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ABSTRACT

In both type II diabetes and insulin-resistance syndromes, vascular complications result from a set of atherogenic pro-
cesses, involving chronic hyperglycemia, excessive protein glycation (AGEs), nuclear factor kappa-B (NF-kappaB)
activation associated with inflammatory cytokines superexpression, oxidative stress altering LDL and scavenger re-
ceptor CD36 expression. The contribution of hyperinsulinaemia in this sequence is not completely elucidated. This
review adresses the modulation of NF-kappaB, PPAR gamma (PPARY) and CD36 protein expression by insulin in rat
aortic vascular smooth muscle cells (VSMCs) stimulated by AGEs
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RESUMO

No diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e na sindrome de resisténcia a insulina, as complica¢des cardiovasculares resultam
de um conjunto de processos aterogénicos envolvendo hiperglicemia cronica, excessiva glicagdo de proteinas (AGEs),
ativacgdo do fator nuclear kappa B (NK«B) associada com o aumento da expressao de citocinas inflamatorias e estresse
oxidativo, observando-se ainda alteragdo de LDL e expressao do receptor de scavenger CD36. A contribuicdo da hipe-
rinsulinemia nesta sequéncia ndo ¢ completamente elucidada. Nesta revisdo, relata-se como a insulina pode modular a
expressao proteica de NFkB, PPAR gama (PPARy) e CD36 em células da musculatura lisa vascular (CMLV) da aorta
de ratos estimuladas pelos AGE.

Palavras Chave: Diabetes Mellitus tipo 2; produtos finais de glicagdo avangada; estresse oxidativo

nocarbonila de natureza ndo-enzimatica, que no estado
hiperglicémico ocorre de forma acelerada e sdo capazes
de modificar, irreversivelmente, as propriedades quimicas
e funcionais de varias estruturas bioldgicas, dentre elas, os
fosfolipidios de membrana, proteinas e acidos nucleicos

INTRODUCAO

A exposicdo prolongada a hiperglicemia é reconhe-
cida como o principal fator responsavel pela fisiopatologia
das complicagdes diabéticas (1). Entre as hipoteses que

tentam explicar como a hiperglicemia cronica determina
os danos celulares e teciduais observados no diabetes me-
llitus (DM), a formagdo dos produtos finais da glicagdo
avangada, também chamados AGE, ¢ considerada uma
das mais importantes. Os AGE constituem uma classe de
moléculas heterogéneas formadas a partir de reacdes ami-

(2). Embora parte dos mecanismos que levam as compli-
cacoOes diabéticas permaneca pouco compreendido, a for-
magao dos AGE, o desenvolvimento do estresse oxidativo
e a ativagao da proteina quinase C (PKC) sdo mecanismos
relacionados a hiperglicemia cronica e as alteragdes mor-
fologicas e funcionais do endotélio no diabetes (3,4).
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Os receptores para AGE (RAGE) fazem parte da
superfamilia de receptores para imunoglobulinas ini-
cialmente identificados em células endoteliais de pul-
méio bovino (5). E uma proteina de 35 KDa expressa
em diferentes tecidos, tais como células dsseas, célu-
las mononucleares, linfécitos, células da musculatura
lisa vascular (CMLV), coragdo e neurdnios (5-8). Sdo
bem demonstradas as alteragdes vasculares importan-
tes induzidas pela ativagdo dos RAGE como parte dos
mecanismos envolvidos nas complicagdes diabética;,
entretanto, se isto ocorre a partir da ligagdo dos AGE
aos RAGE ainda ¢ alvo de intenso debate. Isto porque
o RAGE pode ser ativado por diferentes ligantes pro-
-inflamatorios, como a proteinas de alta mobilidade do
grupo 1 (HMGBI1) ou anfoterina (9), S100/calgranuli-
na (10), proteina B-amiloide (5), fosfatidilserina (11) e
produtos avancados de oxidagdo de proteinas (AOPP)
(12). De modo muito interessante, Schmidt et al. (1999)
demonstraram que a ligagdo de AGE-RAGE determina a
ativagdo de vias inflamatorias ¢ a producdo de fatores de
ades8o celular envolvidos no desenvolvimento da neu-
ropatia diabética. Ha outras isoformas destes receptores,
como o RAGE solavel (sRAGE), cuja ativagdo ndo
determina altera¢des celulares, mas contribuem para a
depuragao plasmaticas dos AGE (13).

