida por um ciclo vicioso, em que a obesidade induzida por dietas desencadeia as
vias de lipotoxicidade e glicotoxicidade, ambas mediadas pela insulina através da resisténcia a

insulina (Tanase et al., 2020).
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Figura 4. Mecanismos que ligam DHGNA e DM2. Interacdo entre figado, tecido adiposo e pancreas na
fisiopatologia da resisténcia insulinica e da disfuncéo hepética induzida pelo consumo excessivo de agUcar. Dietas
ricas em agucares (DRS) simples estimulam, inicialmente, a lipdlise do tecido adiposo, levando ao aumento de
cidos graxos livres na circulacdo, que sdo captados pelo figado, contribuindo para o aumento da sintese de
triglicerideos, ativacao de proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico, como SREBP1c e ChREBP, e producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS). As DRS também estimulam lipogénese de novo no figado através do
ChREBP e SREBPlc. Todas essas alteracbes promovem lipotoxicidade, resisténcia insulinica hepética e
gliconeogénese, exacerbando a produgdo de glicose e o acumulo de ceramidas e diacilglicerdis no figado. Esse
processo contribui para a progressdo de doencas hepéticas, como esteatose, esteato-hepatite e cirrose hepéatica. No
pancreas, ocorre disfungdo das células P, agravando o quadro de resisténcia insulinica e favorecendo o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2. Fonte: Tanase et al., 2020 (Adaptado).

2.2 Estresse do Reticulo Endoplasmético (RE)

2.2.1 Definicdo e Funcdes do Reticulo Endoplasmaético

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela celular multifuncional com papel vital
em multiplos processos fisioldgicos. O RE orquestra o dobramento e a translocacéo de proteinas
secretoras e transmembranares, regula o Ca2+ celular, armazenamento e sinalizacdo, e participa
da producdo de lipideos celulares, como colesterol, glicerofosfolipidios e ceramidas. Uma

grande proporgdo da sintese de proteinas intracelulares ocorre dentro do lIimen do RE. A
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interrupcdo da capacidade de dobramento da proteina leva ao acimulo de proteinas desdobradas
no limen do RE. A perturbacéo resultante da homeostase do RE é chamada de estresse do RE
(ERE). Mecanismos adaptativos, incluindo a degradacao associada a RE (ERAD), resposta a
proteina desdobrada (RPD) e reticulofagia, sdo ativados para neutralizar o estresse elevado do
RE. O ERAD controla a remocédo de proteinas mal dobradas do limen do RE. A RPD tenta
restaurar a proteostase, mas a ativacdo persistente da RPD pode levar a uma resposta pro-
apoptética. A reticulofagia € um processo de remodelacdo do RE e reciclagem seletiva do RE
por autofagia, que reduz o estresse do RE removendo o excesso de membranas e proteinas do
RE. Além disso, o RE se comunica com organelas vizinhas, incluindo endossomos, lisossomos,
fagossomos, mitocondrias e membrana plasmatica, todos essenciais para facilitar o
metabolismo lipidico, homeostase do célcio e a troca de varios ions entre as organelas (Ren et
al., 2021).

2.2.2 Mecanismos de Estresse do Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) € uma organela exclusiva de células eucariotas, que
se forma a partir de invaginagdes da membrana nuclear, gerando cisternas em formato de lamina
e uma rede de tdbulos que se conecta o espaco perinuclear a outras organelas citoplasmaticas.
Ele se divide morfologicamente em duas partes distintas, o reticulo endoplasmatico rugoso e o
liso, diferenciadas pela presenca ou auséncia de ribossomos ligados a sua superficie
citoplasmatica. O RE liso esta principalmente envolvido na sintese de lipideos e esteroides,
biogénese da membrana e armazenamento de célcio, enquanto o RE rugoso é o local principal
de dobramento de proteina (Bravo et al., 2013; Shibata et al., 2006). O controle da qualidade
no dobramento de proteinas é mantido por chaperonas transmembranares e luminais, que
auxiliam no dobramento das proteinas recém-sintetizadas, na sua correta movimentacdo e
secre¢do, enquanto direcionam as proteinas mal dobradas para o trafego retrégrado ao citosol e
posterior degradacdo proteassoma (Araki; Nagata, 2011).

O ndcleo de chaperonagem (dobramento proteico) é composto principalmente por
calnexina (CNX) e calreticulina (CRT), que possuem um dominio em forma de braco estendido
para interacdo com a ERP57, uma tiol oxidorredutase da familia da proteina dissulfeto
isomerase (PDI). As proteinas recém-sintetizadas sdo capturadas pelo complexo
CNX/CRT/ERP57, permitindo que as enzimas foldase e isomerase atuem na formacdo da
estrutura terciaria. Além disso, a proteina regulada pela glicose de 78 kDa (GRP78 ou BiP) tem

um papel essencial na modulacdo do influxo de proteinas, no selamento de canais de
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translocacgéo inativos, no dobramento proteico, oligomerizacdo e desagregacdo. Se 0 processo
de chaperonagem falhar, as proteinas ndo dobradas ou mal dobradas sdo degradas por um
mecanismo conhecido como degradacdo associada ao RE (ERAD), que inclui ubiquitinagéo,
translocacdo do RE para o citosol e degradacdo proteassoma. Esses processo contribuem para
a manutencdo da homeostase proteica do RE, frequentemente referida como proteastase do RE
(Araki; Nagata, 2011; Hebert; Molinari, 2007).

Apesar do rigoroso controle de qualidade no reticulo endoplasmatico, sua homeostase
pode ser desafiada por diversas condi¢cdes, como hipoxia, isquemia, privacdao de sono, jejum
prolongado, excesso de absorcdo celular de carboidratos e lipidios, alteracbes anormais nos
niveis intracelulares de calcio, além do estresse oxidativo. Esses fatores prejudicam o
dobramento, trafego e secrecdo de proteinas, resultando no acimulo de proteinas mal dobradas
ou nao dobradas no lumen do RE, uma condigdo conhecida como estresse do RE. Para restaurar
a homeostase, as células ativam vias adaptativas de sinalizacdo mediadas pela resposta a
proteina desdobrada (RPD), que tém como objetivos: (1) reduzir a sintese global de proteinas
para evitar a sobrecarga do RE e melhorar a qualidade do dobramento; (2) aumentar a produgéo
de chaperonas e proteinas antioxidantes; (3) intensificar a sintese de componentes da via de
degradacdo associada ao RE (ERAD); (4) degradar mRNAs defeituosos; e (5) ativar
mecanismos de autofagia (Wang; Kaufman, 2016).

As vias adaptativas da RPD sdo ativadas por trés proteinas transmembranares do
reticulo endoplasmatico: inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1), protein kinase RNA-like ER
kinase (PERK) e activating transcription factor 6 (ATF6). Um aspecto comum dessas proteinas
sensoriais é que possuem um dominio luminal, responsavel pela deteccdo de proteinas
desdobradas, e um dominio citosélico, que transmite sinais para a regulacdo transcricional e
traducional (Rutkowski; Kaufman, 2004). Em condi¢fes normais, a GRP78 se liga a essas
proteinas sensoras, ocultando seus dominios de deteccdo luminal. No entanto, quando a
homeostase do RE € perturbada, a GRP78 se dissocia para ajudar no dobramento de proteinas,
permitindo que as proteinas sensoras se autofosforilem, dimerizem ou oligomerizem, ativando
suas respectivas vias de sinalizacdo (Cao et al., 2012; Pfaffenbach; Lee, 2011).

IRE-1 é uma proteina transmembrana do reticulo endoplasmatico do tipo I, presente
em duas isoformas. A IRE-1a ¢ expressa de maneira ubiqua, desde leveduras até humanos,
sendo crucial para o desenvolvimento embrionario, enquanto a IRE-1B €é especificamente
expressa em células epiteliais do intestino de mamiferos (Hollien, 2013; Urano et al., 2000).
Ambas as isoformas possuem atividades de quinase Ser/Thr e endoribonuclease Unicas, sendo

responsaveis por catalisar um splicing ndo convencional de um intron de 26 nucleotideos do
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MRNA Xbp1 néo processador (Xbplu), gerando sua forma processada (Xbpls). A traducéo de
Xbpls resulta em um potente fator de transcricdo que atua como regulador principal da
capacidade funcional do reticulo endoplasmatico (Gardner; Walter, 2011; He et al., 2010). No
nucleo, o XBP1s aumenta a expressao de genes que codificam chaperonas, componentes da via
ERAD e do maquinério de sintese de fosfolipideos, essenciais para a expansdo da membrana
do reticulo endoplasmatico durante o estresse do RE (Lee et al., 2003). Embora a funcdo da
proteina XBP1u, traduzida a partir do mRNA XbpZlu, seja pouco compreendida, sabe-se que
ela pode formar heterodimeros com XBP1s, suprimindo sua funcdo em determinadas condi¢Ges
(Yoshida et al., 2006).

PERK ¢é uma proteina transmembrana do tipo 1 no reticulo endoplasmatico, estrutural
e funcionalmente semelhante a IRE-1a. Sua ativagio resulta na fosforilagdo do residuo Ser51
na subunidade o do fator de inicia¢do eucariotico 2 (eIF2a), 0 que leva a traducao do activating
factor 4 (ATF4) (Harding et al., 2000). A fosforilagdo de eIF2a por PERK inibe a formagao do
ribossomo 80S, causando uma reducdo geral na sintese de proteinas. Enquanto isso, ATF4
promove a expressao de genes relacionados a sobrevivéncia celular, incluindo aqueles
envolvidos no dobramento de proteinas (principalmente chaperonas), equilibrio redox,
metabolismo de aminoacidos e autofagia (Ameri; Harris, 2008). Além disso, PERK também
fosforila e ativa o nucelar factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), levando a sua dissociagdo
da proteina KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, e a migracdo de NRF2 para o nucleo,
onde ele se liga a antioxidant responsive element (ARE) nos promotores de genes para regular
a transcricdo de genes antioxidantes e desintoxicantes de fase Il (Nguyen et al., 2009).

Em contraste com IRE-1a e PERK, ATF6 (nas isoformas a ¢ ) € uma proteina
transmembranar do tipo Il com 90 kDa que codifica um fator de transcri¢ao basic leucine zipper
(bZ1P) em seu dominio citosélico. Durante o estresse do RE, 0 ATF6 interage com a proteina
coat protein Il (COPII) e é transportado do RE para o Complexo de Golgi, onde é clivado
sequencialmente pelas proteases site-1 e site-2 (S1P e S2P, respectivamente). Essa clivagem
libera o fator de transcricdo ATF6 ativo de 50kDa (ATF6f). O ATF6f é entdo translocado para
o0 nucleo, onde regula positivamente a expressao de genes que codificam componentes da via
ERAD e Xbp1l (Shen; Prywes, 2005).
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Figura 5. As vias de sinalizacdo da RPD. As vias de sinalizacdo da RPD comecam quando ha uma falha no
dobramento de proteinas no limen do reticulo endoplasmatico (RE), o que resulta no acumulo de proteinas nao
dobradas, gerando o estresse no RE. Para tentar restaurar o equilibrio, uma série de processos adaptativos é ativada.
O primeiro mecanismo de defesa envolve o chaperonamento correto dessas proteinas defeituosas por varias
chaperonas, com destaque para a GRP78 (ou BiP). Se as proteinas ndo forem corrigidas, sdo direcionadas para a
o centro de degradacéo associada ao RE (ERAD), um processo ho qual as proteinas ndo dobradas sdo retrafegadas
para o citosol, poliubiquitinadas e degradadas pelos proteassomos. Ao mesmo tempo, a resposta as proteinas €
acionada com a ativacao de trés sensores transmembranares: IRE1, PERK e ATF6. A ativacdo de cada um desses
sensores acontece quando a GRP78 se dissocia deles para ajudar no dobramento proteico. ATF6, uma vez liberado,
é transportado ao Aparelho de Golgi, onde € clivado, liberando um fragmento que entra no nicleo e a expresséo
de genes especificos. IREL se dimeriza e autofosforila, ativacdo sua fungdo de RNAse, que edita 0 mMRNA XBP1,
transformando-o em XBP1s, um fator de transcri¢cdo que também se dirige ao nucleo. Alem disso, IRE1 degrada
MRNAs defeituosos por meio do processo RIDD. Ja a PERK, apo6s ativacdo, fosforila o elF2a, reduzindo a
traducdo proteica global e ativando o fator de transcricdo ATF4. PERK também pode fosforilar o0 nRF2, um
regulador da resposta antioxidante. Juntos, ATF6f, XBP1s, nRF2 e ATF4 promovem a expressao de genes que
aumentam a producdo de chaperonas, componentes do ERAD, melhoram o controle de qualidade do RE,
estimulam a autofagia, a defesa antioxidante e outros processos que garantem a homeostase celular. Fonte: Pinto
etal., 2018 (Adaptado)

Como discutido anteriormente, a RPD é ativada para restaurar a homeostase do
reticulo endoplasmatico (ER) em situacdes de estresse agudo. No entanto, quando a ativacao
da RPD se prolonga, ela pode desencadear a apoptose, principalmente através da ativacdo das
proteinas ATF4 e ATF6, que regulam a proteina C/EBP homologous protein (CHOP). CHOP,
um membro da familia C/EBP de fatores de transcricdo bZIP, é amplamente reconhecido como
um marcador chave da via apoptotica mediada pelo estresse do RE. As ac¢es subsequentes
associadas a CHOP incluem: (1) supressdo da proteina anti-apoptética BCL-2 (B-cell
lymphoma 2) (Mccullough et al., 2001); (2) ativacdo de fatores pr6-apoptéticos, como BIM
(Bcl-2-like protein 11) (Puthalakath et al., 2007), PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) (Puthalakath et al., 2007), BAX (Blc-2 associated X protein) e BAK (Bcl-2
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homologous antagonista killer) (Zong et al., 2003); (3) aumento da expressdo de TRB3
(tribbles homolog 3), um modulador de sinalizacdo em cascatas apoptéticas (Ohoka et al.,
2005); e (4) ativagdo de GADD34, que promove a desfosforilacdo de elF2a (Marciniak et al.,
2004). Além disso, a CHOP contribui para o aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas mitocrondrias, levando a oxidacéo de tidis essenciais nos canais de Ca2+
sensiveis a rianodina e prejudicando a homeostase de Ca2+ (Rozpedek et al., 2015). A CHOP
também reduz a expressdo de GRP78, intensificando o estresse do RE (Zhao et al., 2015).

Além da CHOP, outras vias também desempenham um papel importante na apoptose
induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico (RE). Por exemplo, a ativacdo da c-jun n-
terminal quinase (JNK) medida por IRE-1a resulta na supressdo da BCL-2 e na regulacdo da
expressao de BIM (Lei; Davis, 2003; Yang; Yao, 2015). De forma semelhante, a proteina
tumoral p54 aumenta a expressdo de PUMA e NOXA, gque sdo componentes cruciais da familia
de proteinas apoptéticas BH3-only (Shibue et al., 2006). A hipertativacdo de IRE-10 também
promove a expressdo da proteina pro-oxidante TXNIP (proteina que interage com tiorredoxina),
a qual ativa inflamassomas, além de desencadear a morte celular por uma via dependente de
Caspase-1 (Chen, D. et al., 2018; Lerner et al., 2012).

A amplificacéo de todos esses fatores pro-apoptéticos associados ao RE converge para
0 comprometimento da integridade mitocondrial, resultando na morte celular. A superexpressao
de proteinas BH3-only, como BIM, PUMA e NOXA, inibe as proteinas da familia BCL-2, que
tem funcdo protetora na mitocdndria, e ativa diretamente os fatores pro-apoptéticos BAX e
BAK. A acdo de BAX e BAK leva ao comprometimento da membrana mitocondrial externa,
permitindo a liberacdo de citocromo C no citoplasma. Essa liberacdo desencadeira a ativacédo
das caspases efetoras, como a Caspase-3, que conduzem a célula de forma irreversivel a
apoptose ou necrose (Iurlaro; Mufioz-Pinedo, 2016; Tait; Green, 2013).

Os mecanismos que controlam a mudanca da sinalizacéo adaptativa da RPD para uma
resposta apoptotica ainda ndo sdo completamente compreendidos. Pesquisas realizadas tanto in
vitro quanto in vivo indicam que fatores de adaptacéo e componentes do ERAD sédo produzidos
simultaneamente com elementos da RPD que promovem a morte células (Hetz, 2012; Pinto et
al., 2016). As proteinas IRE-1a e PERK parecem ter um papel crucial nesse processo de
transicdo. Durante a fase adaptativa, ambos os caminhos, IRE-1a e PERK, sdo ativados.
Contudo, quando o estresse do RE persiste, a expressdo de IRE-1a ¢ reduzida por moduladores
negativos, enquanto PERK e seus fatores pro-apoptoticos relacionados, como CHOP e
GADD34, continuam ser expressos (Lin et al., 2009; Pinto et al., 2016; Woehlbier; Hetz, 2011).
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Figura 6. Vias apoptéticas associadas ao estresse do RE. As vias de apoptose relacionadas ao estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) ocorrem quando o estresse cronico do RE faz a sinalizacdo adaptativa da RPD mudar para
um estado pré-apoptotico. Nesse processo, a IRE-1a também degrada mRNAs de proteinas responsaveis pelo
dobramento correto através do mecanismo RIDD, além de induzir a expressdo de TXNIP, uma proteina pro-
oxidante que ativa os inflamassomas. A sinalizacdo via ATF4 e ATF6 estimula a superexpressdo do fator de
transcricdo CHOP, que suprime Bcl-2 e aumenta a producéo de fatores pro-apoptotico da familia BH3, como BIM,
PUMA e NOXA, além de BAX e BAK. CHOP também eleva os niveis de GADD35, o que desfosforila o elF2a
e estimula a producéo de espécies reativas de oxigénio mitocondrias. Além disso, a proteina tumoral p53 auxilia
na ativacdo desses fatores apoptdticos. Nas mitocondrias, essa cascata de sinais apoptéticos cria um ambiente
oxidativo mediado por ERQOS, provoca a liberagdo de citocromo C e interrompe a homeostase do célcio, levando
a ativacdo da via de apoptose regulada por caspases e a morte celular programada. Fonte: Pinto et al., 2018
(Adaptado).

Além dos conhecidos papéis do estresse de RPD e do RE na sobrevivéncia celular, ha
evidéncias que destacam sua importancia na regulacéo da fisiologia e do metabolismo celular,
assim como na iniciacdo e progressao de diversas doencas humanas (Rutkowski; Hegde, 2010).
Os componentes da RPD influenciam diferentes processos fisiol6gicos, como a diferenciacao
celular (Han et al., 2013; Iwakoshi et al., 2003), a atividade secretora (Harding et al., 2001;
Huh et al., 2010; Lee et al., 2005), a imunidade inata (Martinon et al., 2010), a cognicéo e
neurogénese (Costa-Mattioli et al., 2005; Hayashi et al., 2007), e 0 metabolismo de glicose
(Wagner; Moore, 2011) e lipidios (Wang et al., 2012). Adicionalmente, diversos estudos
indicam que o fracasso na sinalizacdo adaptativa da RPD e a ativacdo das vias de estresse ER
pro-apoptoticas estdo intimamente ligados a doencas do desenvolvimento, como distdrbios
genéticos (Imai et al., 2002; Nichols et al., 1998), cancer (Urra et al., 2016), doencas
neurodegenerativas (Hetz; Mollereau, 2014), e disfuncdes metabdlicas (Hasnain et al., 2014;
Ozcan et al., 2004; Rutkowski et al., 2008).

