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O diabetes melito (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada por
hiperglicemia em virtude de resposta defeituosa ou deficiente a secre¢do de insulina.
O DM tipo 2 (DM 2) esta associado com a ativacao do sistema imune, no qual ha
uma inflamacao de baixo grau mediada por citocinas. A dipeptidil peptidase IV (DPP-
IV, CD26) é uma protease multifuncional e na superficie celular ela encontra-se
ligada a adenosina deaminase (ADA). Ambas estdo envolvidas na proliferacado de
linfocitos e na producéo de citocinas inflamatorias. A Vitis vinifera € uma planta que
tem sido estudada devido suas propriedades farmacoldgicas, dentre essas, por
apresentar efeitos hipoglicémiantes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
biomarcadores inflamatorios, a atividade da ADA e da DPP-IV em pacientes com DM
2, e verificar o efeito do extrato aquoso de sementes de Vitis vinifera (cv. Merlot)
sobre a atividade da ADA e da DPP-IV em linfocitos expostos a diferentes
concentracfes de glicose, in vitro. Em linfécitos, no manuscrito | observamos uma
diminuicdo na expressao do CD26, um aumento na atividade da ADA e da n-acetil-3-
d-glicosaminidase (NAG) em pacientes com DM 2 em relacdo aos controles,
enquanto que a atividade da gamaglutamil transferase (GGT) e da DPP-IV néo se
alterou. Também, a atividade da NAG linfocitaria em pacientes com DM 2 mostrou-
se positivamente relacionada com a atividade da ADA e negativamente com a
expressdo do CD26 e a atividade da GGT mostrou-se positivamente relacionada a
circunferéncia abdominal e ao IMC. Ja no manuscrito Il, observamos um aumento na
atividade da ADA quando os linfocitos forma expostos a 100mM de glicose e este
aumento foi atenuado quando, expostos a glicose e extrato aquoso de sementes de
Vitis vinifera. Em soro, no manuscrito |, observamos um aumento na atividade da
ADA e também nos niveis de proteina C reativa (PCR) em pacientes com DM 2.
Além disso, os niveis de PCR em diabéticos mostraram-se positivamente
correlacionados com a circunferéncia abdominal e o indice de massa corporal (IMC)
desses pacientes. A atividade da GGT e da DPP-IV ndo mostraram diferencas entre
0s grupos. No entanto, a atividade da DPP-IV sérica mostrou-se correlacionada com
0s niveis de hemoglobina glicada nos pacientes com DM 2. Conclui-se que, a
glicose possa estimular a atividade da ADA ao mesmo tempo em que provoca uma
reducdo da expressdo do CD26 em linfécitos. Além disso, o extrato aquoso de
sementes de Vitis vinifera é capaz de impedir a ativagdo da atividade da ADA em
presenca de glicose possivelmente devido suas propriedades hipoglicemiantes.

Palavras-chave: diabetes melito tipo 2; linfocitos; ADA; DPP-IV; Vitis vinifera.
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Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia due
defective or deficient response to insulin secretion. Type 2 diabetes mellitus (Type 2
DM) is therefore associated with a general activation of the innate immune system, in
which there is a chronic, cytokine-mediated state of low-grade inflammation.
Dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) is a cell-surface protease that bind with Adenosine
deaminase (ADA) and both enzymes act in the lymphocytes proliferation and
citokyne production. Vitis vinifera is a plant that has been studied due its
pharmacology effects including the hypoglycemic properties. Thus, the aim of this
study is to evaluate some inflammatory biomarkers, the ADA and DPP-IV activities in
type 2 DM and investigate the effects of aqueous grape seed extract from Vitis
vinifera (cv. Merlot) (GSE) in the ADA and DPP-1V activities in lymphocytes submitted
to different glucose concentrations, in vitro. In the manuscript I, in lymphocytes, we
observed a decrease in CD26 expression, an increase in ADA and n-acetil-B-d-
glucosaminidase (NAG) activities in type 2 DM patients when compared to controls,
while the gamma-glutamyl tranferase (GGT) and DPP-IV activities did not show
differences between the groups. Moreover, the NAG activity demonstrated a positive
correlation with ADA activity and a negative, with CD26 expression. GGT activity was
positively correlated with waist circumference and body mass index (BMI), in type 2
DM. In the manuscript I, we observed we observed an increase in ADA activity when
lymphocytes were exposure to the high concentration (100mM) of glucose and GSE
prevented this increase in ADA activity. In serum, in the manuscript I, we showed an
increase in ADA activity and in C reactive protein (CRP) levels in type 2 DM.
Furthermore, the levels of CRP in diabetics were positively correlated with waist
circumference and BMI. The GGT and DPP-IV activities did not show alterations
between the groups, but in type 2 DM the DPP-IV activity was positively correlated
with glicated hemoglobin. We concluded that, glucose might stimulated the ADA
activity in the same time that it cause decrease in CD26 expression, in lymphocytes.
Moreover, GSE prevents the ADA activation in presence of glucose possible due its
hypoglycemic properties.