O que torna ainda mais complexo os mecanismos
de acdo dos AGEs ¢ que também sdo ligantes para outros
receptores, como o CD36, receptor scavenger da classe
B, que esta envolvido na metabolizagdo dessas molécu-
las no plasma, assim como exerce importante fun¢éo na
indugdo do estresse oxidativo na célula. Além destes, os
AGE também sdo reconhecidos pelos receptores scaven-
ger classe E, lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-
1), fasciclina, epidermal growth factor-like (EGF),
laminin-type epidermal growth factor-like (LE), link
domain-containing scavenger receptor-1 e 2 (FEEL-1 e
FEEL-2) (14,15).

A caracterizagdo das interagdes AGEs-RAGE nas
lesdes vasculares, foram observadas em ratos diabéticos
sensibilizados a aterogénese pela supressdo da apoli-
poproteina E (apoE-null), mostrando que o tratamento
apos seis semanas com uma forma C-truncada do recep-
tor RAGE (fator inibitério) diminuiu a frequéncia de le-
soes da aorta (13). Este efeito foi atribuido ao provavel
sequestro dos ligantes de RAGE que impedem a trans-
dugdo de sinal (16).

A interagdo AGE-RAGE favorece a sintese de es-
pécies reativas de oxigénio (ERO) e o aumento da per-
meabilidade da barreira endotelial (17), o que pode in-
duzir o estresse oxidativo e ativar o fator de transcri¢ao
nuclear kappa B (NFxB) (18). A via de transdugdo do si-
nal dependente de RAGE associa a ativa¢ao de quinases
pertencentes a familia das proteinas quinase ativada por
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mitégeno (MAP-quinases) e a translocacdo de NF«kB
para o ntcleo, o que estimula a transcrigdo de varios
genes-alvo associados ao desenvolvimento da inflama-
¢do (19,20). Evidéncias recentes também demonstraram
a importancia dos receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma (PPAR) no controle de diversos proces-
sos biologicos que regulam a homeostase da glicose, o
metabolismo de lipideos e a inflamac¢ao, cuja importan-
cia é crucial nas doengas cardiovasculares. Estudos su-
gerem que o PPAR-y tem sua expressdo modulada por
AGE em lesdes aterosclerdticas (21).

As complicacBes vasculares sdo as maiores cau-
sas de morbimortalidade em pacientes diabéticos. O
desenvolvimento das doencas micro e macrovascula-
res invariavelmente se iniciam pela disfuncdo endote-
lial; entretanto, seus mecanismos ndo sao totalmente
compreendidos. Os prejuizos ocasionados ao endotélio
vascular parecem ser um evento precoce na patogénese
das complicagdes vasculares do diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e reflete a presenca de um fenotipo propenso a
aterogénese, caracterizando-se pela perda das proprieda-
des do endotélio, isto é, alteracdo na sintese de proteinas,
aumento do tonus vascular, aumento da permeabilidade
vascular e aquisi¢ao de atividade pro-trombotica e anti-
fibrinolitica (22). Os PPAR podem afetar a formagao das
células espumosas, modulando a resposta inflamatoria
¢ influenciando a estabilidade da placa aterosclerdtica
(24). Neste sentido, um elo que ¢ explorado, envolven-
do a acdo dos PPAR nessa doenca, ¢ o efeito anti-infla-
matorio exercido por alguns ativadores do PPAR-y e do
PPAR-0, como as glitazonas e os fibratos, com poten-
ciais implicagdes no tratamento da aterosclerose (25).

O fator de transcrigdo nuclear kB

Descoberto em 1986, NFkB é um heterodimero
constituido de duas subunidades proteicas: RelA (p65),
RelB, c-Rel, NFkB1 (p50) e NFkB2 (p52). Essas pro-
teinas estruturalmente homologas formam diferentes
homo e heterodimeros por meio de seus dominios amino
terminal (Rel Homology Domains, RHD) denominados
NFkB. O fator de transcricio NFkB uma vez ativado,
liga-se a uma sequéncia de 10 pares de bases na regido
promotora do gene que codifica a cadeia leve kappa das
moléculas de anticorpo das células B provendo a trans-
cricao de genes envolvidos em cascatas inflamatorias e
geracgdo do estresse oxidativo, condigdes determinantes
na fisiopatologia do DM (26).