2.2.3 Estresse do RE no Contexto do DM2
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O estresse do RE é desencadeado por diversas condi¢des que perturbam a sua funcéo,
resultando na ativagdo da RPD, um mecanismo celular de adaptacdo e sobrevivéncia. No
contexto das doengas cronicas, como o DM2, essa resposta pode se tornar desregulada,
contribuindo para a patogénese da doenca. O estresse no reticulo endoplasméatico desempenha
um papel significativo na origem e progresséo do diabetes. Diversos fatores, como alteragdes
no metabolismo de glicose e lipidios, estresse oxidativo, elevacdo de fatores inflamatorios e
disfuncbes nas vias de sinalizacdo da insulina, podem desencadear o estresse do reticulo
endoplasmaético. Esses fatores podem atuar de forma isolada ou em conjunto, além de interagir
de maneiras complexas com o ERE, intensificando o desenvolvimento do diabetes. Assim, o
ERE exerce uma funcdo reguladora essencial do processo patolégico do DM2 (Chen et al.,
2024).

A RI é uma fase inicial no desenvolvimento do DM2 e pode ser desencadeada por ERE
(Saltiel, 2021). Segundo Lee et al., 0 ERE € uma causa de resisténcia a insulina no figado e nas
células B pancreaticas (Lee et al., 2022). Além disso, Coskun et al., identificaram que, em ratos
com RI, os niveis de marcadores do ERE, como ATF4, ATF6, PERK e IREla, estavam
significativamente mais elevados em comparagdo com ratos normais (Coskun, 2020). Portanto,
0 ERE pode estar envolvido no surgimento da resisténcia a insulina, possivelmente por meio
da alteracdo da estrutura das membrana mitocondriais, e de vias como PERK-eiF2a, IRE1-
XBP1 e ATF6 (Chen et al., 2024).

O ERE pode aumentar a expressdao do gene DNA damage response (REDDL1) através
da via PERK-eIf20-ATF4, induzindo assim a Rl (Regazzetti et al., 2010; Vega-Rubin-De-Celis
etal., 2010; Xu et al., 2020). REDD1 é um gene de resposta ao estresse celular que desempenha
um papel regulador em processos fisioldégicos importantes, como o crescimento celular, o
metabolismo e a autofagia. Em um estudo conduzido por Whitney et al. em fibroblastos
embrionarios de camundongos (MEFs) com diferentes gendtipos (PERK+/+, PERK -/-,
ATF4+/+ e ATF4 -/-), foi demonstrado que a fosforilagdo sequencial de PERK ¢ elF2a
promovida pelo ERE resultou no aumento da expressdo da proteina ATF4, um fator de
transcricdo essencial para a elevacdo de REDD1 (Kimball; Jefferson, 2012; Whitney et al.,
2009). Kimball et al. verificaram que a inducdo do ERE, utilizando um indutor especifico,
aumentou significativamente a expressdo de REDD1 foram inibidas no figado de camundongos
com deplecdo de PERK (Kimball; Jefferson, 2012). Em outro estudo, Moore et al. induziram
ERE em células de Mller da retina com glicose e observaram um aumento significativo na

expressdo de REDDL1 e na indugdo de RI nas células. Esses experimentos sugerem que o ERS
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pode induzir resisténcia a insulina ao aumentar a expressdo de REDD1 através da via PERK-
elF2a-ATF4 (Moore et al., 2016).

O REDD1 contribui para a resisténcia a insulina ao suprimir a atividade do complexo
mTORC1, o que resulta na fosforilacdo da serina em IRS1 e na inibicdo da ativacdo de S6K1
na via de sinalizacdo da insulina. Estudos indicam que a insulina aumenta a expressao de
REDD1 em adipdcitos, diminuindo a fosforilagdo de S6K1, o que pode comprometer a
sinalizacdo da insulina e induzir Rl (Lamming et al., 2012; Regazzetti et al., 2010). Além disso,
pesquisas mostram que niveis elevados de REDD1 inibem o mTORC1, reduzindo a
sensibilidade a insulina nos musculos e induzindo RI em pacientes diabéticos durante o clamp
euglicémico hiperinsulinémico (Williamson et al., 2015).

A via de sinalizagdo IREla-XBP1 desencadeia resisténcia a insulina (RI) durante o
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) ao promover a fosforilacdo de serina do IRS1, o que
interfere na sinalizagdo da insulina. Em condig¢des normais, o IRS1 é fosforilado em residuos
de tirosina, ativando a via PI3K-AKT, responsavel pela captacdo e metabolismo da glicose. No
entanto, durante o ERE, ocorre a desfosforilacdo dos residuos de tirosina do IRS1 e a
fosforilagdo em residuos de serina por um mecanismo dependente de JNK, o que prejudica a
sinalizacdo da insulina, resultando em RI e diabetes (Ozcan et al., 2004; Zhang et al., 2016).

Estudos indicam que, em figados de ratos com diabetes tipo 2 (DM2), os niveis de
marcadores do ERE, como IRE1a e XBP1, estdo elevados, acompanhados por um aumento na
fosforilacdo de serina do IRS1 e uma reducdo na sensibilidade a insulina (Tang et al., 2018).
Além disso, a pesquisa de Ozcan et al. demonstrou que fibroblastos de camundongos deficientes
em XBP1 apresentaram um aumento na fosforilacdo de serina do IRS1, junto com niveis
elevados de ERE e RI. No entanto, quando a expressdo de XBP1 foi restaurada nesses
fibroblastos, houve um aumento significativo na fosforilacdo de tirosina do IRS1 e uma reducgéo
na fosforilacéo de serina, o que melhorou a sinalizacéo da insulina e reduziu tanto o ERE quanto
a RI. Esses achados destacam que o ERE pode aumentar a fosforilagcdo de serinado IRS1 através
da via IRE1a-XBP1, suprimindo a sinalizacdo da insulina e promovendo a resisténcia a
insulina. Portanto, manter a expressdo adequada de XBP1 € crucial para regular a resisténcia a
insulina (Ozcan et al., 2004).

A interferéncia na sinalizacdo da insulina pelo estresse do reticulo endoplasmatico
(ERE) através da via ATF6 pode levar a resisténcia a insulina. De acordo com Wang et al., o
ATF6, durante o ERE, eleva a expressdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), um
regulador negativo da sinalizagdo da insulina. Esse aumento contribui para a inibicdo da

ativacdo de quinases proteicas a jusante e da fosforilagdo de reguladores metabdlicos, reduzindo
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a capacidade de sinalizagdo da insulina e favorecendo o desenvolvimento da Rl (Wang et al.,
2009). Li et al. mostraram que o inibidor especifico de PTP1B, LPMP, é capaz de reduzir
significativamente os niveis de ERE, restaurar a fosforilacéo de tirosina do IRS1, aumentar a
fosforilagdo de AKT a jusante, ativar a via de sinalizagdo da insulina e diminuir a glicose
sanguinea elevada. Esses estudos indicam que o ERE diminui a transducdo do sinal de insulina
ao promover a expressdo de PTP1B por meio do ATF6, o que acaba resultando na resisténcia a
insulina (Li, D. et al., 2021).

A producdo insuficiente de insulina é um dos principais aspectos patolégicos do DM2.
O ERE compromete tanto a sintese quanto a liberacdo de insulina por meio de diversas via,
como PERK-elF2a, IRE1a-XBP1/RIDD, alteragdes nos niveis de Ca2+ e apoptose nas células
B, entre outros (Chen et al., 2024).

A exposicdo continua ao ERE pode reduzir a atividade de PERK, bloquear a
sinalizacdo da via PERK-elF2a, diminuir a sensibilidade a insulina, e desencadear o
dobramento incorreto da pro-insulina, resultando em uma producdo inadequada de insulina,
hiperglicemia e diabetes. Estudos diversos investigaram o impacto da PERK e elF2a nas células
B do pancreas ¢ na secre¢ao da insulina. Liu et al. identificaram que que a auséncia ou mutacao
de PERK e elF2a em células B pode altear a formagao das ligagdes dissulfeto da pro-insulina,
aumentando o dobramento incorreto e comprometendo a secrec¢éo de insulina (Liu et al., 2018).
Harding et al. relataram que camundongos modificados geneticamente sem PERK desenvolvem
hiperglicemia ¢ sofrem apoptose das células B pancreaticas (Harding et al., 2001). Alem disso,
Xu et al. evidenciaram que o ERE mediado por miR-204 pode prejudicar a via de sinalizagdo
PERK-elF2a, agravando a apoptose das células B e reduzindo a secrecdo de insulina. Esses
resultados sugerem que o ERE induzido pela hiperglicemia contribui para o dobramento
inadequado da pro-insulina e interfere na sintese e liberacdo de insulina através da via PERK-
elF2a (Xu et al., 2016).

O estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) continuo pode induzir a morte de células
B e inibir a sintese e secre¢do de insulina através da via IRE1a-XBP1, ativando a via CHOP.
Lipson et al. expuseram células B pancreaticas a um ambiente de alta glicose e observaram um
aumento significativo na expressdo de marcadores do ERE, como BiP, Wfs1 (um gene alvo de
IREla), XBP1 ¢ CHOP (Lipson et al., 2006). Quando as células B foram submetidas a
diferentes concentracBes de glicose, 0s niveis de expressdo de p-IRElo aumentaram
proporcionalmente a concentracdo de glicose, enquanto o contetdo de insulina inicialmente
subiu, mas depois diminuiu. Esses resultados indicam que o ERE prolongado pode reduzir a

sintese de insulina por meio da ativagdo excessiva de IREla. Allagnat et al. relataram que a
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superproducdo de XBP1 compromete a secre¢do de insulina, reduz a expressdo do gene da
insulina, induz apoptose de células 3 e suprime a secre¢do de insulina. (Allagnat et al., 2010)
No entanto, o ERE prolongado por meio de IRE1la regula negativamente o XBP1 spliced, o
que, por sua vez, reativa IREla em excesso, inibindo a secre¢do de insulina. Engin et al.
relataram que durante a progressdo do pré-diabetes para o diabetes, a expressdo de XBP1
spliced inicialmente aumenta e, posteriormente, diminui (Engin et al., 2013). Ann-Hwee Lee et
al., descobriram que a deficiéncia de XBP1 ndo so prejudica a resposta de RPD das células f,
mas também leva a ativagdo excessiva do seu regulador upstream, IREla, resultando na
degradacdo de um subconjunto de mRNAs que codificam enzimas de processamento de pro-
insulina. Isso resulta em fung¢do celular B comprometida e inibi¢ao da secrecdo de insulina em
camundongos mutantes para XBP1. Esses achados sugerem que o ERE pode causar disfuncao
das células P e inibir a secre¢do de insulina via IRE1a-XBP1 (Lee et al., 2011).

A ativacdo excessiva e continua de IREla pode resultar em uma super-reacdo de
RIDD. Como consequéncia, a via de sinalizacdo JNK ¢ ativada, o que inibe a fosforilacdo de
IRS1. Essa interrupcgéo na sinalizagdo da insulina compromete a secre¢édo de insulina e acaba
levando a apoptose das células . Pesquisas indicam que a ativagdo excessiva prolongada de
IRE1 nos tecidos pancreaticos pode desencadear RIDD, provocar a morte das células
pancreaticas, e assim, inibir a secre¢do de insulina (Madhavan et al., 2022; Ozcan et al., 2004;
Wang; Kaufman, 2016).

O célcio (Ca®") desempenha um papel importante na promocgdo da secrecdo de
insulina, facilitando o inicio e a fusdo dos granulos precursores de insulina @ membrana
plasmatica das células B pancreaticas, o que contribui para a secre¢do de insulina (Lv et al.,
2022). Bloqueadores dos canais de calcio (BCCs) foram descobertos como redutores do risco
de hipoglicemia grave em pacientes com hiperinsulinemia, indicando que o Ca2+ estimula a
secrecdo de insulina pelas células  (Nam et al., 2021). Enquanto um nivel adequado de ERE
aumenta a concentracdo de Ca2+ intracelular, o ERE prolongado provoca um rapido aumento
nos niveis de Ca?*, exacerbando o proprio ERE, promovendo a apoptose das células B e
reduzindo a secrecdo de insulina. Estudos de Zhang et al. e Li et al. mostram que o ERE
prolongado desestabiliza a homeostase de calcio no RE, diminuindo o Ca** no RE e
aumentando os niveis citoplasmaticos, o que inibe a secrec¢do de insulina (Li, L. et al., 2021;
Zhang et al., 2023). Sabatini et al. demonstraram que estimulagdo cronica de Ca?* amplifica o
ERE, levando a disfun¢ao das células e suprimindo a sintese e secre¢do de insulina (Sabatini
et al., 2019). Berra-Romani et al. também relataram que a atividade reduzida da Ca?*-ATPase

em células endoteliais da aorta de ratos com DM2 eleva a concentragio de Ca?* citoplasmatico,
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promove ERE, induz apoptose das células 3 e inibe a secre¢do de insulina. Esses resultados
sugerem que o ERE prolongado pode ativar excessivamente a sinalizagdo de Ca?*,
comprometendo as células B e inibindo a secregdo de insulina (Berra-Romani et al., 2019).

A apoptose das células B pancreaticas ¢ um dos principais fatores responsaveis pela
secrecdo insuficiente de insulina. O estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) e a resposta a
proteina mal dobrada (RPD), ambos induzidos pela hiperglicemia, estdo associados a disfungédo
e apoptose das células B em casos de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Engin et al., 2014,
Kilanowska; Ziotkowska, 2022; Yang et al., 2022). O ERE é um dos principais mecanismos
que levam a apoptose celular, resultando na secrecdo inadequada de insulina pela células 3
pancreaticas (Shahrestanaki et al., 2019). A morte celular programada provocada por ERE
prolongado é a principal forma de apoptose das células B, e as vias de sinalizagdo envolvidas
nesse processo incluem a via da c-Jun N-terminal quinase (JNK), a via
PERK/elF20/ATF/CHOP, a via das capazes, a via PI3K/Akt/GSK3p, entre outras (Chen et al.,
2024).

As quinases N-terminal de c-Jun (JNKSs), integrantes da familia das quinases ativadas
por mitégenos (MAPK), desempenham um papel fundamental na mediacdo da apoptose das
células B pancreaticas ¢ na regulagdo da secrecdo de insulina (Pu et al., 2021). Durante o
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE), sensores como IREla e PERK ativam diretamente
a via MAPK, resultando na fosforilacdo da JNK (Urano et al., 2000; Wang et al., 2023). Em
seguida, a JNK fosforilada (p-JNK) ativa uma série de fatores de transcricdo pro-apoptoéticos,
como c-Jun, ATF2, e proteinas da familia das caspases, 0 que reduz a expressao de proteinas
antiapoptoticas da familia Bcl-2, culminando na apoptose celular (EI-Kashef; Sewilam, 2023;
Fung et al., 2014; Lu et al., 2017; Yang et al., 2023). Além disso, 0 ERE pode reduzir a
sensibilidade a insulina através da ativacdo da via JNK, inibindo a fosforilacdo de tirosina do
IRS1 e interrompendo a sinalizacdo de insulina, 0 que provoca resisténcia a insulina (RI) e
apoptose celular (Khalid et al., 2022). Brozzi et al. mostraram que, durante o ERE, o IREla
promove a fosforilacdo da JNK via TRAF2, facilitando a transi¢cdo de uma resposta adaptativa
para uma resposta apoptotica ao ERE, resultando na morte das células  (Brozzi et al., 2015).
Liang et al. demonstraram que o0 extrato polissacaridico de Ganoderma lucidum melhora a
secrecdo de insulina em células INS-1 ao inibir a fosforilagdo da JNK (Liang et al., 2020). Pu
et al. identificaram que o fator NR4A1 pode reduzir a apoptose induzida por ERE em células f3
pancreaticas ao aumentar a expressdo do regulador negativo MKP7 na via MAPK,
enfraquecendo assim a fosforilagdo da JNK. Esses resultados indicam que a via JNK

desempenha um papel crucial na apoptose de células § induzida por ERS (Pu et al., 2021).
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CHOP (proteina homologa ao C/EBP-10) é um fator de transcricdo fundamental na
apoptose celular mediada pelo estresse do reticulo endoplasmatico (ERE). Durante o ERE a
expressdao de CHOP aumenta substancialmente. A sinaliza¢do prolongada do ERE via PERK-
elF2a promove a sintese de ATF4, enquanto ATF4 ¢ ATF6 se ligam ao promotor de CHOP,
ativando sua expressao. Como resultado, a apoptose celular é desencadeada pela elevacdo das
proteinas pré-apoptoticas Bim e NOXA. Portanto, PERK e ATF6 tém papéis importantes na
inducdo da expressdo da CHOP (Yang et al., 2022).

Sob condig¢des de estresse do reticulo endoplasmaético (ERE), a fosforilagao de elF2a,
mediada por PERK, eleva os niveis de mMRNA de ATF4, promovendo a ativacdo do promotor
da CHOP e facilitando sua transcricéo e expressdo. Além disso, ATF6, atuando como fator de
transcricdo no citoplasma, também induz a expressao do gene CHOP, levando a apoptose
celular. O uso de 4-PBA ou a transfec¢do com siRNA para CHOP reduz de forma significativa
os niveis de expressao de CHOP em células  pancreéticas, diminuindo a apoptose celular
(Huang et al., 2021). A delecdo do gene CHOP em células f pode mitigar o ERE em
camundongos e reduzir a apoptose induzida pelo ERE nessas células. Esses resultados sugerem
que o ERE, através da ativacdo da via CHOP por ATF4 e ATF6, aumenta a expressdo de
proteinas pro-apoptdticas enquanto diminui a expressdo de proteina antiapoptoticas,
intensificando assim a apoptose (Yong et al., 2021).

A via das caspases desempenha um papel fundamental na apoptose de células . O
estresse do reticulo endoplasméatico (ERE) pode desencadear trés vias apoptoticas distintas:
uma via exogena dependente de caspase-8, uma via mitocondrial dependente de caspase-9 e
uma via do reticulo endoplasmatico dependente de caspase-12. Todas essas vias convergem
para a ativacdo da caspase-3, uma enzima efetora que culmina na apoptose celular. Estudos
demonstraram que o ERE continuo pode ativar a caspase-8, levando a morte das células 3
pancreaticas, reduzindo a secrecdo de insulina e agravando a hiperglicemia (Zhang et al., 2023).
A hiperglicemia e a desregulacdo da homeostase do célcio em pacientes diabéticos ativam a via
mitocondrial de apoptose em células B, resultando em resisténcia a insulina e apoptose. A
terapia prolongada com insulina pode ativar a caspase-12, promovendo a apoptose mediada por
ERE, enquanto a inibicdo da caspase-12 protege as células p dessa morte (Rachdaoui, 2020;
Shahrestanaki et al., 2019). Wang et al. verificaram que a superexpressdo de caspase-3 induz
danos mitocondriais e apoptose de células B. Entretanto, o Om Santal Adivasi (OSA®), um
extrato de planta com propriedades antidiabéticas, pode proteger essas células da apoptose

induzida por citocinas ao reduzir os niveis de mMRNA de caspase-3. Esses achados sublinham a
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importancia da via de sinaliza¢do das caspases na apoptose de células § pancreaticas causada
pelo ERE (Wang et al., 2018).(Wang et al., 2018).