Key-words: Type 2 diabetes mellitus; lymphocytes; ADA; DPP-IV; Vitis vinifera.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscritos, 0os quais encontram-se nos itens MANUSCRITO | e
MANUSCRITO Il. As sec¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibligraficas estdo nos manuscritos | e Il e representam a
integra deste estudo.

Os itens, DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontram-se no final desta
dissertacdo e apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre 0s manuscritos
contidos neste trabalho.

A BIBLIOGRAFIA refere-se somente as citacbes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta dissertag&o.
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Introducao

1. INTRODUCAO

O Diabetes Melito (DM) é uma desordem metabdlica crénica que afeta o
metabolismo de carboidratos, de gorduras e proteinas (KISS et al.,, 2006) e é
caracterizado por hiperglicemia em virtude de resposta defeituosa ou deficiente a
secrecdo de insulina. Esta desordem compreende uma série de sintomas, tais como:
sede e fome excessivas, fraqueza muscular, perda de peso (NEGRI, 2005).

As formas mais frequiientes de diabetes sdo o diabetes melito tipo 1 (DM 1)
onde ocorre destruicdo das células beta do pancreas, usualmente por processo
auto-imune, e o diabetes melito tipo 2 (DM 2) que é caracterizado por disturbios da
acdo e secrecdo da insulina. A longo prazo, o estado hiperglicémico provoca uma
série de complicacBes cardiovasculares, renais, neurologicas e oculares (MAHDI et
al., 2003). A elevacéo crbnica de nutrientes circulantes, tais como glicose e acidos
graxos livres, desempenham um papel importante na patogénese do DM 2,
contribuindo para a inducédo do processo inflamatério observado em varios tecidos
(DONATH et al.,, 2010). A existéncia deste processo de inflamagdo cronica no
diabetes é baseada principalmente no aumento da liberacdo de citocinas
inflamatorias, as quais desempenham um papel importante na regulacdo da
resposta imune, inflamacao e apoptose (VAN DEN OEVER et al., 2010).

O “efeito incretina” € designado pelo aumento da secregdo de insulina
provocado pela acdo de hormdnios secretados pelo trato gastrointestinal e este
efeito depende da quantidade de glicose ingerida. Desta forma, os hormdénios
incretinas desempenham um papel importante na regulagdo dos niveis de glicose
pos-prandial. Os dois hormdnios incretinas mais importantes sdo o polipeptideo
insulinotrépico dependente de glicose (glucose-dependent insulinotropic polypeptide,
GIP) e o “glucagon like peptide-1” (GLP-1) (HOLST et al., 2009). Visto que no DM 2
h& uma deficiéncia na acdo ou secrecdo da insulina, e que os horménios incretinas
estdo envolvidos na homeostase da glicose pés-prandial, pode haver defeitos na
acao, secrecao ou metabolismo destes hormonios.

A dipeptidil peptidase IV (DPP-IV; CD26) é uma glicoproteina multifuncional

amplamente distribuida e expressa como um homodimero ligado de forma ndo cova-
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lente na superficie das células em quase todos os tecidos. Na superficie celular, a
DPP-IV liga-se a adenosina deaminase (ADA), enzima que € responsavel pela
degradacao de nucleotideos toxicos as células, e desempenha um papel importante
na ativacdo das células T (GINES et al., 2002). Além disso, ambas estdo envolvidas
na proliferacdo e producdo de citocinas (GORRELL et al., 2001), e estas ultimas
possuem um papel importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina e no DM
2 (KING, 2008).