A ativagdo do NFxB é controlada pela familia
de inibidores (denominados IkB), que estdo ligados ao
dimero do NFxB, e inibem sua fun¢do, mantendo o
complexo inativo no citoplasma celular. Diversos esti-
mulos ativam o NFxB, como a fosforilacdo e a ativacdo
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do complexo IkB quinase (IKK). Esse complexo con-
siste de duas subunidades (dois heterodimeros: IKKa e
IKKP) que fazem parte da subunidade IKKy.

Na via canonica de ativacao do NFxB, o complexo
IKK ativado fosforila especificamente os IkBa, prova-
velmente pela IkB, tornando-o alvo de degradagdo pelo
proteassoma (27). A partir disto, o NF«kB é translocado
ao nucleo, onde modula a expressdo de diferentes genes.
A ativacdo do NFxB pode ser iniciada por uma varie-
dade de alteragdes fisiopatologicas, como aumento na
quantidade de citocinas circulantes e na expressao de
moléculas de adesdo (28,29). E importante ressaltar que
a ativagdo de RAGE produz o estresse oxidativo e ativa
NF«B in vitro e in vivo (30,18). A via de transdugdo do
sinal dependente de RAGE envolve a via das proteinas
MAP-kinases (Proteina Quinase Ativada por Mitdégeno).
Em contraste com outros receptores, a ativagdo celular
mediada por RAGE inclui aumento da expressdo do
proprio RAGE. Esse mecanismos de retroalimentagdo
positiva caracterizados pela interacdo do receptor com
o ligante seguido pelo aumento da expressdo do préprio
receptor, sugerem ao RAGE o papel de fator de propa-
gacdo e perpetuagdo do processo inflamatorio (10). No
caso do DM, a ativagdo do complexo NF«B, contribui
com maior expressdo génica das moléculas envolvidas
no processo inflamatorio (31). Ademais, estudo mais re-
cente indicou que uma ativacao de NFxB por TNF-q, in-
duz a uma ativagao de IKKp que amplificaria o estresse
oxidativo, levando a uma disfun¢do endotelial no DM-2
(29), o que sugere a participacdo de mais de uma via de
sinalizacdo intracelular envolvida no desenvolvido do
estado inflamatorio caracteristico do DM.

Varios estimulos promovem a ativa¢ao de NF«xB
portanto, ndo ¢ surpreendente que sejam propostos me-
canismos diferenciados para interpretar os eventos que
precedem a fosforilagdo IkBa. O estresse oxidativo ¢ um
fator comum a todos estes estimulos, gerando espécies
reativas de oxigénio (ERO) que induz a transcri¢do de
um programa génico relacionado a inflamagado (31,32).
Foi demonstrado que em pacientes com DM1 com gli-
cemia ndo controlada, ocorre maior ativacdo do NFxB
em monocitos e uma correlagdo positiva com o estresse
oxidativo (33). Contudo, em pacientes com DM2, além
da maior ativacdo do NFkB ocorre diminui¢do dos ni-
veis de glutationa redutase (34), o que reitera o aumento
do estresse oxidativo nesta situagao.

Devido aos diferentes modelos e estimulos utili-
zados para as interacdes entre estresse oxidativo e via
do NFkB, ha controvérsias sobre os mecanismos pro-
postos para interpretar os eventos que precedem a ul-
tima etapa da fosforilagdo de IxB. Tem sido mostrado
que o peroxido de hidrogénio (H,O,) ativa diretamente
NF«B. De modo oposto, moléculas antioxidantes como
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a N-acetilcisteina (NAC), vitaminas C ¢ E, as selenopro-
teinas e o acido lipoico também ativam NF«B. Entre-
tanto, a ativacdo de NFkB pelo TNF-a ou pela LDL-ox
¢ bloqueada pela NAC (35), o que sugere que o uso de
antioxidantes atenuam o estado inflamatdorio no DM, o
que permite especular uma via de estimulagdo indepen-
dente de IKK. Ademais, em células T (junkat) e células
endoteliais (U937), quando o estresse oxidativo ¢ provo-
cado pela hipoxia seguida de reoxigenardo ou pelo uso
do pervanadato, a ativagdo de NFxB ocorreria por meio
da fosforilagdo da tirosina IkB e ndo pela via canonica,
que ¢ a fosforilagao de serinas (36).