A via de sinalizagdo PI3K/Akt/GSK3p ¢ essencial para mediar os efeitos apoptoticos
do estresse do reticulo endoplasmético (ERE) nas células B. A insulina regula o metabolismo
da glicose através da ativagao da via PI3K/Akt, e a GSK3f, uma quinase serina/treonina, pode
provocar apoptose das células  pancreaticas quando sua atividade ¢ aumentada. Em condi¢des
normais, essa via sinaliza a fosforilagdo da GSK3, o que inibe sua atividade, mantendo assim
a fun¢do normal ¢ a sobrevivéncia das células f. Contudo, 0 ERE impede a sinalizagédo
PI3K/Akt, levando a desfosforilagdo e ativagdo da GSK3p, resultando na elevagao de proteinas
pré-apoptoticas como Bax, Bad, e caspases, que iniciam a apoptose das células p (Chen et al.,
2024). Além disso, a GSK3f também interfere na sinalizagdo do receptor de insulina; quando
ativada, reduz a fosforilacdo de IRS1, comprometendo a transducdo dos sinais de insulina, o
que prejudica a absorcdo de glicose, a sintese de glicogénio, e outras fungdes metabdlicas
importantes, culminando em resisténcia a insulina (RI1) (Cai et al., 2022). Diversos estudos
revelaram conexdes entre a apoptose de células B induzida por ERS e a modulacao de vias de
sinalizagdo como Akt e GSK3p. Srinivasan et al. demonstraram uma ligagao entre a redugao de
p-Akt e p-GSK3p e a apoptose de células B induzida por ERE (Srinivasan et al., 2005). Lin et
al. associaram a via Akt/GSK3B/Nrf2 a disfungdo e apoptose das células INS-1 em
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (Lin et al., 2022). Macaulay et al.
identificaram que inibidores de GSK3f podem reduzir a apoptose, aumentar a proliferagao de
células B, e proporcionar protecao geral. Assim, durante o desenvolvimento do diabetes, o ERE
contribui para a apoptose de células B pancreaticas via PI3K/Akt/GSK3p (Macaulay; Woodgett,
2008).

O ERE pode impactar negativamente o inicio e a progressao do DM2 ao induzir
processos como autofagia celular, inflamacdo e metabolismo lipidico. Enquanto a autofagia
moderada pode ajudar a inibir o diabetes, um ERE prolongado e intenso pode levar a autofagia
do RE. O excesso de ERE compromete a autofagia normal, resultando em RI e morte das células
B. Estudos indicam que o ERE hiperativo e a autofagia comprometida estdo associados a
aterosclerose em pacientes diabéticos. Diversas pesquisas sugerem que uma abordagem
promissora para o tratamento do DM2 seria proteger as células B através da inibi¢do do ERE e
da prevencdo da autofagia excessiva (Jin et al., 2022; Li; Guo, 2022; Luo et al., 2022; Tian et
al., 2019). Além disso, o0 ERE pode contribuir para o desenvolvimento e progressdo do DM2
ao estimular a resposta inflamatdria. O ERE provoca a produgdo de mediadores inflamatorios

como TNF-o, IL-6 e IL-1p por meio das vias NF-kB e JNK, entre outras. Essa interferéncia na
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sinalizagdo da insulina causa RI e prejudica as células B (Li et al., 2020). Pesquisas tém
mostrado que o ERE e a interacdo entre o ERE e proteina interagente da tioredoxina (TXNIP)
estdo envolvidos na via inflamatdria associada ao desenvolvimento do diabetes e suas
complicagdes. Além disso, 0 ERE pode afetar a diferenciacdo e o metabolismo das células
adiposas, inibindo a sintese de glicogénio e o transporte de glicose, aumentando os niveis de
acidos graxos livres, diminuindo a sensibilidade a insulina e suprimindo a captacao e utilizacdo
de glicose, o0 que leva a RI e, eventualmente, ao DM2 (Domingues et al., 2021; Shao et al.,
2016).

Como visto, no DM2, o ERE desempenha um papel central na disfuncao das células 3
e na RI, exacerbando as complicacfes metabdlicas associadas a doenca. Essa ligacdo direta
entre 0 ERE e 0 DM2 sugere que a modulacao desse estresse pode ser uma estratégia terapéutica

promissora.

2.2.4 Relevancia do Estresse do RE na DHGNA

O acumulo de lipidios nos hepatocitos desencadeia estresse do reticulo endoplasmatico
(RE) por trés mecanismos principais. O primeiro envolve alteragdes na composicdo das
membranas do RE, perturbando a homeostase do Ca2+. O excesso de lipidios aumenta a razéo
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina, os fosfolipideos mais abundantes, o que interfere na
estrutura da membrana, reduz a fluidez e prejudica a atividade das bombas de Ca2+ATPase,
diminuindo o Ca?* no RE (Hyslop et al., 1982; Kimet al., 2011). Esse mecanismo é considerado
uma das principais causas de estresse do RE induzido por lipidios, pois muitas chaperonas
dependem desse ion para realizar o enovelamento correto de proteinas (Arruda; Hotamisligil,
2015; Fu et al., 2011). O segundo mecanismo ocorre pelo aumento na sintese de proteinas como
perilipina-2 e apolipoproteina B100, necessarias para a formacao de gotas lipidicas e VLDL,
resultando em proteinas desenoveladas e ativando a resposta a proteinas mal enoveladas (RPD)
(Lee et al., 2012; Shelness et al., 1999). O terceiro mecanismo esta na ativacdo direta dos
lipidios, ja que acidos graxos saturados, como o palmitato, podem ativar diretamente as
proteinas PERK e IRE1, mesmo sem a presenca de proteinas mal enoveladas (Promlek et al.,
2011; Volmer et al., 2013).

Além de ser induzido pelo acumulo de lipidios, o estresse do RE contribui para a
manutencdo e progressdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). Entre 0s
mecanismos, destaca-se a lipogénese de novo, ativada principalmente pela ingestdo de

carboidratos que, ao estimularem a liberagdo de insulina, promovem a expressdo de genes
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lipogénicos via SREBP1c (Ferre; Foufelle, 2010; Wang et al., 2015). Este fator de transcricao,
normalmente retido na membrana do RE, é liberado apds estimulo pela insulina, sendo
transportado ao complexo de Golgi, onde é clivado e ativado para promover a sintese de acidos
graxos. Curiosamente, mesmo em resisténcia hepética a insulina, a atividade do SREBP1c se
mantém elevada, 0 que pode ser explicado pelo estresse cronico do RE, que induz a clivagem
de SREBP1c independentemente da insulina. Esse efeito é atenuado pela superexpressdao da
chaperona GRP78, que reduz a clivagem de SREBP1c e a expressdo de enzimas lipogénicas,
melhorando a esteatose e resisténcia insulinica (Xu et al., 2013).

A RPD também pode indiretamente induzir lipogénese de novo por ativacao de IRE1 e
PERK. O IRE1, ao promover a producdo de XBP1s, aumenta diretamente a expressdo de
enzimas lipogénicas e estimula a SREBP1c, promovendo a exportacdo de triglicerideos
(hipertrigliceridemia) e a formacéo de VLDL pela elevacédo da expressédo de PDI e MTTP. No
caso de PERK, estudos indicam que sua delecdo reduz a lipogénese de novo, enquanto a
defosforilagdo da elF2a ou a delecdo de ATF4 protegem o figado contra a esteatose induzida
por dietas ricas em gordura ou frutose. A ativacdo da via PERK-ATF4 também aumenta a
expressdo do receptor de VLDL, favorecendo a entrada de lipoproteinas no figado e
contribuindo para a progressdo da DHGNA (Herrema et al., 2016; Ning et al., 2011; Wang et
al., 2012).

Portanto, embora a RPD inicialmente funcione para reduzir o estresse do RE causado
pelo excesso de lipidios, a falta de resolucdo desse acimulo pode agravar o estresse do RE e
perpetuar a lipogénese, criando um ciclo vicioso que intensifica a DHGNA e ativa vias

inflamatdrias e apoptdticas, piorando o quadro clinico (Jo et al., 2013).
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Figura 7. Estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA).
O actmulo de lipidios no hepatdcito decorrente da obesidade ou de dietas lipogénicas promove modificacfes na
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composigdo da membrana do RE aumentando a razdo fosfatidilcolona (FC):fosfatidietanolamina (FE), o que induz
estresse do RE por alteragBes na homeostase do Ca?*. A ativagio da resposta a proteina desdobrada (RPD) tenta
amenizar o acumulo de gordura, mas se a sobrecarga lipidica ndo for diminuida, o estresse do RE torna o processo
um ciclo vicioso por estimular lipogénese de novo. Isso contribui para a manutencao e progressdo da DGHNA, o
que pode evoluir para a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), caso esse ciclo ndo seja interrompido. Criado com
Biorender

O estresse do reticulo endoplasmético tem emergido como um fator importante na
fisiopatologia do DM2 e da DHGNA, contribuindo para a disfung@o das células B pancreaticas,
esteatohepatite ndo-alcoolica e resisténcia a insulina. Portanto, explorar em detalhes o estresse
do RE e suas implicagdes no DM2 e DHGNA é de fundamental importancia para a
compreensdo de novas estratégias terapéuticas, como é o caso da espermidina, que sera

discutida nos proximos topicos.

2.2.5 Modulacgéo do Estresse do RE como Abordagem Terapéutica

Nos ultimos anos, esforcos significativos tém sido direcionados para o
desenvolvimento de novas moléculas capazes de prevenir o estresse do reticulo endoplasmatico
(RE) e promover a sua homeostase. Tais moléculas demonstraram eficacia em melhorar o
metabolismo da glicose, a funcéo endotelial e acdo da insulina no contexto do diabetes (Sarvani
et al., 2017). Dessa forma, intervengdes farmacologicas que visam as vias da RPD e o estresse
do RE, como o &cido tauroursodesoxicolico (TUDCA) e fenilbutirato de sodio (SPB),
classificadas como moléculas chaperonas, podem ser aplicadas no tratamento dessas condicdes.
Essas chaperonas auxiliam na capacidade de dobramento de proteinas no RE, regulando o
estresse e interferindo nas vias de sinalizacéo relacionadas aos sensores PERK, IRE1 e ATF6
(Mustapha et al., 2021).

A Food and Drug Administration aprovou o uso de chaperonas moleculares, como
SPB e TUDCA, para melhorar a homeostase do RE e reduzir o estresse do RE (Chen, J. et al.,
2018). Medicamentos anti-hipertensivos, como o Guanabenz, também foram aprovados para
essa finalidade (Maamoun et al., 2019). Adicionalmente, algumas moléculas sdo capazes de
ativar o GRP78 em modelos animais. Zhang et al. (2011) demonstraram que 0 uso de acido
valpréico em modelos isquémico protege células epiteliais contra a morte celular, aumentando
a expressdo do GRP78, reduzindo a expressao de CHOP e ativando enzimas caspases (Zhang;
Ren, 2011).

Tsaytler et al. relataram que o Guanabenz, um agonista do receptor adrenégico a2,
prolonga a estimulag¢@o do elF2a ao inibir sua desfosforilagdo através da inibicéo seletiva da

fosfatase GADD34 (Tsaytler et al., 2011). Outro estudo indicou que o telmisartan, um
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bloqueador do receptor de angiotensina, pode prevenir a morte celular por meio da via IREla
(Tong et al., 2016). Xu et al. apontaram que o verapamil, um bloqueador dos canais de célcio,
utilizado em células de ilhotas pancreéticas e modelos murina de DM2, pode inibir genes pro-
apoptéticos. A exploracdo futura dos bloqueadores de canais de célcio pode validar seu
potencial para inibir os trés sensores principais do ERE (Xu et al., 2012).

A modulacdo do ERE tem sido explorada como uma abordagem terapéutica inovadora
para o tratamento do DM2. Entre 0os compostos promissores, destaca-se a espermidina, uma
poliamina que tém demonstrado potencial em aliviar o estresse do RE. No proximo tdépico
exploraremos o papel da espermidina na modulacdo do ERE e suas possiveis aplicacGes

terapéuticas no DM2.

2.3 Poliaminas e Espermidina

2.3.1 Introducéo as Poliaminas

As poliaminas (PAs), como putrescina (PUT), espermina (SPE) e espermidina (ESP)
sdo alquilaminas organicas com caracteristicas policatidnicas, sendo sintetizadas a partir da L-
ornitina ou pela descarboxilacdo de aminoacidos (Firpo; Mounce, 2020; Handa et al., 2018;
Sharma et al., 2017). Elas estdo presentes em todas as células vivas, e as células de mamiferos
possuem uma concentracdo milimolar dessas PAs (Pegg, 2016). A espermina foi identificada
pela primeira vez em 1678, por Van Leeuwenhoek, como cristais presentes em sémen seco,
mas ndo em sémen fresco. Em 1791, Vauquelin constatou que esses cristais eram compostos
derivados de um fosfato desconhecido. Posteriormente, em 1878, Schereiner classificou a SPE
como um composto basico, e em 1888, Ladenburg e Abel propuseram o nome de “espermina”
para essa substancia (Ladenburg; Abel, 1888; Schreiner, 1878). Uma década depois, em 1898,
Poehl sugeriu o uso da SPE no tratamento de varias doencas. Em 1924, Rosenheim conseguiu
sintetizar SPE, ESP e PUT, o que marcou o inicio da ciéncia moderna das poliaminas (Poehl;
Poehl, 1898; Rosenheim, 1924). Além disso, a PUT foi descoberta em microrganismos por
volta de 1800, e a ESP foi identificada no seculo XX (Gerner; Meyskens Jr, 2004).

Foi descoberto que as PAs desempenham varios papéis bioquimicos importantes,
incluindo a sintese, funcionamento, manutencdo e estabilidade de &cidos nucleicos (DNA e
RNA) e proteinas (Park, 2006). Elas também sdo fundamentais na sinalizacdo celular, na
ligagcdo ao DNA, na transcri¢éo, no splicing de RNA, no funcionamento dos citosequeletos e

na traducdo eucariotica, promovendo o amadurecimento do fator de iniciacdo de traducéo
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(elF5A) (Flynn; Hogarty, 2018; Hesterberg et al., 2018; Mathews; Hershey, 2015; Pallmann et
al., 2015; Thomas; Thomas, 2018). A atividade das PAs é principalmente determinada pelo
nimero de grupos amino carregados positivamente ligados a cada uma delas. Uma carga
positiva mais alta indica uma maior atividade de interacdo com ions celulares (Moinard et al.,
2005). Por exemplo, a espermina (SPE) é altamente ativa devido aos seus quatro grupos amino
carregados positivamente, enquanto a putrescina (PUT) apresenta menor atividade de interagéo,
com apenas dois grupos amino (Lenis et al., 2017).

Estudos genémicos indicam que as PAs regulam vias metabdlicas celulares, o que
facilita a formacdo de compartimentos subcelulares, como citoplasma, mitocéndrias e nlcleo
(Handa et al., 2018). Biologicamente, as PAs e seus analogos estdo envolvidos em diversos
processos de salde e doencas humanas, incluindo gastroenterologia, oncologia, estresse
oxidativo, derrames cerebrais, parasitologia, apoptose, obesidade, asma, e outras patologias
(Bacchi; Yarlett, 2002; Cai et al., 2015; Casero Jr; Marton, 2007; Handa et al., 2018; Jain, 2018;
Jell et al., 2007; Massaro et al., 2017; Pfeffer et al., 2001; Pignatti et al., 2004; Tomitori et al.,
2005).

Ha trés formas de manter o pool de PAs no corpo: pelos microrganismos intestinais,
pela biossintese de novo (enddgena) e pelo fornecimento por meio da dieta (exdgena). Esses
mecanismos atuam simultaneamente na regulacdo da sintese, do catabolismo e do transporte
das concentracdes intracelulares de PAs. No entanto, a dieta exdgena é a principal fonte de PAs,
superando o processo de biossintese endogena. Portanto, as poliaminas presentes nos alimentos
desempenham um papel fundamental na manutencao da biossintese de PAs, pois alteracdes no
metabolismo das poliaminas podem resultar em diversos problemas de salde. Entre as
poliaminas presentes nas células vivas, destaca-se a espermidina com caractéricas unicas que

exerce multiplas funcgdes biologicas. (Averill-Bates et al., 2005).

2.3.2 Funcbes e Importancia da Espermidina

A espermidina € uma poliamina natural de baixo peso molecular amplamente presente
em diversos organismos (Madeo et al., 2020a). O fato de possuir trés grupos amino carregados
positivamente € uma caracteristica estrutural essencial para suas fungdes, como estabilizacdo
do DNA, promocéao do crescimento celular e indu¢do da autofagia (Madeo et al., 2020a). O fato
de possuir trés grupos amino carregados positivamente é uma caracteristica estrutural essencial
para suas fungdes, como estabilizacdo do DNA, promogéo do crescimento celular e inducdo da
autofagia (Eisenberg et al., 2009; Garcia-Prat et al., 2016; Gupta et al., 2013; Madeo et al.,
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2018; Zhang et al., 2021). Por ser um indutor natural da autofagia, a espermidina demonstrou
multiplos beneficios para a salde, incluindo prolongamento da vida util, inibicdo de tumores,
protecdo cardiovascular e efeitos neuromoduladores. Como resultado, a espermidina e 0s
alimentos ricos nesse composto tém atraido grande interesse em pesquisas ao redor do mundo
nos ultimos anos (Bhukel et al., 2017; Kiechl et al., 2018; Ridler, 2017).

a H
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Figura 8. Estrutura (a) e estereoestrutura (b) da espermidina. Fonte: Zou et al., 2022.

A espermidina atua como um indutor natural de autofagia e composto
antienvelhecimento que compartilha muitas caracteristicas benéficas com a restricéo calorica e,
portanto, pode ser considerada um mimético de restricdo calorica. A autofagia € um processo
fundamental para manter a homeostase energética celular e promover a sobrevivéncia das
células em condicdes de estresse, por meio da degradacdo de componentes intracelulares (Chen
et al., 2014; Levine; Kroemer, 2019; Rubinsztein et al., 2011). Este mecanismo afeta diversos
processos bioldgicos, desde o desenvolvimento até o envelhecimento (Hansen et al., 2018). A
autofagia exerce um papel adaptativo crucial na protecdo contra varias patologias, como
envelhecimento, cancer, neurodegeneracdo e doencas cardiacas (Levine; Kroemer, 2008;
Zhang; Simon, 2020). Como um indutor natural da autofagia, a espermidina apresenta multiplos
efeitos benéficos a salde, incluindo a extensdo da longevidade, inibicdo de tumores, protecdo
cardiovascular, neuromodulacéo e efeitos anti-inflamatorios (Zhang; Simon, 2020).

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos da extensdo da longevidade pela
suplementacéo dietética da espermidina em leveduras e diferentes modelos animais (Eisenberg
et al., 2016; Eisenberg et al., 2009; Filfan et al., 2020). Eisenberg et al. observaram que a
administracdo de espermidina promoveu uma significativa extensdo da longevidade em
organismo como leveduras, moscas, vermes e células imunoldgicas humanas. A espermidina

causa a desacetilagdo da histona H3 na cromatina, ativando a autofagia, o que é apontado como
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principal fator para o0 aumento da longevidade (Eisenberg et al., 2016; Eisenberg et al., 2009).
Além disso, estudos indicam que a administracdo oral de espermidina prolonga a vida de
camundongos devida a melhora da autofagia cardiaca, mitofagia e respiracdo mitocondrial. Em
humanos, um estudo observacional sugere que individuos longevos (nonagenarios e
centendrios) possuem niveis de poliaminas no sangue semelhantes aos de individuos de meia-
idade, indicando um possivel papel da espermidina na longevidade (Pucciarelli et al., 2012).

Poliaminas sdo fundamentais para a proliferacdo e desenvolvimento celular, e a
espermidina desempenha um papel chave como agente anticancer (Madeo et al., 2018). Assim
como outros indutores de autofagia, como a rapamicina ou a metformina, a espermidina
potencializa diretamente a funcdo dos linfécitos de memoria na eliminacdo de células
cancerigenas (Pearce et al., 2009). Em estudos com camundongos, Yue et al. observaram que
a administracdo de espermidina diminuiu o grau de fibrose hepatica e a incidéncia de cancer de
figado (Yue et al., 2017). Alem disso, Miao et al. sugerem que regular os macréfagos para
aumentar a producdo de espermidina pode ser uma estratégia promissora para inibir o
crescimento do cancer colorretal (Miao et al., 2016). Em humanos, um estudo epidemiologico
prospectivo indicou que uma maior ingestdo de espermidina na dieta estd associada a uma
reducdo na mortalidade especifica por cancer (Kiechl et al., 2018).

Nos ultimos anos, a espermidina tem sido reconhecida por seus efeitos protetores no
sistema cardiovascular (Kiechl et al., 2018; Tong; Hill, 2017). A partir de dados publicos de 48
paises ocidentais, Soda et al. investigaram a relacdo entre a ingestdo de poliaminas e a
mortalidade causada por doencas cardiovasculares, demonstrando que a ingestdo de
espermidina estava inversamente correlaciona com a mortalidade. Estudos de Eisenberg et al.
indicam que a suplementacdo de espermidina pode prevenir o envelhecimento do coracédo e
melhorar a funcdo diastolica, a elasticidade do ventriculo esquerdo e a fungdo mitocondrial em
camundongos idosos, fortalecendo a evidéncia de que a ingestdo de espermidina esta associada
a menor mortalidade por doencas cardiovasculares (Soda et al., 2012). No modelo de ratos
hipertensos sensiveis ao sal, a suplementacdo de espermidina retardou o desenvolvimento de
doencas cardiacas hipertensivas e reduziu a pressdo arterial. Portanto, a espermidina
demonstrou efeitos protetores significativos no sistema cardiovascular (Eisenberg et al., 2017).

Em camundongos, a administracdo oral de espermidina melhorou a funcgdo visual ao
estimular a regeneracdo do nervo Optico, reduzir a desmielinizacdo Optica e diminuir a
quantidade de células ganglionares da retina (Noro et al., 2015; Yang et al., 2016). Em
Drosophila, a ingestdo de espermidina retardou o declinio da memoria olfativa relacionado a

idade por meio da inducdo de autofagia e preveniu o comprometimento da memdria associado
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ao envelhecimento, interagindo com a zona ativa pré-sinaptica da sinapse (Gupta et al., 2016;
Sigrist et al., 2014). Em humanos, um ensaio clinico piloto, randomizado, controlado por
placebo e duplo-cego, realizado durante trés meses, revelou que a espermidina oral teve um
efeito positivo na memoria de adultos mais velhos com declinio cognitivo subjetivo (Wirth et
al., 2018). Adicionalmente, estudos com idoso também demonstraram que uma ingestdo
elevada de espermidina esta associada a melhorias em varios parametros estruturais do cérebro,
como o volume do hipocampo e a espessura cortical, sugerindo beneficios potenciais para a
saude cerebral (Schwarz, C. et al., 2020).

A espermidina, atuando como antioxidante, demonstrou efeitos anti-inflamatorios
significativos em casos de lesdes hepaticas, colite e inflamacdo respiratéria. Em estudos com
camundongos, a administracdo de espermidina preveniu lesGes hepaticas e estresse oxidativo
induzidos por etanol e LPS, possivelmente devido a reducao de espécies reativas de oxigénio e
a peroxidacao lipidica. Além disso, analises de expressdo génica indicaram que a espermidina
inibiu a formagéo de citocinas pro-inflamatorias e a fibrose hepatica (Adhikari et al., 2021; Liu
et al., 2020; Ma; Ni; Yang; et al., 2021).

Estudos recentes sugerem que a administracdo de espermidina pode ajudar a reduzir o
ganho de peso e as complicacOes relacionadas a obesidade. Ma et al. identificaram uma
correlagdo negativa entre o consumo de espermidina e a obesidade em humanos e
camundongos. Utilizando dados da Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo e um banco de dados
nutricional, uma analise de correlacdo de Pearson mostrou que a ingestdo de espermidina em
humanos estava negativamente correlacionada com varios parametros associados a obesidade
como indice de massa corporal, circunferéncia da cintura, resisténcia a insulina, niveis de
insulina em jejum e glicose sérica em jejum (Ma et al., 2020). Em camundongos obesos
induzidos por dieta, a suplementacdo com espermidina resultou em perda de peso e melhora da
resisténcia a insulina, Wang et al relataram que a espermidina administrada oralmente reduziu
significativamente a obesidade, a resisténcia a insulina e a esteatose hepatica em camundongos
alimentados com uma dieta rica em gorduras, devido a ativacao do tecido adiposo marrom e a
adaptacdo metabolica do mdusculo esquelético induzidas pela espermidina. Assim, a
espermidina oral apresenta potencial para prevenir ou tratar a obesidade e suas complicac6es
associadas. Contudo, sdo necessarias mais pesquisas para determinar as dosagens adequadas e
a seguranca da espermidina antes de seu uso clinico. Dadas essas propriedades, a espermidina
também tem sido investigada por seus potenciais benéficos no manejo de doencas metabolicas,

especialmente no contexto do DM2 (Wang, Y. et al., 2021).
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2.3.3 Espermidina e Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

No contexto do DM2, a espermidina tem demonstrado efeitos promissores. Pesquisas
anteriores em modelos de roedores indicaram que a espermidina pode influenciar a homeostase
da glicose (Kulkarni et al., 2022). Camundongos mutantes com niveis aumentados de
espermidina apresentaram niveis mais baixos de glicose no sangue em compara¢do com 0s
controles, sugerindo que a espermidina pode oferecer prote¢do contra 0 DM2 induzido por dieta
(Anderson et al., 2015). Além disso, o0 aumento da hemoglobina glicada (HbA1C) em ratos
diabéticos foi interrompido com o tratamento com espermidina (Méndez; Balderas, 2006). A
administracdo diaria de espermidina a camundongos com dieta rica em gordura também
melhorou a intolerancia glicose, a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia. Em consonéncia
com esses resultados em animais, dados da ingestao dietética de espermidina em uma populagéo
geral do National Health and Nutrition Survey (NHANES) de 2009 a 2010 mostraram uma
associacdo negativa com os niveis de glicose serica, insulina, HbA1C e o indice HOMA-IR
(Ma et al., 2020). Além disso, um estudo populacional revelou uma associacgao inversa entre a
espermidina sérica e o indice triglicerideo-glicose (TyG), bem como o risco de resisténcia a
insulina (Zhang et al., 2022). Esses efeitos benéficos sugerem uma ligacdo potencial entre a
acdo da espermidina e os mecanismos celulares associados ao estresse do reticulo

endoplasmatico.

2.3.4 Espermidina e o Estresse do Reticulo Endoplasmatico

A relacdo entre a espermidina e o estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) é
sustentada por estudos que demonstram sua capacidade de reduzir o acimulo de proteinas mal
dobradas e promover a homeostase proteica. Baek et al. observaram que a espermidina atenuou
a fibrose pulmonar induzida por bleomicina em camundongos, induzindo autofagia e inibindo
a morte celular provocada pelo ERE (Baek et al., 2020). Em outro estudo, a espermidina
mostrou-se eficaz como estratégia de pré-tratamento para atenuar a lesdo cardiaca associada ao
estresse do RE em ratos, com o efeito cardioprotetor ocorrendo por meio da inibi¢do da
producédo de espécies reativas de oxigénio e da regulacdo negativa da via PERK-¢iF2a (Wei et
al., 2016).

Além disso, pesquisas indicaram que a espermidina pode prevenir a neurotoxicidade
induzida por glicose elevada e o ERE através da regulacdo positiva do fator de diferenciacdo

de crescimento 11 (GDF11) (Liao et al., 2022). Pichiah et al. sugerem que a espermidina pode
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induzir autofagia em células B pancredticas, reduzindo a carga de estresse causada pela resposta
a proteina ndo dobrada (RPD). A inducdo da autofagia pode ser interpretada como um sinal
indireto de suspensdo da sintese proteica, 0 que permite a restauracdo do ERE exacerbado pela
RPD. Isso proporcionaria tempo suficiente para a recuperagdo das células p, diminuindo a
apoptose induzida por estresse nessas células. Dessa forma, a espermidina se apresenta como
candidata promissora para preservacdo da massa de células B, frequentemente reduzida pela
apoptose no DM2 (Pichiah et al., 2011).

Neste contexto, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma condicdo metabdlica complexa
e multifatorial que representa um crescente desafio de salde publica em todo 0 mundo, devido
ao aumento da prevaléncia e as complicagdes associadas. Intervencdes terapéuticas atuais nem
sempre sdo eficazes ou sustentaveis a longo prazo, devido aos efeitos colaterais e a variabilidade
de resposta dos pacientes. Diante disso, é fundamental explorar novas abordagens que possam
atuar sobre 0s mecanismos patogénicos subjacentes, como o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), um fator critico na disfun¢do das células § pancreaticas e na resisténcia
a insulina. A espermidina, uma poliamina natural, tem emergido como uma molécula
promissora devido as suas propriedades antioxidantes e de inducdo da autofagia, que podem
mitigar o estresse do RE e melhorar o controle glicémico. Este estudo, portanto, justifica-se
pela necessidade de se investigar os efeitos da espermidina como uma potencial terapia
inovadora para 0 DM2, ampliando o entendimento sobre seus mecanismos de acdo e

contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar biodisponibilidade oral e toxicidade da espermidina (ESP) e seus efeitos
sobre camundongos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) induzidos por dieta rica em sacarose
(DRS).

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a farmacologia e toxicologia in silico da ESP.

e Avaliar o efeito do tratamento oral com ESP sobre o metabolismo glicolipidico de
camundongos diabéticos.

e Investigar as agdes moleculares da ESP sobre marcadores do estresse do reticulo

endoplasmatico no figado dos animais.
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4 RESULTADOS

4.1 Capitulo | — Avaliacdo Farmacolégica e Toxicoldgica da Espermidina: uma
abordagem in silico

4.1.1 Introducao

As poliaminas, como putrescina, espermidina e espermina, desempenham papéis
multifuncionais essenciais para quase todos os organismos vivos. Elas sdo vitais para o
crescimento celular e processos bioldgicos fundamentais, incluindo o desenvolvimento
embrionario, a diferenciacdo celular e a proliferacdo. Essas moléculas, classificadas como
aminas alifaticas, possuem carga positiva em pH fisiologico, e sua homeostase é rigidamente
regulada para manter o funcionamento normal das células (Sari et al., 2021).

A espermidina (ESP) é a principal molécula da familia das poliaminas e possui um baixo
peso molecular. Ela é produzida naturalmente no corpo humano e pode ser sintetizada tanto nas
células quanto por microrganismos presentes no intestino do hospedeiro. A alimentacao
também contribui significativamente como fonte dessa substancia. Ela é crucial para diversas
funcBes celulares, como o crescimento e a diferenciacdo celular, desempenhando um papel
fundamental em processos de replicacdo do DNA, sintese de proteinas e estabilizacdo de
lipidios (Huang, J. et al., 2020).

Pesquisas tém mostrado que a ESP protege a funcdo cardiovascular e prolonga a
longevidade em estudos realizados em animais (Madeo et al., 2018). Os mecanismos de
cardioprotecdo mediados por ela envolvem a ativacdo da autofagia, a regulacdo da respiracédo
mitocondrial e a melhoria da funcdo mecénica e elastica dos cardiomiocitos (Ridler, 2017).
Além disso, os mecanismos pelos quais ela promove a longevidade estéo relacionados a inducao
da autofagia, a supressa da inflamacédo cronica e a inibicdo de apoptose indesejada (Minois,
2014). Singh et al. (2017) também demonstram que tanto a espermidina quanto a espermina
funcionam como chaperonas quimicas, auxiliando na manutencéo da homeostase celular (Singh
et al., 2017). Outros estudos também indicam que a ESP pode exercer um papel neuroprotetor
(Sharma et al., 2018; Yang et al., 2017).

Apesar dos avancos significativos na compreensdo dos benéficos da espermidina, ainda
existem lacunas importantes na literatura, especialmente no que diz respeito aos seus
parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e toxicologicos. Além disso, hd uma caréncia de

informacdes detalhadas sobre os alvos moleculares e seus mecanismos de acdo em diferentes
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contextos biologicos. Dessa forma, este trabalho visa preencher essas lacunas por meio de uma
avaliacdo in silico dos pardmetros fisico-quimicos, farmacocinéticos, farmacodindmicos e
toxicoldgicos da espermidina. O objetivo é fornecer uma visao abrangente e inicial que possa
orientar futuras investigacOes, possibilitando um entendimento mais aprofundado dos

potenciais usos terapéuticos dessa poliamina.

4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Analise das propriedades fisico-quimicas e de semelhanca com medicamentos

Para analise e calculo das caracteristicas fisico-quimicas, bem como a previsao de
parametros de absorcéo, distribui¢do, metabolismo e excrecédo, propriedades farmacocinéticas,
e similaridade a drogas foi utilizado o software online SwissADME (Swiss Institute of
Bioinformatics, Lausanne, Suiga, http://www.swissadme.ch/) (Daina, A et al., 2017). Essa

avaliacdo fornece uma predicdo qualitativa com base nos pardmetros quantitativos
farmacocinéticos para a potencial drogabilidade da espermidina em um contexto de
administracao oral, usando a regra de Lipinski. Esta regra estabelece que pelo menos trés de
quatro requisitos devam ser apresentados para que O composto possua uma boa
biodisponibilidade: possuir miLogP menor ou igual a 5,00; massa molecular (MM) menor ou
igual a 500 g/mol; area de superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 ou a soma do
numero de aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio menor que 12; maximo de 10 grupos
aceptores de ligacao d ehidrogénos (nALH), que é expresso pela soma de atomos de N e O;
maximo de 5 grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH), expresso pela soma de OH e

NH na molécula.
4.1.2.2 Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos

O comportamento farmacocinético da ESP também foi avaliado usando software
SwissADME. Os varios parametros considerados incluiram absorcdo intestinal, relagdo com a
barreira hematoencefalica (BHE), metabolismo relacionado ao substrato da glicoproteina P, e

acdo sobre o citocromo P450.

4.1.2.3 Avaliacdo dos parametros toxicologicos
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Para avaliacdo dos alvos de toxicidade foi utilizado o PRO TOX-Il (Banerjee et al.,

2018) (https://tox-new.charite.de/protox-11/), que determina as reacOes adversas a

medicamentos e efeitos toxicoldgicos. As doses sdo consideradas como valores de DL50 em
mg/kg de peso corporal. O DL50 é a dose letal mediana, significando a dose na qual 50% dos
sujeitos de teste morrem apos a exposi¢cdo a um composto. A previsdo aguda dos alvos pode ser
prevista em alvos mais especificos, avaliando a hepatoxicidade, carcinogenicidade,
imunotoxicidade, mutagenecidade e citotoxicidade dos compostos. Possibilitando o valor da
dose letal (DL50), 6rgéos, tipo de predic¢do classificados como ativos e inativos e probabilidade
do alvo. Assim, prevendo uma possivel ligacdo a alvos de toxicidade usando uma colecdo de

farmacdéforos baseados em ligantes de proteinas.

4.1.2.4 Predigdo computacional de espectros de atividade biologica e toxicidade

O programa de computador PASS (Lagunin et al., 2011) foi utilizado para determinar
as possiveis atividades bioldgicas e toxicidade da ESP. A estimativa foi baseada nas relacGes
estrutura-atividade a partir de um amplo banco de dados especificos conhecidos sobre
toxicidade de outros compostos de diversas origens. A andlise foi realizada através da analise
de multinivel de vizinhanga de atomos (MNA), com previsdo simultanea de até 3678 tipos de
atividades bioldgicas e precisdo media de cerca de 95% (validacéo cruzada leave-one-out) com
base na formula estrutural do composto. Os resultados sdo expressos como Pa (maior
probabilidade de atividade) e Pi (menor probabilidade de atividade), segundo o estabelecido na

literatura, para este trabalho utilizou-se atividades com Pa acima de 0,7 (70%).

4.1.2.5 Previsdo de perfis de interacdo com alvos farmacoldgicos

O software SWISS TARGET PREDICTION (ferramenta online, Swiss Institute of
Bioinformatics) foi utilizado para estimar o salvos macromoleculares mais provaveis para a
ESP (Daina, A et al., 2017). Para isso, a previsdo foi baseada em uma combinacdo de

similaridade 2D e3D com uma biblioteca de 370.000 ativos conhecidos.

4.1.3 Resultados

4.1.3.1 Analise Fisico-quimicas


about:blank

54

A andlise fisico-quimica da ESP envolveu a determinacéo das seguintes propriedades:
peso molecular, LogP (coeficiente de particdo), nimero de ligacdes rotativas, nimero de
ligacOes receptoras de hidrogénio, nimero de ligacbes doadoras de hidrogénio e area de
superficie polar. Os dados correspondentes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da espermidina por analise in silico.

Propriedade Resultado
Peso Molecular 145,25
Coeficiente de Particéo 1,85
LigacOes Rotativas 7
NUmero de receptores de hidrogénio 3
Numero de doadores de hidrogénio 3

Area de superficie polar topoldgico 64.07 A2

4.1.3.2 Estimativa da biodisponibilidade oral da espermidina

Posteriormente, os parametros fisico-quimicos avaliados na fase inicial foram utilizados
para investigar o comportamento da espermidina apds administracéo oral, seguindo as diretrizes
estabelecidas por Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Mueghe. A espermidina ndo apresentou
violacdes das diretrizes recomendadas por Lipinski, Veber e Egan. No entanto, em relagéo a
Ghose e Muegge, observaram-se viola¢Ges no parametro de peso molecular. Esses resultados

foram compilados na tabela 2.