A insulina também parece ter papel modulador na
expressdo proteica de NFkB, embora ainda sejam es-
cassos os trabalhos relatados na literatura. Em pacientes
obesos, a insulina inibe a expressdo NFkB em células
mononucleadas (37). Incubagdes de CMLV da aorta
de ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo genético de
diabetes sem obesidade, com albumina bovina glicosi-
lada (AGE-BSA) durante 24 horas ,aumentou a expres-
sdo protéica do NFkB, o que foi atenuado na presenca
de insulina (38). Estes achados mostram que a insulina
pode diminuir a incidéncia de altera¢cdes nas CMLV de
ratos GK por meio da redugdo da expressdo proteica do
NF«xB. Paradoxalmente, em estudos utilizando CMLV
da aorta bovina incubada com insulina, na presenga de
AGE-BSA, ocorreu aumento da ativagdo do NFxB (39).
Isto se deve possivelmente ao sistema utilizado para
quantificagdo da proteina, que neste caso foi realizada
por sistemas de genes reporter, que fornecem apenas
uma estimativa indireta da atividade transcricional do
vetor “reporter” que sintetiza a proteina, mas néo refle-
te o nivel celular do NFxB. Esta discrepancia também
pode ser explicada pelas diferencas entre as proprieda-
des intrinsecas das CMLV de diferentes espécies e/ou
diferengas no isolamento e preparagdo, bem como con-
di¢des de cultura e influéncia do estado diabético.

Os receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma

Os PPAR sdo fatores de transcri¢do da familia
de receptores nucleares, caracterizados principalmente
pela sua distribui¢do nos tecidos ¢ por sua fungdo me-
tabodlica. Formam heterodimeros com receptor do acido
cis-9-retindico (RXR) e regulam a expressdo génica por
se ligarem ao o elemento responsivo ao PPAR (PPRE-
Peroxisome Proliferator Response Element) na regido
promotora dos genes-alvo (40,41), os quais sdo ativados
em resposta a &cidos graxos e derivados, incluindo uma
variedade de eicosandides e prostaglandinas, que tém
papel chave no processo inflamatdrio ¢ na resposta imu-
nologica. Os acidos graxos per se, tém capacidade de se
ligar a todas as isoformas de PPAR (42). O complexo
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PPAR-RXR também pode se acoplar ao elemento res-
ponsivo em genes-alvo na auséncia de ligantes e recrutar
complexos corepressores que mediam a repressao ativa
de genes (43).

As principais isoformas de PPAR identificadas até
o momento sao PPARa, PPARS/B e PPARy. A ativagdo
de PPARy pode diminuir a progresséo da aterosclero-
se e aumentar a sensibilidade a insulina, o que o torna
um alvo terapéutico promissor no tratamento do DM2
e das dislipidemias. Varios estudos relatam que ligantes
do PPARy podem reduzir a liberagdo de citocinas infla-
matorias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) em mondcitos, assim
como a isoforma indutivel da sintase do ¢xido nitrico
e a expressdo de metaloproteinases-9, as quais estdo
implicadas na desestabilizacdo das placas aterosclero-
ticas (44,45). Esses efeitos resultariam da inibigdo das
vias dos fatores de transcri¢ao da proteina ativadora -1
(AP-1) e NFkB, fatores de transcri¢do que aumentam a
expressao de TNF-a e IL-6. Foi sugerido que a prosta-
glandina J2 (15d-PGJ2), um ligante natural do PPARY,
exerce seu efeito anti-inflamatério pela inibigdo do
NFkB (46,47). Incubagdes de CMLYV, oriundas de ratos
GK e Wistar, ndo diabéticos, com AGE-BSA na presen-
ca de insulina aumenta a expressdo proteica de PPARy
(38). Este efeito é consistente com o uso terapéutico da
insulina e agonistas do PPARy no DM (48).

Embora em modelos animais o PPARS/B apresen-
tem efeitos anti-inflamatoérios e anti-aterogénicos, o seu
uso clinico ainda ndo esta estabelecido (49). E impor-
tante ressaltar, que a ativagdo do PPARy em macrdfagos
leva a expressdo do CD36, responsavel pela captagéo
de LDL-ox, sendo este evento fundamental na dife-
renciagdo em macrofagos com caracteristicas de célula
espumosa (50). As LDL-ox contém altas concentragdes
de 9- e 13- HODE (acido hidroxiocatadecadienoico),
ativadores do PPARy, desencadeando a expressdo de
receptores scavenger, como CD36 que promovem a in-
ternalizacdo de moléculas de LDL-ox. A estimulagao de
LDL-ox induz a ativagdo do NFxB em macrofagos (51),
por meio de um mecanismo que ¢ dependente de CD36
e PKC (52). Além disso, o NFkB também estimula a se-
crecdo de citocinas inflamatorias como TNFo/f, IL-18,
IL-6 e interferon B e vy, iniciando um sistema de retroali-
mentagao positiva que promoveria a formagao de células
espumosas através da ativagdo de PPARy (53).