Tabela 2. Estimativa da biodisponibilidade oral da espermidina

Parametro Resultado

Lipinski Sim, 0 violacdes

Ghose N&o. 1 violagdo: peso molecular < 160
Veber Sim

Egan Sim

Muegge N&o. 1 violagdo: peso molecular < 200
Score de biodisponibilidade 0,55

4.1.3.3 Comportamento farmacocinético

Quanto ao comportamento farmacocinético, a ESP demonstra alta absorcao
gastrointestinal, ndo atravessa a barreira hematoencefalica, ndo € um substrato da glicoproteina
P e ndo exerce inibicdo sobre nenhuma das principais enzimas do citocromo P450. Estes

resultados foram resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Pardmetros farmacocinéticos da espermidina

Parametro Resultado
Absorcao pelo trato gastrointestinal Alta
Penetracdo pela barreira hematoencefatica Né&o
Substrato de glicoproteina P Né&o
Inibigdo do Citocromo P4501A2 Né&o
Inibicdo do Citocromo P45012C19 Né&o
Inibicdo do Citocromo P4502D6 Né&o
Inibicdo do Citocromo P4503A4 N&o

4.1.3.4 Andlise Toxicologica

Apos a analise do comportamento farmacocinético, foi realizada uma avaliacdo da
toxicologia da ESP. Verificou-se que a dose letal foi de 820 mg/kg, classificando-a na classe 4
de toxicidade. Em relacdo a toxicidade em alvos especificos, a espermidina demonstrou ser
inativa em termos de hepatoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade e mutagenicidade,

conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Predicéo de toxicidade da espermidina.

Parametro Resultado
DL50 820 mg/kg
Classe 4
Hepatotoxicidade Inativa (93%)
Carcinogenicidade Inativa (67%)
Imunotoxicidade Inativa (87%)
Mutagenicidade Inativa (75%)

4.1.3.5 Predicdo dos espectros de atividade bioldgica

Ap0s a analise dos parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos, optou-se por examinar
0s espectros de atividade bioldgica da ESP, isto é, prever como a espermidina pode interagir
com alvos biologicos especificos. Foram considerados apenas 0s resultados com uma
probabilidade de atividade superior a 70%. Os resultados estdo resumidos na Tabela 5 e foram
expressos como Pa (maior probabilidade de atividade) e Pi (menor probabilidade de atividade),
segundo o estabelecido na literatura, para este trabalho utilizou-se atividades com Pa acima de
0,7 (70%).
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Tabela 5. Previsao in silico dos espectros de atividade bioldgica da espermidina. “Pa” refere-se a maior

potencial de atividade; “Pi” refere-se a0 menor potencial de atividade.

Atividade Pa Pi

Antagonista do transportador de aminoécidos-poliamina-organocacéo (APC) 0,966 0,000
Tratamento de distUrbios fébicos 0,929 0,004
Tratamento da mucosite 0,927 0,005
Inibidor da dimetilargininase 0,888 0,003
Inibidor da glicose oxidase 0,886 0,005
Agonista do receptor de imidazolina 0,883 0,002
5 Estimulante de liberacéo de hidroxitriptamina 0,886 0,006
Inibidor de venombina AB 0,873 0,003
Inibidor da arginina 2-monooxigenase 0,864 0,004
Inibidor de omptina 0,862 0,004
Inibidor da enzima conversora da pro-opiomelanocortina 0,865 0,007
Inibidor de fibrolase 0,859 0,002
Espasmolitico urinario 0,848 0,004
Limpador de oxigénio 0,844 0,002
Inibidor do fator C de coagulacdo de Limulus 0,844 0,004
Inibidor da superdxido dismutase 0,844 0,005
Inibidor do fator B de coagulacdo de Limulus 0,835 0,004
Inibidor da poliamina oxidase 0,826 0,001
Inibidor de pitrilsina 0,829 0,005
Inibidor da metilumbelliferil-acetato desacetilase 0,824 0,004
Inibidor da acetilespermidina desacetilase 0,820 0,001
Inibidor da serina endopeptidase IgA especifica 0,824 0,005
Inibidor da acilcarnitina hidrolase 0,825 0,011
Inibidor da ornitinaesterase da fusarinina-C 0,819 0,005
Inibidor da N-benziloxicarbonilglicina hidrolase 0,817 0,005
Inibidor da proteina-dissulfeto redutase (glutationa) 0,820 0,008
Inibidor da proteina-glutamato metilesterase 0,822 0,011
Antagonista da espermina 0,797 0,000
Inibidor de enteropeptidase 0,794 0,004
Agonista peptidico 0,793 0,005
Inibidor da amidase conjugada com micotiol-S 0,787 0,003
Agonista do fator de crescimento de fibroblastos 0,777 0,004
Inibidor da acetilornitina desacetilase 0,776 0,003
Inibidor de sacaropsina 0,794 0,022
Inibidor de acrocylindropepsin 0,794 0,022
Inibidor de quimosina 0,794 0,022
Antagonista da integridade da membrana 0,778 0,008
Inibidor de catepsina T 0,773 0,003
Inibidor de pseudolisina 0,774 0,009
Inibidor da arilsulfato sulfotransferase 0,770 0,009
Inibidor da hidrogénio desidrogenase 0,763 0,005
Radioprotetor 0,763 0,007
Agonista do fator estimulador de coldnias de macrofagos 0,761 0,007
Inibidor de Dcp da peptidil-dipeptidase 0,765 0,012
Protetor mucomembranoso 0,772 0,027
Inibidor da lisina 2,3-aminomutase 0,755 0,010
Inibidor da dipeptidase E 0,747 0,003
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Inibidor da N-acetiltransferase diamina 0,745 0,002
Inibidor da fosfatidilglicerofosfatase 0,745 0,004
Inibidor da testosterona 17beta-desidrogenase (NADP+) 0,768 0,034
Agonista da integridade da membrana 0,775 0,041
Citoprotetor 0,728 0,004
Inibidor de Fragilysin 0,731 0,014
Inibidor da carboxipeptidase D 0,719 0,003
Ativador do canal de célcio (sensivel a voltagem) 0,719 0,004
Substrato do CYP2J 0,747 0,035
Inibidor da redutase do enxofre 0,715 0,004
Agonista do fator de crescimento de fibroblastos 1 0,714 0,004
Antiseborréico 0,740 0,030
Inibidor da N-succiniltransferase 2,3,4,5-tetrahidropiridina-2,6-dicarboxilato 0,711 0,003
Agonista do receptor C GABA 0,711 0,003
Inibidor da aspulvinona dimetilaltransferase 0,750 0,048
Inibidor da NADPH peroxidase 0,724 0,023
Inibidor da glicosilfosfatidilinositol fosfolipase D 0,726 0,029
Inibidor da carboxipeptidase Taq 0,710 0,018
Substrato do CYP2J2 0,717 0,029
Inibidor do fator D do complemento 0,705 0,018
Inibidor da esfinganina quinase 0,706 0,023
Antagonista do receptor alfa6beta3betadalpha5 nicotinico 0,708 0,032
Inibidor de agucar-fosfatase 0,706 0,032
Inibidor da ubiquinol-citocromo-c redutase 0,704 0,067

4.1.3.6 Previsdo de perfis de interacdo com alvos farmacologicos

Apds uma andlise detalhada das potenciais atividades biologicas da ESP, foi decidido
aprofundar a investigacdo sobre os alvos farmacologicos nos quais ela poderia agir. Observou-
se que a ESP exibe uma gama de interac6es com diversos alvos bioldgicos. Em particular, ela
demonstrou afinidade com varias isoformas de anidrase carbonica, enzimas essenciais para a
regulacdo do equilibrio acido-base no organismo. Além disso, foram identificadas interacdes
com a caspase-2, uma proteina associada a apoptose e a regulacdo do ciclo celular.
Adicionalmente, a espermidina também demonstrou interacdo com o receptor neuronal de

acetilcolina a4p2, um componente chave do sistema colinérgico.

Tabela 6. Previsdo dos alvos moleculares da espermidina in silico

Alvo Classe do Alvo Probabilidade
Anidrase carb6nica Il Liase 100%
Anidrase carbbnica VII Liase 100%
Anidrase carb6nica | Liase 100%
Anidrase carb6nica VI Liase 100%
Anidrase carbbnica XIV Liase 100%

Anidrase carbonica IX Liase 100%
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Anidrase carbbnica IV Liase 100%
Anidrase carbbnica VB Liase 100%
Anidrase carbbnica VA Liase 100%
Caspase-2 Protease 100%
Anidrase carbdnica Il Liase 2,38%
Anidrase carbdnica XIII Liase 2,38%

Receptor neuronal de acetilcolina 042 Canal idnico dependente de ligante 2,38%

4.1.4 Discussao

A analise fisico-quimica da ESP é uma etapa fundamental no processo de compreender
suas propriedades e potencialidades terapéuticas. As propriedades avaliadas, como peso
molecular, LogP, numero de ligacfes rotativas, namero de ligacdes receptoras e doadoras de
hidrogénio, e area de superficie fornecem informacdes valiosas sobre a natureza da molécula e
seu comportamento em sistemas bioldgicos. O peso molecular € um pardmetro de grande
importancia, uma vez que compostos grandes possuem dificuldade de difusdo atraves das
membranas da bicamada lipidica, bem como reduzem a solubilidade da molécula (Agoni et al.,
2020). A lipofilicidade, medida por log de P, reflete a afinidade de uma molécula por um
ambiente aquoso ou lipofilico e pode ser usada para prever a capacidade das moléculas de
atravessar as membranas celulares e se ligar a proteinas, que séo principalmente hidrofdbicas
por natureza (Lobo, 2020).

Um grande numero de grupos doadores de ligacdes de hidrogénio em um composto
pode reduzir a capacidade de uma molécula de permear a bicamada lipidica da membrana
plasmatica. Compostos que possuem um grande nimero de doadores de ligacfes hidrogénio
tenderdo a se particionar em um solvente fortemente formador de liga¢6es de hidrogénio (como
a agua) em vez de no ambiente lipofilico presente em uma membrana celular. Pelo mesmo
motivo que os doadores de ligacdes de hidrogénio reduzem a permeabilidade de compostos em
ambientes lipofilicos, os aceitadores de ligacGes de hidrogénio afetam a permeabilidade ao
interagir favoravelmente com solventes fortemente formadores de liga¢Ges de hidrogénio, como
a agua (Lipinski et al., 2012).

A area de superficie polar (PSA) ou PSA topografico (TPSA) é a soma da superficie da
molécula de seus a&tomos polares (oxigénio, nitrogénio e seus atomos de hidrogénio ligados). O
PSA é um parametro que se correlaciona com o transporte passivo de moléculas através de
membranas, como absor¢ao intestinal e penetracdo hematoenceféalica e, portanto, é usado para

a otimizacdo da capacidade de penetracdo de um farmaco nas células. Moléculas com PSA >
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140 A2 apresentam baixa permeabilidade através da membranas celulares, enquanto moléculas
com PSA <90 A2 sdo provaveis penetradoras da barreira hemato encefélica (Odi et al., 2020).

Apos a fase inicial de avaliagdo dos parametros fisico-quimicos da espermidina, esses
dados foram utilizados para investigar seu comportamento apds administracdo oral, seguindo
as diretriz estabelecidas por modelos renomados na area de desenvolvimento de farmacos,
como Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Mueghe (Egan et al., 2000; Ghose et al., 1999; Lipinski,
2001; Muegge et al., 2001; Veber et al., 2002). Esses modelos s&o amplamente reconhecidos e
empregados para prever a probabilidade de sucesso de um composto como um candidato a
medicamento. Os resultados obtidos revelaram que a ESP ndo violou as diretrizes
recomendadas por Lipinski, Veber e Egan. Isso sugere que a ESP apresenta caracteristicas
favoraveis em relacdo a absorcdo, permeabilidade e solubilidade, fatores determinantes para a
biodisponibilidade oral e eficacia terapéutica.

O comportamento farmacocinético da ESP revela uma série de caracteristicas que sao
fundamentais para sua utilizacdo terapéutica. Primeiramente,—a ela demonstra uma absor¢éo
gastrointestinal eficiente, o que significa que € prontamente absorvida quando administrada por
via oral. Isso é crucial para que seja eficaz quando administrado dessa forma, facilitando sua
utilizacdo em formulacdes farmacéuticas convencionais (Macheras; Chryssafidis, 2020). Ao
comparar esses resultados in silico com dados in vivo em humanos, um estudo conduzido por
Senekowitsh et al. (2023) revelou que a suplementagédo oral de espermidina, na dose de 15
mg/dia por 4 dias, elevou significativamente as concentracfes plasmaticas de espermina, sem
alterar os niveis de espermidina. Isso sugere que a espermidina administrada por via oral €
convertida em espermina antes de atingir a circulacdo sistémica, indicando que os efeitos
clinicos da suplementacdo de espermidina podem ser atribuidos, pelo menos em parte, ao seu
metabolito, a espermina, e ndo diretamente a prépria espermidina (Senekowitsch et al., 2023).

Além disso, é importante notar que ela ndo atravessa a barreira hematoencefalica. Esse
€ um mecanismo de protecdo essencial que regula a entrada de substancias do sangue para o
cérebro. O fato dela ndo cruzar essa barreira sugere que seus efeitos sdo predominantemente
periféricos, 0 que pode ser vantajoso para evitar efeitos colaterais no sistema nervoso central
(Correia et al., 2022).

Outro aspecto relevante da ESP é o fato de ndo ser substrato da glicoproteina P. Esta é
uma proteina de transporte que desempenha um papel importante na eliminacdo de substancia
do corpo. Isso sugere que seu perfil de eliminacdo pode ser menos sujeito a resisténcia mediada
por essa proteina, o que é importante para garantir sua eficacia terapéutica a longo prazo
(Elmeliegy et al., 2020).
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Alem disso, a espermidina ndo exerce inibicdo sobre nenhuma das principais enzimas
do citocromo P450. Essas enzimas desempenham um papel crucial no metabolismo de muitos
compostos quimicos no organismo, e o fato de a espermidina ndo as inibir é importante para
evitar interacbes medicamentosas indesejadas e garantir sua seguranga durante O USO
concomitante com outros medicamentos (Daina, Antoine et al., 2017). O citocromo P450
humano (CYP) refere-se a uma superfamilia de hemoproteinas com 57 isoformas encontradas
principalmente em células hepaticas. Essas enzimas sdo responsaveis pelo metabolismo de
compostos enddgenos e exdgenos, incluindo drogas e toxinas. Entre as varias isoformas do
CYP450, 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4 sdo os subtipos mais comuns que desempenham papéis
essenciais em quase 90% das rea¢es metabolicas oxidativas. A inibi¢do das isoformas do CYP,
portanto, pode causar a falha indutiva ou inibitéria no metabolismo de drogas (por exemplo,
interagOes droga-droga ou alimento-medicamento) e, em seguida, resultar em efeitos colaterais
graves (Nguyen-Vo et al., 2021).

Ap0s a analise do comportamento farmacocinético, é crucial realizar uma avaligdo
completa de sua toxicologia para determinar sua seguranca e viabilidade como agente
terapéutico. Os resultados dessa avalicdo fornecem informac6es valiosas sobre 0s potenciais
efeitos adversos da substancia. Uma descoberta importante foi a determinacdo da dose letal
(DL50) da espermidina, que foi estabelecida em 820 mg/kg. Esta dose letal classifica a
espermidina na classe 4 de toxicidade, indicando que é considerada uma substancia nociva se
ingerida em quantidade significativas. Esse dado € crucial para estabelecer diretrizes de
dosagem seguras e para alertar sobre os possiveis perigos associados a ingestdo excessiva da
substancia. Além disso, a avaliacdo da toxicidade em alvos especificos é fundamental para
entender os potenciais riscos para 0rgaos e sistemas especificos do corpo (Banerjee et al., 2018).

Os resultados indicaram que a ESP demonstrou ser inativa em termos de hepatoxicidade
(toxicidade hepatica), carcinogenicidade (capacidade de causar cancer), imunotoxicidade
(toxicidade ao sistema imunoldgico) e mutagenicidade (capacidade de causar mutagdes
genéticas). Til et al. (1997) prop6s um teste de toxicidade agudo e subagudo em diversas aminas
biogénicas. No teste agudo utilizando dose Unicas, a espermidina possuiu uma toxicidade oral
aguda relativamente alta, com uma dose letal mediana de 600 mg/kg de peso corporal. No teste
de toxicidade subaguda, com administracdo continua na dieta por 5 a 6 semanas, as doses de
espermidina nas dietas variaram de 200 ppm a 10.000 ppm. No grupo que recebeu 10.000 ppm,
observou-se uma reducéo significativa no peso corporal e na ingestdo de alimentar, tanto em
machos quanto em fémeas. Efeitos bioquimicos no sangue foram detectados com a dose mais

alta, incluindo aumentos nas atividades das enzimas hepaticas, como a alanina aminotransferase
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(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além de diminui¢do nos niveis de célcio e potassio
no plasma. Houve também uma reducdo nos niveis de proteinas plasméticas nas fémeas e uma
diminuigdo nos niveis de creatinina, calcio e fosfato inorganico no plasma. Observou-se um
aumento nos pesos relativos do cérebro, testiculo e rins em machos tratados com altas doses de
espermidina, junto com uma diminui¢do no peso relativo do figado, sugerindo possiveis danos
hepéticos. A diferenca nas doses letais pode ser explicada pelas limitagdes e variacdes entre
modelos in silico e in vivo. Embora os modelos in silico oferecam estimativas rapidas e
amplamente aplicaveis, eles ndo capturam todas as complexidades da fisiologia animal, como
metabolismo e interacBes bioldgicas que podem intensificar a toxicidade em experimentos in
vivo. Além disso, fatores como biodisponibilidade, metabolismo e excre¢do em animais vivos
podem aumentar a toxicidade observada. Em relacdo a toxicidade em alvos especificos, é
possivel ressaltar que modelos in silico utilizam bancos de dados de substancias conhecidas
para prever efeitos toxicos em alvos especificos, enquanto estudos in vivo consideram reacoes
fisioldgicas mais abrangentes. As alteracdes hepaticas observadas no estudo in vivo podem ser
resultado de um acumulo da substancia ou uma resposta ao estresse metabdlico em altas doses.
No entanto, essas respostas podem ndo ser suficientemente severas para serem consideradas
hepatotoxicidade em modelos in silico, que geralmente preveem toxicidade com base em
parametros mais criticos, como lesdo hepatica direta ou morte celular. Além disso, os efeitos
toxicos observados em estudos de longo prazo podem ser mais intensificados devido a
exposi¢do cronica, enquanto no estudo in silico ha a captacdo de efeitos agudos e subagudos
em uma exposicao limitada (Til et al., 1997).