Estudos realizados por Chinetti et al. (2001), mos-
traram que PPARy e PPARa ndo induzem formacao
de células espumosas a partir de mondcitos circulantes
agregados a parede arterial e diferenciados em macrofagos
(54), apesar dos seus efeitos sobre a expressdao de CD36.
Nesse contexto, foi verificado que as tiazolidinadionas
(TZD) estimulam a expressao de CD36, mas reduzem a
expressdo de SR-A (Scavenger Receptor A). Essas agdes
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sdo compensatorias ¢ exercem um efeito nulo sobre os
valores intracelulares de ésteres de colesterol. Outro me-
canismo pelo qual PPARYy intervém na homeostase do co-
lesterol em macrdfagos € por meio da indugdo de ABCA1
(ATP-binding cassette transporter Al), um transportador
de colesterol livre, permitindo a saida de colesterol dos
macréfagos em uma das primeiras etapas de transporte
reverso de colesterol. Desta forma, os ésteres de coleste-
rol armazenados, que se encontram em equilibrio dina-
mico com o colesterol livre, submetidos a um processo
continuo de hidrdlise e re-esterificagdo, podem ser trans-
feridos por um transportador de colesterol a um aceptor
de colesterol (apo A-I). Este mecanismo envolve o re-
ceptor LXRa, corroborando a ideia de transporte reverso
do colesterol de volta para o figado (55,56). Portanto, os
agonistas de PPARy, apesar de incrementarem a expres-
sdo de um fator pro-aterogénico, produzem outros efeitos
que causam uma agdo anti-aterogénica.

O receptor scavenger CD36

O papel do CD36 em fenomenos associados a ate-
rogénese e a resisténcia a insulina é foco de inimeros es-
tudos, porém seus mecanismos nao sao bem conhecidos.
O CD36 ¢ mencionado como o gene da resisténcia a in-
sulina (57), mas o assunto ¢ complexo, visto que animais
knockout (CD36-/-) ndo sdo protegidos contra o diabetes.
Aumento na expressdo de CD36 em ratos transgénicos
(MCK-CD36), por sua vez, nao os torna diabéticos (58).
Esta ambiguidade revela a multiplicidade funcional de
CD36. Também ¢é conhecido que a resisténcia a insulina
¢ acompanhada de aumento do CD36 em macréfagos
oriundos de ratos obesos diabéticos (ob/ob), e parece
resultar da redu¢do da degradagdo de proteinas. Esta
anomalia é decorrente de prejuizos na via de transducéo
da insulina, uma vez que o uso de um inibidor da fos-
foinositol-3-quinase (PI3K) aumenta a expressdo do
CD36 (59). As possibilidades de se interferir na expres-
sdo desse receptor, notadamente por a¢des mediadas por
agonistas do PPARy, parecem ser importantes na pato-
génese de doencas cardiovasculares, em particular nos
processos envolvendo mecanismos inflamatorios (60).

Em CMLYV da aorta de ratos GK foi observado que
a expressao proteica de CD36 ¢ maior quando compara-
da a ratos nao-diabéticos. Entretanto, quando essas cé-
lulas foram incubadas na presenga de AGE-BSA, essa
expressdo foi aumentada.Na presenga de insulina, a ex-
pressdo de CD36 ¢ reduzida ou suprimida nas células
oriundas de ratos ndo-diabéticos, permanecendo inalte-
rada nas oriundas de ratos GK, corroborando a hipotese
de que esses ultimos tém um defeito na via de sinaliza-
¢do da insulina (61). Estudos adicionais sdo necessarios
para melhor caracterizar a acdo moduladora da insulina
sobre a expressdao de CD36 em modelos animais.
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CONCLUSAO

Considerando a ampla rede de sinalizacéo intra-
celular envolvida na rota inflamatéria implicada no
Diabetes Mellitus, na aterosclerose e em doengas cro-
nicas, a modulacdo da resposta a insulina na expressao
de NFkB, PPARy e CD36 pode ser considerada como
favoravel a protegdo vascular. Na presenca de AGE,
a insulina aumenta a expressdo proteica de PPARYy, 0
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