A citotoxicidade da ESP também foi avaliada utilizando num modelo de células do
intestino delgado. Quando a concentracéo foi inferior a 1,5 g/L no caldo de cultura, a morfologia
e 0 nimero de células intestinais permaneceram inalterados. Acima de 1,5 g/L, o numero de
células diminui consideravelmente as células se deformaram (Del Rio et al., 2018). Ademais, a
ESP € encontrada naturalmente em diversos organismos, desde bactérias até o ser-humano,
indicando que é uma substancia biologicamente compativel e bem tolerada, sendo encontrada
em doses altas e varidveis na dieta humana (Madeo et al., 2018). Alimentos como gérmen do
trigo, feijdo, cogumelos, grdos integrais e vegetais possuem teores relativamente altos dela
(Madeo et al., 2020b; Nishimura et al., 2006). Em relacéo a fontes animais, pode-se observar
que o teor de ESP de frutos do mar e mariscos é relativamente alto. Além disso, o figado animal
também contém um alto nivel de espermidina, com teor variando entre 10 a 360 mg/kg
(Krausova et al., 2006; Zou et al., 2022). Essas descobertas sdo encorajadoras pois propdem

que essa substancia possui um perfil de toxicidade favoravel.
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O estudo de Keohane et al (2024) indicou que a suplementacdo com espermidina
altamente purificada (hpSPD) a 40 mg/dia por até 28 dias em homens mais velhos foi segura e
bem tolerada. Ndo houve mudancas significativas nos parametros clinicos, hematolégicos,
bioquimicos ou de lipidios em comparacdo ao grupo placebo. Além disso, ndo foram
observadas mudancas substanciais nas concentracdes de poliaminas no soro e na urina,
sugerindo um controle homeostatico eficaz do metabolismo da espermidina nessa dosagem. O
estudo conclui que a suplementacéo é segura e ndo afeta significativamente o metabolismo das
poliaminas (Keohane et al., 2024).

Apobs a analise dos parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos da espermidina, o
préximo passo foi examinar os espectros de atividade bioldgica, ou seja, prever como a ESP
pode interagir com alvos bioldgicos especificos. Esse tipo de analise é crucial para entender o
potencial terapéutico da substancia, identificando seus possiveis efeitos farmacologicos e
mecanismos de acdo. Durante esse processo, foram considerados apenas os resultados com uma
probabilidade de atividade superior a 70%. Essa selecdo criteriosa visa focar nos resultados
mais promissores e confiaveis, aumentando a relevancia e a utilidade das descobertas. Ao
examinar os espectros de atividade bioldgica, buscou-se identificar possiveis alvos moleculares
com as quais a espermidina pode interagir. 1sso inclui enzimas, receptores e outras proteinas
celulares envolvidas em processos bioldgicos relevantes para o desenvolvimento de terapias.
Essa abordagem permite pressupor o perfil farmacoldgico da ESP, fornecendo descobertas
importantes sobre seus possiveis efeitos terapéuticos e potenciais aplicagdes clinicas. O grande
espectro de atividades biologicas encontrado na analise do PASS Online é confirmado com
dados da literatura. Essa analise demonstrou que a ESP possui uma gama de efeitos biologicos,
atuando em doencas cardiovasculares e musculares (Eisenberg et al., 2016; Michiels et al.,
2016), em sindrome metabdlica (Fernandez et al., 2017), e neuroprotecao (Deng et al., 2009).
Ao considerar os resultados com uma probabilidade de atividade significativa, é possivel
direcionar futuras investigacdes, otimizando o uso dessa substancia como uma ferramenta
terapéutica promissora.

Apds uma analise das possiveis atividades bioldgicas da ESP, foi decidido investigar
mais a fundo os alvos farmacol6gicos nos quais ela poderia atuar. Observou-se que ela pode
possuir uma quantidade razoavel de alvos farmacoldgicos que incluem liases, proteases e canais
ibnicos. Em particular, ela demonstrou afinidade com a caspase-2, uma proteina envolvida na
apoptose e na regulacdo do ciclo celular e importante no estresse do reticulo endoplasmatico
(RE). A cronicidade desse estresse promove a transicdo da resposta a proteina mal enovelada

de um padrdo adaptativo para um padrao pro-apoptético. 1sso acontece devido ao mecanismo
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chamado regulated IRE-1-dependent decay (RIDD). A maior atividade da RIDD pode conduzir
a morte celular através da reducdo de microRNAs que normalmente reprimem alvos pro-
apoptéticos como thioredoxin-interacting protein (TXNIP) e caspase-2 (Upton et al., 2012). O
fato da analise in silico da espermidina propor a caspase-2 como um possivel alvo
farmacoldgico da espermidina permite ter uma percepcao de um possivel mecanismo de agédo

da ESP sobre o estresse do RE.

4.1.5 Conclusao

Com base na analise fisico-quimica, farmacocinética e toxicoldgica da espermidina, o
estudo destacou seu potencial terapéutico promissor, especialmente devido as suas propriedades
favoraveis de biodisponibilidade e seguranca. A espermidina mostrou alta absorcéo
gastrointestinal, auséncia de inibicao de enzimas essenciais do citocromo P450 e baixo risco de
interacdes medicamentosas, caracteristicas que sao essenciais para sua utilizacéo terapéutica.
Além disso, a analise toxicologica revelou que a espermidina possui um perfil de toxicidade
relativamente baixo, com inatividade em termos de hepatotoxicidade, carcinogenicidade,
imunotoxicidade e mutagenicidade.

Os espectros de atividade bioldgica preditos indicam que a espermidina pode interagir
com diversos alvos bioldgicos, incluindo enzimas e receptores envolvidos em processos
cruciais, como apoptose e resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico. Portanto, esses
resultados enfatizam a relevancia da espermidina como um composto multifuncional com
aplicacOes terapéuticas potenciais, justificando investigacdes futuras para elucidar seus
mecanismos de acdo em diferentes contextos bioldgicos e explorar seu uso em intervencdes

clinicas.
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4.2 Capitulo Il — Espermidina melhora o perfil glicolipidico de camundongos fémeas

diabéticos: o papel do estresse do reticulo endoplasmatico hepético

4.2.1 Introducdo

O consumo de agucar em paises industrializados aumentou exponencialmente nos
altimos 200 anos, enquanto as preocupagdes com seus efeitos prejudiciais surgiram apenas nas
ultimas quatro décadas (Bray, 2010; Bray et al., 2004; Yudkin, 1972; 1983). A sacarose é 0
principal componente do consumo de agucar no mundo, chegando a representar até 25% da
ingestdo total de energia em diversos paises (Bray, 2010; Gibson et al., 2013). Sob acdo da
sacarase intestinal, a sacarose é rapidamente hidrolisada em glicose e frutose, seus dois
monossacarideos constituintes (Tappy et al., 2010). No entanto, uma vez na corrente sanguinea,
esses agucares seguem caminhos distintos: a glicose estimula a liberagdo de insulina para sua
absorcéo pelos tecidos sensiveis a insulina, enquanto a frutose € quase totalmente captada pelo
figado, onde € convertida em trioses e posteriormente utilizada na sintese de lipideos (Rippe;
Angelopoulos, 2013).

Uma revisdo em adultos concluiu que ha evidéncias consistentes, provenientes de
estudos de coorte prospectivos, de que o consumo de bebidas agucaradas esta associado a um
risco aumentado de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Mis et al., 2017). Duas meta-analises de
estudos prospectivos demonstraram uma associacdo entre o consumo de bebidas agucaradas e
a incidéncia do DM2 (Greenwood et al., 2014; Malik et al., 2010). Outra meta-anélise, que
incluiu 10 grandes estudos prospectivos, mostrou uma reducéo significativa do risco relativo
de DM2 em individuos que aderem a um padrdo alimentar saudavel, incluindo a reducdo do
consumo de bebidas com acgucar (Esposito et al., 2010).

O DM2 é uma doenca metabolica crénica e complexa, caracterizada pela presenca
persistente de hiperglicemia, resultante de uma menor sensibilidade dos tecidos a acdo da
insulina ou resisténcia insulinica (R1) (Xu et al., 2022). Apesar da elevacdo da glicemia ser um
parametro determinante para o diagnostico do DM2, estudo anterior do nosso grupo de pesquisa
verificou que a hipertrigliceridemia pode ser um marcador mais precoce do quadro de
resisténcia insulinica (RI) inicial (Franca et al., 2020). Neste contexto, o figado tem um papel
determinante tanto para o controle dos triglicerideos como da glicemia. Ademais, a doenca
gordurosa hepatica ndo-alcodlica (DHGNA), uma condi¢éo intrinsicamente associada ao DM2,
contribui diretamente tanto para a piora dessa patologia como para o risco cardiovascular
(Tanase et al., 2020).
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O reticulo endoplasmético (RE) é uma organela responsavel pela producdo, trafego,
processamento e secrecdo de proteinas, armazenamento de calcio e producéo de lipidios. O
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) é um elemento molecular central ligado a disfuncéo
hepética associada ao DM2, uma vez que no figado esse processo estimula a sintese de novo de
triglicerideos e a maior producdo de glicose, contribuindo, assim, tanto para manutencdo da
hiperglicemia como para o maior acumulo de gordura hepética (Flessa et al., 2022).

A espermidina (ESP) é uma poliamina natural existente em todas as células vivas. E
conhecida por desempenhar um papel importante nas funcdes celulares (ex: autofagia, protecédo
contra o estresse oxidativo). Recentemente, estudos relataram o efeito das alterages no pool
de ESP em vias metabdlicas. Por exemplo, foi demonstrado que a ativacdo da
espermidina/espermina N-1 acetil-transferase (SSAT), a enzima limitante da taxa no
catabolismo da poliamina, melhorou o metabolismo da glicose e dos lipidios. (Choksomngam
et al., 2021). Ademais, estudo in vitro demonstrou que a inducdo de SSAT e o catabolismo
elevado da poliamina aumenta a fosforilagcdo do fator de inicia¢dao da traducao eucaridtica 2a
(eiF2a) e aumenta a expressdao da imunoglobulina de ligagao BiP (GRP78) e de outras proteinas
envolvidas no ERE como CHOP e GADD153 (Zahedi et al., 2017). Nesse contexto, a ESP
também demonstrou acdo semelhante as chaperonas (Singh et al., 2017), que séo proteinas
chave na promogéo do correto enovelamento proteico e restabelecimento da homeostase no RE
(Ajoolabady et al., 2023).

Apesar de avancos significativos na compreensao dos mecanismos que contribuem para
o DM2, ainda existe uma lacuna critica na literatura quanto ao papel especifico da ESP na
modulacdo do ERE em modelos de diabetes. Dado que o ERE hepatico é um fator central na
disfuncéo da glico-lipidica, e considerando a crescente evidéncia de que a ESP pode influenciar
positivamente diversas vias metabolicas, investigar essa relagdo € crucial para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para 0 DM2. Assim, o presente estudo visa
preencher essa lacuna ao explorar como a ESP pode modular a homeostase do RE em
camundongos com diabetes induzido por sacarose, oferecendo novos esclarecimentos sobre a
possibilidade de utilizar essa poliamina natural como uma estratégia terapéutica inovadora no
tratamento do DM2.

4.2.2 Material e Métodos

4.2.2.1 Animais e componentes nutricionais
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Foram utilizados 21 camundongos fémeas (Mus musculus, Swiss) com 21 dias de vida
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranh&o e acomodados durante
todo o periodo de experimentagdo no Biotério Setorial da P4s-Graduacdo em Ciéncias da Salude
(PPGCS-UFMA) em gaiolas de polietileno forradas com xilana, em ambiente controlado (22 =
2 °C; 60% de umidade, exaustdo e ciclo claro/escuro de 12 horas), méximo de 7 animais/gaiolas
e livre acesso a dieta, agua e/ou solucdo de sacarose. Todos 0s protocolos experimentais
propostos foram aprovados pelo parecer n° 23115.008036/2023-44 do Comité de Etica no Uso
de Animais da UFMA (Anexo A). Os animais receberam ragéo padrdo para roedores (Nuvital®,
Nuvilab, Brasil) composta por 55,4% de carboidratos totais (10% de sacarose), 21% de
proteinas, 5,2% de lipideos totais, totalizando 3,52 kcal/g e/ou mamadeiras contendo agua
filtrada ou solugéo de sacarose 30%.

O numero amostral de 7 animais por grupo definido neste projeto foi determinado
utilizando o programa gratuito de calculo amostral G*Power 3.1 (Heinrich-Heine University
Dusseldorf, Dusseldorf (NRW), Germany) (Faul et al., 2007). Para isso, através de dados
anteriores do grupo (Pinto et al., 2016), foi calculado o tamanho do efeito de 0,72 no site Social

Science Statistics (https://www.socscistatistics.com/). Esse valor foi inserido no G*Power

juntamente com o poder do estudo de 80% e um nivel de significancia de 5%, obtendo-se um

numero amostral de 21 animais (7 por grupo).

4.2.2.2 Grupos e abordagem experimental

Aos 21 dias de vidas, os animais foram randomizados e distribuidos uniformemente de
acordo com o peso em trés grupos: grupo controle (CTR; n=7) que recebeu racao padréo para
roedores e duas mamadeiras contendo agua filtrada; grupo dieta rica em sacarose (DRS, n=7)
que recebeu a racdo padrdo, uma mamadeira contendo agua filtrada e outra mamadeira contendo
solucdo de sacarose; e grupo dieta rica em sacarose/espermidina (DRS/ESP, n=7) que também
recebeu uma mamadeira contendo agua filtrada e outra mamadeira contendo solucdo de
sacarose. A fim de evitar condicionamento, a posicao das mamadeiras com solucdo de sacarose
era periodicamente alterada nas gaiolas.

A partir da 122 semana de acompanhamento, os animais DRS/ESP foram administrados
(via oral, gavagem) com espermidina (ESP) (Sigma #52626) na dose de 20 mg/kg e os animais
DRS receberam o veiculo (agua, 0,1 ml/10g). O tratamento com ESP e a administracdo do

veiculo foi realizada por 8 semanas. A dose da ESP foi definida de acordo com estudo recente
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utilizando animais alimentandos com dieta rica em gordura e a ESP administrada em &gua de
beber (Liao et al., 2021). O desenho experimental esta ilustrado na figura 1.

Etapa 1: Indugdo do Diabetes

Mellitus Etapa 2: Tratamento Etapa 3: Eutandsia
Semanalmente:
. CTR CTR — .
Dieta Padrao  Veiculo (Agua) Teste Intraperitoneal de piﬁ‘ég‘g?”hame”‘o
+ Agua n=7 2 - Tolerancia a Glicose T consumo alimentar e
n=7 o energético
DRS i Coleta de Sangue Mensalmente:
VEICUIO Agua) - Trlg]ngnd?o\s . - glicemia em jejum
c dor - Resisténcia a Insulina Legenda:
amundongos : :
Swiss Fémgas erttze ) CTR: Dieta Padrédo
21 dias, n=21) (10% de sacarose)
¢ DRS DRS/ESP Coleta de Figado
Dieta Padréo + Epermidina - Histologia DRS: Dieta Rica em
—Solugédo 30% de (20 mg/kg v.0) - Gordura Hepatica Sacarose (30% de
Sacarose n=7 - Expresséo Protéica sucrose)
n=14 i
hdzster ElEe) ESP: Espermidina
H H H
! : H Semanas
3 15 23

Figura 9. Desenho Experimental

4.2.2.3 Avaliacdo da Morfometria, do Consumo e da Homeostase Glicémica

Durante todo o periodo de acompanhamento, os animais foram pesados trés vezes por
semana para avaliacdo do progresso ponderal. A racdo solida era fornecida aos animais no inicio
da semana e trocada trés vezes, registrando a quantidade inicial e final. O consumo energético
foi calculado através da soma de calorias ingeridas através do consumo de ragdo e consumo de
solucéo de sacarose. Mensalmente, os animais foram submetidos a jejum de 8 horas e aliquotas
de sangue periférico foram coletadas a partir de puncdes da cauda para avaliacdo da glicemia
em jejum por glicosimetro (Accu Check Active, Roche) através de sangue da ponta da cauda.
Na ultima semana de tratamento, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose (GTT, do
inglés). Para o GTT, os animais ficaram em jejum diurno (8 h) para a glicose ser mensurada

nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 120 minutos ap6s administracdo de bolus de glicose (dose 2
g/kg).

4.2.2.4 Analises da Bioquimica Sérica e da Resisténcia Insulinica

Ao final do tratamento, os animais foram submetidos a uma restricdo alimentar diurna
de 8 a 10 horas e anestesiados (i.p) com uma solucdo anestésica de cetamina + xilazina nas
doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente (Flecknell, 2015), para coleta de sangue. Apds
coagulacdo, o sangue foi centrifugado (3500 rpm, 10 min) para obtencdo do soro, o qual foi

utilizado para a determinacdo das concentracgdes triglicerideos, colesterol total e &cidos graxos
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livres por métodos espectrofotométricos utilizando kits laboratoriais. A resisténcia insulinica
(RI) foi inferida pelos célculos dos indices TyG (TyG = Ln[triglicerideos em jejum (mg/dL) x
glicose em jejum (mg/dL)/2) (Simental-Mendia et al., 2008).

4.2.2.5 Coleta dos Orgéos e Conservagio

Apos anestesia e coleta do sangue, 0s camundongos passaram por laparotomia
abdominal para coleta do figado e péncreas, os quais foram lavados com PBS gelado e
rapidamente pesados. Partes dos tecidos foram conservados em formaldeido tamponado 10%
ou imersos em nitrogénio liquido para congelamento instantaneo, seguido de freezer -80 °C,
para avaliagdes histoldgicas e moleculares por western blotting, respectivamente.

Apls a eutanasia dos animais, as carcacas dos mesmos serdo armazenadas e
identificadas e prontamente congeladas (-20 °C) durante 24 h para posterior entrega ao Biotério
Central da UFMA, o qual dara o adequado destino sanitario as mesmas.

4.2.2.6 Gordura Hepatica

Para avaliacdo da gordura hepatica foi utilizado a metodologia de Freedman et al. com
algumas modificacbes (Freedman et al., 2005). Assim, 500 mg de tecido foram
homogeneizados com 5 ml da mistura de cloroférmio/metanol (2:1) para serem deixados
overnight (16 horas; 4-8 °C) para a extracao das gorduras. Em seguida, o tecido foi separado
por filtracdo e ao filtrado adicionado NaCl 0,9% (1 salina: 5 filtrado). Essa mistura foi agitada,
deixada em repouso por 2 horas e centrifugada para separacdo das fases metanolica e
cloroférmica. Um volume especifico desta fase organica foi coletado e seco, ficando apenas a
massa de gordura sélida, que foi pesada. Por fim, essa gordura foi ressuspendida em Triton x-
100/metanol (2:1) para determinacéo das concentracdes de triglicerideos e colesterol através de

ensaios enzimaticos colorimétricos.

4.2.2.7 Histologia

Apos fixacdo em formol 10% tamponado, os tecidos passaram pelos processos de
desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo, para posterior microtomia com cortes de 5 um de
espessura e coloracdo com hematoxilina/eosina. As laminas foram analisadas, em microscépio
de luz (100x e 400x), segundo o critério de score proposto por Kleiner et al. para a classificacdo

do grau de esteatose e esteato-hepatite (Kleiner et al., 2005).
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4.2.2.8 Expresséo Proteica de Marcadores do Estresse do RE por Western Blotting

Cerca de 100 mg de amostras do tecido hepatico foi homogeneizado em tampao de lise
RIPA acrescido de inibidores de proteases (1 mg/ml pepstatina A, 100mM PMSF). Em seguida,
as amostras de lisado foram centrifugadas (14.000g, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi coletado,
e a concentracao de proteinas foi quantificada pelo método de Bradford. Amostras de 50 ug/ml
de proteinas serdo acrescidas de tampdo de amostra (2% de dodecil sulfato de sédio (SDS), 60
mM Tris pH 6,8, 5% de mercaptoetanol, e 0,01% de azul de bromofenol) e submetidas a
eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel 10% de poliacrilamida (1,5 M Tris-HCI, 10% SDS,
30% bis-acrilamida, 10% de persulfato de aménia e TEMED).

Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Biorad) em aparelho semi-dry transfer (Biorad). As membranas foram incubadas em solugéo
de bloqueio de 5% de leite desnatado (Molico) em tampdo TBS-T (50 mM de tampéo Tris, pH
8,0, 100 mM NacCl, 0,1% Tween 20) por 2 horas a temperatura ambiente. As membranas foram
lavadas em TBST e incubadas com anticorpos primarios contra as proteinas marcadoras do
ERE: GRP78 (1:1000, KDEL ENZO ADI-SPA-827), PDI (1:1000, THERMOFISHER MAS3-
019), ATF4 (1:1000, INVITROGEN MA5-32364), CHOP (1:2000, THERMOFISHER MAL1-
25) overnight a 4°C. Como controle de peso molecular foi utilizado B-actina (1:10000,
INVITROGEN MAS5-15739). Posteriormente, as membranas foram incubadas em solugéo
contendo anticorpo secundario (Simga-Aldrich) conjugado a peroxidase e expostas ao sistema
de deteccdo SuperSignal™ West Pico Plus (Thermo Scientific). Os sinais (bandas) obtidos
foram detectados pelo escaner de membrana C-DIGIT (LI-COR) e a expressdo das proteinas
determinada por densitometria das bandas utilizando o programa gratuito Image Studio Lite
(LI-COR).

4.2.2.9 Analise Estatistica

Os resultados obtidos com esses animais foram expressos como meédia + erro padrao
das médias (EPM). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos
dados. As diferencas entre os varios grupos foram detectadas para um nivel de significancia de
5% (p<0,05) pelo teste de Man Whitney para amostras ndo-paramétricas ou teste t-Student e/ou

analise de variancia (ANOVA; Tukey) para amostras paramétricas.
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4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Parametros Morfométricos

No presente estudo, a exposi¢do continua a sacarose (grupo DRS) foi capaz de induzir
alteracbes morfométricas nos animais. Ndo houve diferenca significativa no peso dos animais
até a décima segunda semana de acompanhamento (CTR: 37,29 + 1,357 g ;DRS: 39,32 + 1,303
g; DRS/ESP 41,85 + 1,457 g). No entanto, da décima terceira semana até o final do
acompanhamento, 0s animais expostos a dieta rica em sacarose apresentaram aumento de massa
corpoérea quando comparados ao CTR. (CTR: 38,36 + 1,351 ¢g; DRS: 45,70 + 2,768 g;
DRS/ESP: 49,75 + 1,383 g). Durante todo o periodo de acompanhamento, o consumo
energetico foi maior nos animais DRS e DRS/ESP do que nos animais CTR (CTR: 2,890 £
0,1003 kcal/10 g de peso corporal/semana; DRS: 13,40 = 0,9819 kcal/10 g de peso
corporal/semana; DRS/ESP: 14,55 + 0,4105 kcal/10 g de peso corporal/semana) (Figura 8). Ao
final do acompanhamento, os animais alimentados com dieta rica em sacarose apresentaram
maior acimulo de gordura corporal observado pela analise do indice de Lee (CTR: 320,1 +
3.783 g/cm?; DRS: 339,3 + 3,959 g/cm?®; 342,1 + 3,6,2 g/cmd).
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Figura 10. Parametros morfométricos. A, peso dos animais (g); B, indice de Lee (g1/3/cm x1000); C, consumo
energético (Kcal/10g/semana); D, &rea sobre a curva do consumo energético. Grupos experimentais que receberam
racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrdo e solucdo de sacarose; racdo padrao e solucdo de sacarose (DRS; n = 7);
racdo padrdo, solucdo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e barras representam média + SEM
(One-Way ANOVA, Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR; “b” significa p<0,05 quando
comparado ao grupo DRS.

Considerando o efeito da dieta no peso e consumo energético, analisou-se em seguida
como isso influenciou a distribuigio e o peso dos dep6sitos de gordura. E possivel observar que
0s animais expostos a dieta rica em sacarose apresentaram maior acimulo de tecido adiposo
branco retroperitoneal (CTR: 0,083 + 0,015 g/10 g de peso corporal; DRS: 0,154 + 0,015 g/10
g de peso corporal; DRS/ESP: 0,162 + 0,011 g/10 g de peso corporal), tecido adiposo branco
periovariano (CTR: 0,082 + 0,015 ¢/10 g de peso corporal; DRS: 0,863 + 0,078 g/10 g de peso
corporal; DRS/ESP: 0,952 + 0,071 g/10 g de peso corporal) e tecido adiposo branco mesentérico
(CTR: 0,160 + 0,022 g/10 g de peso corporal; DRS: 0,292 + 0,018 g/10 g de peso corporal;
DRS/ESP: 0,314 + 0,022 g/10 g de peso corporal). Em nenhum dos casos, o tratamento oral
com ESP conseguiu reverter esse acimulo. No entanto, o tratamento oral com essa poliamina
aumentou os depositos de tecido adiposo marrom (CTR: 0,039 £ 0,002 g/10 g de peso corporal;
DRS: 0,045 + 0,005 g/10 g de peso corporal; DRS/ESP: 0,062 £ 0,005 g/10 g de peso corporal),
(Figura 9).
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Figura 11. Depésitos de tecido adiposo. A, tecido adiposo branco retroperitoneal (g/10 g de massa corporal); B,
tecido adiposo branco periovariano (g/10 g de massa corporal); C, tecido adiposo branco mesentérico (g/10 g de
massa corporal); D, tecido adiposo marrom subescapular (g/10 g de massa corporal). Grupos experimentais que
receberam racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrédo e solugdo de sacarose (DRS; n = 7); racdo padrdo, solucdo de
sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e barras representam média + SEM (One-Way ANOVA,
Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR; “b” significa p<0,05 quando comparado ao grupo DRS.

4.2.3.2 Parametros Bioquimicos Séricos

Os dados sobre o peso dos tecidos adiposos sugerem um impacto no metabolismo
lipidico, que é corroborado pelos resultados bioguimicos séricos. A exposicdo a dieta rica em
sacarose teve um impacto negativo no perfil bioquimico sérico dos animais. No entanto, o
tratamento oral com ESP resultou em melhorias nesse perfil. Os niveis séricos de triglicerideos
diminuiram significativamente no grupo DRS que recebeu a ESP em relacdo aquele que néo
foi tratado (DRS: 139,9 * 2,432 mg/dl; DRS/ESP: 105,9 * 8,439 mg/dl). Por outro lado, ambos
0S grupos expostos a dieta rica em sacarose apresentaram aumento nos niveis séricos de
colesterol (CTR: 70,81 + 2,491 mg/dl; DRS: 104,5 £ 6,947 mg/dl; DRS/ESP: 105,2 + 3,65
mg/dl) (Figura 10).
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Figura 12. Parametros bioquimicos séricos. A, Triglicerideos sérico (mg/dl); B, colesterol sérico (mg/dl).
Grupos experimentais que receberam ragdo padrdo (CTR; n=7); ragdo padrdo e solucdo de sacarose; ra¢do padréo
e solugdo de sacarose (DRS; n = 7); racdo padrdo, solucdo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e
barras representam média + SEM (One-Way ANOVA, Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR;
“b” significa p<0,05 quando comparado ao grupo DRS.

4.2.3.3 Homeostase Glicémica

Com base nas alteragdes sobre o perfil lipidico, a dieta rica em sacarose também mostrou
influenciar significativamente a regulacéo da glicose, como demonstrado pelos dados a seguir.
A exposicdo a sacarose induziu a DM2, pois provocou uma hiperglicemia de jejum quando
comparado aos animais alimentados com dieta padrédo (CTR: 111,5 +2,012 mg/dl; DRS: 141,3
+ 6,747 mg/dl; DRS/ESP: 139,7 + 8,958 mg/dl). O tratamento com a ESP ndo conseguiu
reverter esse processo (CTR: 122,7 £ 3,853 mg/dl; DRS: 150 + 6,543 mg/dl; DRS/ESP: 152, 2
+ 3,458 mg/dl). A tolerancia a glicose foi avaliada através do declinio dos niveis séricos de
glicemia durante o GTT e o calculo da area sobre a curva demonstra uma melhora na
homeostase glicidica por parte dos animais DRS/ESP quando comparados ao grupo DRS (CTR:
30076 + 12000; DRS: 40380 * 3400; DRS/ESP: 36593 £ 909,5) De forma semelhante, a ESP
conseguiu atenuar a resisténcia a insulina atraves do calculo do indice TyG (CTR: 8,650 +
0,09154; DRS: 9,272 + 0,03484; DRS/ESP: 8,982 + 0,09805) (Figura 11).



74

Glicemia em Jejum Antes Glicemia em Jejum Depois
do Tratamento com Espermidina do Tratamento com Espermidina
200 200
g a o =
2 150 2 150 < -
EQ e
> 3, 100 23 100+
E & g E
53 d.)
£ 50 2 50
] &
0- o
I I I 1 I 1
CTR DRS DRS/ESP CTR DRS DRS/ESP
C Niveis Glicémicos no Teste Area Sobre A Curva do Teste
Intraperitoneal de Tolerdncia a Glicose Intraperitoneal de Tolerincia a Glicose
600 50000
-~ (CTR = [
=) -# DRS E 40000
B 4004 &
g1 - DRS/ESP % 300004
2 :
g S 20000
2 200 %
= @
= 10000
& -
0- 0
I I I I 1 1 I 1
o 30 60 90 120 CTR DRS DRS/ESP
Tempo (minutos)
E Indice TvG
10 & ap
8_
&
& 6o
o]
o
S d-
=
S
2_
0=
I I 1
CTR DRS DRS/ESP

Figura 13. Parametros glicémicos. A, glicemia em jejum antes do tratamento com espermidina (mg/dl); B,
glicemia em jejum apds o tratamento com espermidina; C, niveis glicémicos no teste intraperitoneal de tolerancia
a glicose (mg/dl); D, area sobre a curva do teste intraperitoneal de tolerancia a glicose; E, indice TyG. Grupos
experimentais que receberam racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrdo e solucdo de sacarose; ragdo padréo e
solucdo de sacarose (DRS; n = 7); racdo padrédo, solugdo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e
barras representam média + SEM (One-Way ANOVA, Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR;
“b” significa p<0,05 quando comparado ao grupo DRS.

4.2.3.4 Homeostase Lipidica

Dado o impacto na homeostase glicémica, avaliou-se a influéncia na homeostase

lipidica. Para caracterizar melhor os efeitos da dieta e do tratamento com ESP sobre a
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adiposidade dos animais, medimos a lipdlise ex vivo do tecido adiposo periovariano sobre trés
condigdes: uma condigdo basal, uma condicdo estimulada com isoproterenol e uma condi¢do
inibida por insulina. Na condi¢&o basal, 0os animais expostos a sacarose mostraram uma reducdo
na taxa de liberacéo de glicerol em comparacéo com o controle (CTR: 7,494 + 0,3848 pg/mg/h;
DRS: 4,29 +0,3939 pug/mg/h; DRS/ESP: 5,076 + 0,2864 pg/mg/h). Mesmo quando estimulados
com isoproterenol, uma agonista adrenérgico conhecido por aumentar a lipdlise, os animais
apresentaram uma reducdo da taxa lipolitica em comparagdo com o grupo CTR (CTR: 16,62 +
1,521 pg/mg/h; DRS: 11,18 + 0,648; DRS/ESP: 10,63 + 1,055 pg/mg/h). Quando a lipélise foi
inibida pela insulina, o grupo DRS apresentou um aumento na taxa de liberacéo de glicerol em
comparagdo com o controle, em contrapartida a ESP atenuou essa taxa demonstrando uma
melhora na sensibilidade a insulina (CTR: 3,36 + 0,5285 pg/mg/h; DRS: 5,25 + 0,3799
pg/mg/h; DRS/ESP: 4,5 £ 0,3759 pug/mg/h) (Figura 12).
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Figura 14. Lipolise ex vivo do tecido adiposo branco periovariano. A, Taxa de liberacdo de glicerol sob
condigdes basais (ug/mg/h); B, Taxa de liberagdo de glicerol em condicéo estimulada por isoproterenol (ug/mg/h);
C, Taxa de liberacéo de glicerol em condic&o inibida por insulina (ug/mg/h). Grupos experimentais que receberam
racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrédo e solugdo de sacarose; racdo padréo e solugdo de sacarose (DRS; n = 7);
racdo padrdo, solucéo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e barras representam média + SEM
(One-Way ANOVA, Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR; “b” significa p<0,05 quando
comparado ao grupo DRS.
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4.2.3.5 Par@metros Hepaticos

Os efeitos na homeostase lipidica motivaram a investigacdo dos parametros hepaticos,
visto que o figado desempenha um papel crucial na regulacdo metabodlica. Como era de se
esperar, 0s animais expostos a sacarose apresentaram maiores acumulos hepaticos de gordura
total, triglicerideos e colesterol. Entretanto, o tratamento com a ESP reduziu o peso do figado
dos animais (CTR: 0,4858 £ 0,02064 g/10 g de peso corporal; DRS: 0,5528 + 0,04626 g/10 g
de peso corporal; DRS/ESP: 0,4242 + 0,0313 g/10 g de peso corporal). Esse efeito da ESP foi
acompanhado pelas diminui¢Ges da gordura total (CTR: 251,9 + 11,06 mg/g de figado; DRS:
391,4 + 48,48 mg/g de figado; DRS/ESP: 357,6 + 38,33 mg/g de figado) e dos triglicerideos
hepéaticos (CTR: 6,305 + 0,8054 mg/g de figado; DRS: 13,36 + 1,729 mg/g de figado;
DRS/ESP: 10,75 £ 1,807 mg/g de figado). No entanto, ndo houve diferenca nas concentracdes
de colesterol hepatico entre os grupos (CTR: 1,503 £ 0,197 mg/g de figado; DRS: 1,951 + 0,131
mg/g de figado; DRS/ESP: 1,82 + 0,1239 mg/g de figado) conforme observado na Figura 13.
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Figura 15. Parametros hepéticos. A, Peso do figado (g/10g de massa corporal); B, Gordura hepética total (mg/g
de figado); C, triglicerideos hepéticos (mg/g de figado); D, colesterol hepatico (mg/g de figado). Grupos
experimentais que receberam racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrdo e solucdo de sacarose; ragdo padrdo e
solucdo de sacarose (DRS; n = 7); racdo padrdo, solucdo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7). Pontos e
barras representam média + SEM (One-Way ANOVA, Tukey). “a” significa p<0,05 quando comparado ao CTR,;
“b" significa p<0,05 quando comparado ao grupo DRS.
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4.2.3.6 Histologia Hepética

Para complementar os dados anteriores, realizou-se analises histoldgicas do tecido
hepético. A coloracdo com hematoxilina e eosina foi empregada para detectar acimulo lipidico
e inflamagdo. No grupo controle, o tecido hepatico apresentou estruturas preservadas sem
evidentes alteracdes morfoldgicas. Contudo, nos camundongos DRS, o tecido hepético
apresentou acumulo significativo de vacuolos lipidicos no citoplasma dos hepatdcitos,
caracterizando esteatose hepatica. Além disso, houve infiltragdo de células inflamatoérias.
Entretanto, nos animais tratados com ESP, houve uma reducdo da esteatose hepatica, com
menor quantidade de vacuolos lipidicos no citoplasma dos hepatdcitos. A inflamacgédo também

foi reduzida quando comparada ao grupo néo tratado (Figura 14; Tabela 7).

CTR DRS ESP

Figura 16. Analise histoldgica de figados ap6s tratamento com espermidina. Se¢des de amostras de figado
coradas com hematoxilina e eosina para visualizacdo das morfologias dos hepatdcitos. Grupos experimentais que
receberam racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrdo e solucdo de sacarose; racdo padrdo e solucdo de sacarose
(DRS; n =7); racdo padrdo, solugdo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n = 7).

Tabela 7. Score de atividade de doenga hepatica gordurosa nédo-alcoolica.

Score de Atividade CTR DRS ESP
Ballooning 0,00 + 0,00 0,80 + 0,207 0,29 +0,18
Inflamacéo 0,25 +0,25 1,6 + 0,252 0,43 +0,20°
Esteatose 0,75 +0,25 2,6 £ 0,252 1,86 £ 0,34
Score Total 1,00 £ 0,41 5,00 + 0,55% 2,57 +0,57°

Grupos experimentais que receberam racdo padrdo (CTR; n = 7); racdo padrédo e solucdo de sacarose; ragdo padrao
e solugdo de sacarose (DRS; n = 7); racéo padrdo, solucéo de sacarose e espermidina (DRS/ESP; n =7). Osvalores
representam a média + erro padrdo da média comparada por teste de variancia (One-Way ANOVA, Tukey). “a”
significa p<0,05 quando comparado ao CTR; “b" significa p<0,05 quando comparado ao grupo DRS.

4.2.3.7 Expressdo Proteica

Os achados histoldgicos sugerem alteragcdes na estrutura hepatica que podem estar

associadas a mecanismos subjacentes. Para entender melhor os mecanismos moleculares por
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tras das alteracGes observadas, analisou-se a expressdo de proteinas-chave relacionadas ao
estresse do reticulo endoplasmatico. Nessa avaligdo, observou-se uma reducéo significativa na
expressdo de GRP78 (CTR: 12,91 £ 2,297; DRS: 5,848 £ 1,112; DRS/ESP: 9,565 * 1,917),
PDI (CTR: 0,1968 £ 0,04743; DRS: 0,04745 + 0,01079; DRS/ESP: 0,1206 + 0,04146) e ATF4
(CTR: 0,06324 + 0,008407; DRS: 0,03239 + 0,005104; DRS/ESP: 0,05245 + 0,009378) nos
camundongos alimentados com sacarose quando comparados ao grupo controle. No entanto, o
tratamento com ESP restaurou 0s niveis de expressdo dessas proteinas para valores proximos
do grupo controle. Em contrapartida, ndo houve diferenca significativa na expresséo proteica
de CHOP (0,06007 + 0,01099; DRS: 0,06964 + 0,01288; DRS/ESP: 0,07186 + 0,01649) entre
0S grupos experimentais. Esses resultados indicam que a ESP pode exercer um efeito
melhorando a homeostase do reticulo endoplasmatico (Figura 15).
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Figura 17. Expresséo proteica dos marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico. Expressdes proteicas
relativas a marcadores envolvidos na sinalizacdo adaptativa da RPD (GRP78, PDI, ATF4) e pro-apoptética
(CHOP) avaliadas no figado de camundongos alimentados com racéo padrdo (CTR, n=7), dieta rica em sacarose
(DRS, n=7) e tratados com espermidina (DRS/ESP, n=7). As proteinas sdo expressas como uma densidade relativa
normalizada pela anti p-actina. As imagens de manchas sdo representativas daquelas encontradas nos géis de
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corpo. As barras representam média * erro padrio dia média avaliadas por ANOVA considerando “a” como
diferente significativamente do CTR.

4.2.4 Discussao

Neste estudo, demonstramos que a administragdo de espermidina em camundongos com
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) induzido por dieta rica em sacarose resulta em uma significativa
melhora no perfil lipidico e na homeostase glicémica. Observou-se uma reducdo nos niveis de
triglicerideos, bem como uma melhora na tolerancia a glicose, corroborando a hipétese de que
a ESP exerce efeitos metabolicos benéficos. Além disso, os dados indicam uma possivel
modulacdo na expressdo de marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico, como GRP78,
PDI e ATF4, sugerindo que essa poliamina pode modular o estresse celular, um fator relevante
na fisiopatologia do DM2.

Inicialmente, ndo foram observadas diferencas significativas no peso entre 0s grupos
experimentais. Contudo, a partir da décima segunda semana de acompanhamento, 0s animais
expostos a dieta rica em sacarose (grupo DRS e DRS/ESP) manifestaram um aumento
significativo na massa corporea, acompanhado por um aumento no consumo energético e
acumulo de gordura corporal. Esses resultados séo atribuidos, em grande parte, ao
comportamento preferencial dos animais em relacdo a sacarose, embora houvesse a
disponibilidade de duas mamadeiras, uma contendo agua e a outra contendo solucdo de
sacarose. Um dos motivos para essa elevada ingestdo de acgucares reside em seu sabor
adocicado. A sacarose ativa os receptores de sabor doce (como T1R2 e T1R3, por exemplo) e
seu componente a jusante (TrpM5) na lingua, desencadeando uma resposta de dopamina no
cérebro que pode estimular a ingestdo continua de aclcar e explicar o comportamento
preferencial dos animais pela mamadeira com solucao de sacarose. Além disso, 0 metabolismo
da frutose parece ser determinante para esse comportamento (Verharen et al., 2023).

O aumento progressivo do consumo de sacarose, resulta em um incremento
correspondente no consumo energético e, consequentemente, maior armazenamento de energia
na forma de depdsitos de gordura. O efeito obesogénico do consumo de sacarose liquida ja
havia sido avaliado por Souza Cruz e colaboradores (2020), onde resultados semelhantes ja
foram observados com uma quantidade calorica bem semelhante a utilizada no presente estudo
(Souza Cruz et al., 2020). Dados do nosso grupo de pesquisa, obtidos com a administracéo de
uma dieta rica em sacarose soOlida, apresentaram resultados similares. Flister et al. (2018)

observaram um aumento significativo nos depositos de gordura retroperitoneal, mesentérica e
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periepididimal em camundongos alimentados com uma dieta contendo 25% de sacarose por
periodos de 30, 60 e 90 dias (Flister et al., 2018). De forma semelhante, Franca et al. (2020)
demonstraram que camundongos submetidos a uma dieta rica em sacarose por 60 e 90 dias
exibiram acimulo aumentado desses compartimentos adiposos (Franga et al., 2020).

Todos os depositos adiposos brancos analisados demonstraram um incremento nos dois
grupos de animais expostos a sacarose. Considerando que essas alteracdes no acumulo de
gordura estdo frequentemente associadas a disfuncdes metabdlicas, foi relevante avaliar se
essas modificagdes refletiram em mudancas nos pardmetros bioquimicos. A investigacao sobre
os efeitos da ESP sobre os niveis lipidicos séricos tem gerado resultados divergentes na
literatura cientifica. Em nosso estudo, observamos uma reducdo significativa nos niveis de
triglicerideos séricos ap6s o tratamento com ela, embora os niveis de colesterol ndo tenham
apresentado alteragdes. Esses achados corroboram parcialmente com os resultados de estudos
anteriores. Por exemplo, o estudo de Gao et al. (2018) demonstrou que o tratamento
intraperitoneal com ESP em animais expostos a uma dieta hiperlipidica resultou na reducéo
tanto dos niveis sericos de triglicerideos quanto de colesterol. Embora a dose e a duracdo do
tratamento tenham sido inferiores as utilizadas em nosso estudo, essa pesquisa sugere que a
espermidina tem o potencial de modular significativamente os niveis lipidicos em condigdes de
dieta hiperlipidica (Gao et al., 2018). No entanto, o estudo de Wang et al. (2021) relatou
resultados diferentes. Eles ndo observaram diferencas nos niveis séricos de triglicerideos e
colesterol em animais alimentados com uma dieta rica em gordura e tratados com ESP via dgua
de beber por um periodo de 4 semanas. Essa disparidade nos resultados pode ser atribuida a
diferencas metodoldgicas, como a formulagéo da dieta, a via de administracdo e a duracdo do
tratamento (Wang, D. et al., 2021). Esses estudos indicam que os efeitos dessa poliamina sobre
os lipidios séricos podem ser influenciados por uma variedade de fatores experimentais,
destacando a necessidade de mais investigacGes para elucidar completamente seus efeitos nesse
contexto.

A reducdo significativa nos niveis séricos de triglicerideos ap6s o tratamento com ESP
em nosso estudo reforca a hipotese de seu efeito positivo no metabolismo lipidico, mesmo sem
impacto nos niveis de colesterol. Esses resultados se alinham parcialmente ao estudo de Gao et
al. (2018), que observou reducgdes tanto nos triglicerideos quanto no colesterol em animais
alimentados com dieta rica em gordura e tratados via intraperitoneal com ESP (Gao et al.,
2018). Por outro lado, a pesquisa de Wang et al. (2021) ndo relatou diferencas significativas

nos niveis lipidicos sob tratamento oral com ESP, sugerindo que varia¢des nos protocolos,
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como a dose, via de administragéo e duragdo, podem influenciar os efeitos observados (Wang,
D. etal., 2021).

A exposic¢do a sacarose resultou em um comprometimento da homeostase glicémica dos
animais, como evidenciado pelos aumentos nos niveis séricos de glicose em jejum e nos
resultados do teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (GTT). No entanto, na analise da area
sob a curva do GTT, o grupo DRS revelou um comprometimento na tolerancia a glicose, que
foi atenuado pelo tratamento com ESP. Em estudo conduzido por Wang et al. (2021), a
suplementacéo oral via agua de beber de 5 mM espermidina por 4 semanas nao foi capaz de
melhorar a intolerancia a glicose em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura
(DRG), e ndo houve reducdo nos niveis de glicose nesses camundongos em comparagao com
0s ndo tratados (Wang, D. et al., 2021). No entanto, os resultados do GTT relatados por Ma et
al. (2021) indicaram uma leve melhora na intolerancia a glicose em camundongos alimentados
com DRG ap0s o tratamento com ESP oral na dose de 20 mg/kg por 8 semanas (Ma; Ni; Hu;
et al., 2021). Além disso, Liao et al. (2021) observaram melhora na tolerancia a glicose em
camundongos expostos a dieta rica em gordura que foram tratados via intraperitoneal com 50
mg/kg de espermidina por 6 semanas (Liao et al., 2021). Ma et al. (2020) também observaram
uma melhora na tolerancia a glicose em camundongos expostos a dieta hiperlipidica apds o
tratamento com diferentes concentragdes (5, 10 e 20 mg/kg) de ESP via oral por 16 semanas.
(Ma et al., 2020).

Neste trabalho, a ESP demonstrou melhorar a Rl em animais expostos a sacarose,
conforme evidenciado pelo indice TyG. Ma et al. (2020) conduziram uma investigacao
detalhada sobre a sensibilidade a insulina em animais submetidos ao tratamento com ESP oral
em combinagdo com uma dieta hiperlipidca. Utilizando o indice HOMA-IR como medida da
RI, observaram melhoras substanciais apds o tratamento oral em animais alimentados com essa
dieta especifica. De forma semelhante, Wang et al. (2021) investigaram os efeitos da
espermidina na sensibilidade a insulina em animais expostos a uma dieta hiperlipidica.
Utilizando o teste de tolerancia a insulina como métrica, também observaram maior
sensibilidade a insulina em animais que receberam tratamento com ESP via oral (Wang, D. et
al., 2021). Esses resultados fornecem apoio adicional a capacidade dessa substancia em atenuar
a RI tanto de dieta ricas em sacarose como em gorduras, destacando, assim, seu potencial
terapéutico no contexto de distarbios metabdlicos.

Diante destes resultados, decidimos analisar a responsividade do tecido adiposo branco
(TAB) periovariano pelo teste da lipolise ex vivo em trés condicdes distintas: basal, estimulada

com isoproterenol e inibida pela presenca da insulina. Na condi¢do basal, os animais
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alimentados com sacarose apresentaram uma reducgdo na taxa de liberagcdo de glicerol em
comparacdo ao grupo CTR. Na condicdo estimulada por isoproterenol os animais DRS e
DRS/ESP também apresentaram reducdo na liberacdo de glicerol em comparagdo ao grupo
CTR. Este resultados favorecem o maior acimulo de gordura promovida pelo excesso de
sacarose e corroboram com resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa (Pinto et al., 2016;
Sanches et al., 2016; Sousa et al., 2018).

Além disso, o ensaio com I1SO indica que a resposta a estimulacdo adrenérgica nesses
animais deve estar comprometida. De fato, as catecolaminas influenciam a lipdlise no TAB
depois de se ligarem a diferentes subtipos de adrenoreceptores, sendo o 3, o mais ativo em
roedores. As proteinas G acopladas aos beta-adrenérgicos ativam adenilato ciclase para que a
producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) aumente. Isso, por sua vez, ativa o
complexo proteina quinase A (PKA), levando a fosforilacdo da lipase hormdnio-sensivel
(HSL). A fosforilacdo de HSL desencadeia a translocacdo da enzima para a gota lipidica e a
consequente quebra desta (Jocken; Blaak, 2008).

Estudo anterior do nosso grupo demonstrou que a sensibilidade insulinica em TAB
perigonadal estd comprometida em camundongos machos alimentado com dieta rica em
sacarose solida (Franga et al., 2020). Este estudo corrobora esses dados expondo camundongos
fémeas a uma dieta rica em sacarose liquida. A insulina é o horménio antilipolitico mais potente
no tecido adiposo. A degradacdo do AMPc € o principal mecanismo pelo qual a insulina
antagoniza a lipdlise induzida por catecolamina. Além da degradacdo de AMPc, existem
mecanismo adicionais através dos quais a insulina pode antagonizar a lipolise induzida por
catecolaminas. A insulina pode inibir adenilato ciclase e internalizar os receptores -
adrenérgicos. (Jocken; Blaak, 2008).

As alteracdes observadas nos parametros bioguimicos indicam uma influéncia positiva
da ESP sobre o metabolismo lipidico e glicémico. Considerando que o figado é o principal
6rgdo envolvido na regulacdo desses processos metabolicos, é essencial examinar como essas
alteracdes se manifestam no tecido hepético. Os resultados demonstram que a ingestdo de
sacarose prejudicou de forma significativa o metabolismo lipidico hepatico. No entanto, o
tratamento com a poliamina atenuou o peso do figado dos animais, o acimulo de gordura
hepatica e triglicerideos hepaticos. A quantidade de triglicerideos hepaticos é dependente do
balanco relativo entre o influxo lipidico e a remocéo de lipideos. O influxo lipidico pode ser
derivado de uma variedade fontes metabdlicas, incluindo ingestdo dietética, lipolise do tecido
adiposo e lipogénese de novo (LDN) hepatica. Todos esses processos contribuem para o

acumulo de gordura hepética em proporgdes distintas. A remocao de lipidios € mediada tanto
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pela B-oxidacdo de acidos graxos mitocondriais quanto pela re-esterificagdo em triglicerideos,
que sdo armazenados ou exportados para a circulagdo sistémica como lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL). A gordura hepética acumula-se diferencialmente de acordo com a
composicdo de acidos graxos e/ou tipo de carboidratos. Niveis crescente de triglicerideos
hepéticos pode impulsionar a resisténcia a insulina, o que pode aumentar a taxa de LDN
hepética (Hydes et al., 2021).

Complementando os dados bioquimicos hepaticos, a analise histolégica do figado
permitiu uma avaliacdo detalhada das alteracdes morfoldgicas associadas a dieta rica em
sacarose e ao tratamento com a ESP. Os animais alimentados com a DRS apresentaram um
acumulo significativo de gordura hepatica, caracterizado pela presenca de esteatose mista
(macrovesicular e microvesicular), com presenca de baloneamento e infiltragdo inflamatéria.
Por outro lado, nos camundongos tratados com ESP, as Iaminas histologicas mostraram uma
reducdo visivel na deposicéo lipidica, com diminuicéo de esteatose e inflamacéo, indicando um
possivel efeito protetor da poliamina contra esteato-hepatite induzida pela dieta.

Estudos anteriores ja demonstraram esse efeito benéfico da ESP sobre o acimulo de
gordura hepatica. Gao et al. demonstraram que o tratamento intraperitoneal com ela reverteu o
fenotipo de esteatose hepatica, incluindo acimulos de goticulas lipidicas e degeneracdo de
células hepaticas camundongos com obesidade induzida por DRG (Gao et al., 2018). Ni et al.
também observaram atenuacéo na deposicéo lipidica nos figados de camundongos alimentados
com dieta ocidental que receberam ESO na agua de beber por 16 semanas (Ni et al., 2022).
Enquanto Ma et al., observaram resultados semelhantes em animais alimentados com DRG cuja
a suplementacdo de ESP na agua de beber durou apenas 8 semanas (Ma; Ni; Hu; et al., 2021).
Esses resultados mostram que, apesar da deposicao de gordura hepatica derivada de diferentes
modelos dietéticos, o tratamento com ESP, administrado por diferentes vias, levou a melhora
nos parametros hepaticos.

Os resultados da expressao proteica corroboram os achados histolégicos, fornecendo
uma visao mecanistica sobre o impacto da ESP na via de estresse do RE em camundongos com
diabetes mellitus tipo 2 induzido por sacarose. A DRS reduziu significativamente a expressdo
de GRP78, PDI e ATF4, proteinas-chave envolvidas na resposta desse estresse, 0 que sugere
uma possivel disfuncdo na capacidade de lidar com proteinas mal enoveladas e um
comprometimento na homeostase celular. No entanto, o tratamento com a poliamina foi capaz
de melhorar expressdo dessas proteinas, indicando um papel importante na restauracdo da
funcdo do RE. Esses resultados sugerem que essa substancia restaura o ambiente intracelular

necessario para a manutencdo da homeostase hepéatica. A auséncia de uma diferenca



85

significativa na expressdo de CHOP refor¢a que que a via apoptoética ndo foi ativada de forma
pronunciada em nenhum dos grupos. Esses dados, inéditos na literatura, sdo 0s primeiros a
correlacionar a ESP com a melhora do estresse do RE, apontando para um novo mecanismo de
acdo dessa poliamina no contexto do DM2 e DHGNA induzida por sacarose.

Esses resultados estdo em concordancia com dados anteriores do nosso grupo de
pesquisa, que mostraram que a exposi¢do a uma dieta rica em sacarose sélida resultou na
reducédo da expressdo génica de GRP78, PDI e PERK (proteina upstream do ATF4), reforcando
a associagdo entre o estresse do RE e o desenvolvimento de complica¢des metabdlicas (Flister
et al., 2018). A reducéo dessa sinalizacdo, especificamente pela diminuicdo de GRP78 e PDI,
é relevante no contexto do desenvolvimento da DHGNA, como sugerido por estudos que
avaliaram dietas ricas em lipidios e frutose (Balakumar et al., 2016; Ozcan et al., 2004).

A superexpressdo de GRP78, em particular, demonstrou inibir a lipogénese ao reduzir
a ativacdo do SREBP1-c, um fator-chave na sintese de novo de lipidios (Kammoun et al., 2009).
Da mesma forma, a superexpressdo de PDI parece exercer um efeito antilipogénico similar,
além de estar envolvida na montagem e secrec¢éo de particulas de VLDL, o que contribui para
a reducdo do acumulo de gordura hepatica (Wang et al., 2012; Zhang; Wang, 2016). Esses
mecanismos Sao cruciais, pois destacam o papel da ESP na modulacdo da expressdo dessas
chaperonas capazes de a homeostase lipidica e prevencao do acimulo de gordura no figado.

Portanto, nossos achados, que demonstram que o tratamento com espermidina melhora
expressdo de GRP78 e PDI, sugerem um possivel papel protetor dessa poliamina na regulacao
do estresse do RE e no combate a lipogénese hepatica. Esses resultados sdo os primeiros a
correlacionar diretamente esse composto com a recuperacdo da funcdo do RE, expandindo o

entendimento de seus efeitos no contexto do DM2 e DHGNA.

4.2.5 Conclusao

Com base nos resultados deste estudo, foi possivel observar que o tratamento com
espermidina em camundongos com diabetes mellitus tipo 2 induzido por dieta rica em sacarose
resultou em melhorias significativas nos parametros metabolicos. Essa poliamina demonstrou
efeitos benéficos na reducdo dos niveis séricos de triglicerideos, além de uma melhora na
tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina. Além disso, o tratamento melhorou a
expressao de proteinas envolvidas no estresse do reticulo endoplasmatico, como GRP78, PDI
e ATF4, sugerindo um papel protetor da espermidina na manutencdo da homeostase celular

hepatica.
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Além disso, a espermidina ndo s6 impactou positivamente o perfil lipidico, como
também atenuou o acimulo de gordura hepética e inflamacéo, destacando seu potencial como
um agente terapéutico promissor para 0 manejo do diabetes mellitus tipo 2 e DHGNA. Esses
achados apontam para a relevancia de futuros estudos que explorem o papel dessa substancia
em diferentes modelos de doencas metabodlicas, visando o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nos dois capitulos desta dissertacdo, foi possivel
concluir que a espermidina apresenta um potencial terapéutico promissor no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), principalmente por sua acdo moduladora sobre o estresse do
reticulo endoplasmatico (ERE) e sua capacidade de melhorar parametros metabolicos.

No primeiro capitulo, observou-se que a poliamina possui caracteristicas fisico-
quimicas e farmacocinéticas favoraveis, com boa biodisponibilidade oral e baixos niveis de
toxicidade, o que reforca sua viabilidade como composto terapéutico. Essa analise in silico
permitiu identificar a seguranca e o comportamento farmacolégico dela, o que pode facilitar
sua aplicabilidade em modelos experimentais.

No segundo capitulo, em um modelo experimental de DM2 induzido por dieta rica em
sacarose, 0 tratamento com espermidina resultou em uma série de efeitos benéficos, incluindo
a reducdo de triglicerideos séricos, a melhora da tolerdncia a glicose e a recuperacdo da
expressdo de proteinas-chave envolvidas no ERE hepatico, como GRP78, PDI e ATF4. Esses
achados sugerem que a espermidina ndo apenas auxilia na homeostase do reticulo
endoplasmatico, mas também promove uma resposta adaptativa favoravel contra os efeitos
deletérios do DM2 e DHGNA, atenuando a lipogénese hepética e a inflamacéo associada a
resisténcia a insulina.

Dessa forma, a espermidina emerge como uma molécula com grande potencial
terapéutico, capaz de atuar tanto na modulacdo do ERE quanto na melhora de parametros
metabolicos criticos para 0 manejo do DM2 e DHGNA. Esses resultados apontam para a
necessidade de novos estudos que explorem a acdo dessa poliamina em diferentes modelos de
doencas metabolicas, visando ao desenvolvimento de intervencdes terapéuticas inovadoras e

mais eficazes.
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