A Vitis vinifera tem sido estudada devido ao seu amplo espectro de efeitos
terapéuticos e farmacologicos. O extrato de varias partes da planta tem
demonstrado propriedades antioxidantes, antiinflamatorias, atividade antimicrobiana,
assim como efeitos cardio, hepato e neuroprotetores (NASSIRI-ASL &
HOSSEINZADEH, 2009). Além disso, sabe-se que apresenta efeitos hipoglicémicos
(ORHAN et al., 2006; HOGAN et al., 2010). Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar biomarcadores inflamatorios, a atividade da ADA e da DPP-IV em pacientes
com DM 2, e verificar o efeito do extrato aquoso de sementes de Vitis vinifera (cv.
Merlot) sobre a atividade da ADA e da DPP-IV em linfocitos submetidos a diferentes

concentrac@es de glicose, in vitro.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nassiri-Asl%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hosseinzadeh%20H%22%5BAuthor%5D
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade e a expressdo da DPP-IV e a atividade da ADA em

linfécitos de pacientes com DM 2;

Verificar o efeito do extrato aquoso de sementes de Vitis vinifera (cv. Merlot)
sobre a atividade da ADA e da DPP-IV em linfécitos submetidos a diferentes
concentrac@es de glicose, in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

Manuscrito |

1. Determinar a atividade da adenosina deaminase e da dipeptidil

peptidase IV em linfocitos e em soro;

2. Determinar a expressao do CD26 em linfécitos;
3. Determinar a atividade da gamaglutamil transferase em linfécitos e em
SOro;
Determinar a atividade da N-acetil-B-d-glicosaminidase em linf4citos;
Verificar os niveis de proteina C reativa em soro
Manuscrito Il

6. Verificar o efeito do extrato aquoso de sementes de Vitis vinifera (cv.
Merlot) sobre a atividade da ADA e da DPP-IV em linfécitos submetidos a condi¢des

hiperglicémicas, in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Diabetes Melito

3.1.1. Definicéo, caracteristicas e epidemiologia

O Diabetes melito (DM) € uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da
falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus
efeitos. Caracteriza-se por apresentar hiperglicemia cronica, frequentemente
acompanhada de dislipidemia, hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial
(CONSENSO BRASILEIRO DE DIABETES, 2002).

Os sintomas resultantes da intensa hiperglicemia incluem polidria, polidipsia,
perda de peso, as vezes com polifagia e visdo borrada. Além disso, o
comprometimento do crescimento e a susceptibilidade a certas infecces também
podem acompanhar a hiperglicemia cronica (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2005). As consequiéncias dessa doenca, a longo prazo, resultam de
alteracdes micro e macrovasculares, o que pode levar a complica¢des crénicas que
incluem retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica, neuropatia autonémica, além
de doencas aterotrombaticas (LYRA et al., 2009).

O DM é um problema de importancia crescente em saude publica. Sua
incidéncia e prevaléncia estdo aumentando e alcancando proporcdes epidémicas,
sendo a sexta causa mais frequente de internacdes (CONSENSO BRASILEIRO DE
DIABETES, 2002). Estima-se que o numero total de pessoas com diabetes devera
aumentar de 171 milhées em 2000 para 366 milhdes no ano de 2030 (WILD et al.,
2004). No Brasil, a prevaléncia do DM é de aproximadamente 7,6% entre individuos
com 30-59 anos, chegando a atingir cerca de 20% da populagéo acima dos 70 anos.
Cerca de 50% dessas pessoas desconhecem o diagnéstico, e 25% da populagéo
diabética ndo fazem nenhum tipo de tratamento (CONSENSO BRASILEIRO DE
DIABETES, 2002). Além disso, na regiao sul a incidéncia do diabetes chegou a 8,5%
da populacéo (OLIVEIRA et al., 2010).

A expectativa de vida diminui de 5 a 10 anos para adultos de meia idade com
diabetes e a mortalidade por doencas coronarianas aumenta 2 a 4 vezes para 0S

pacientes com diabetes em relacdo aos que néo apresentam a doenca. O diabetes
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também € a principal causa de cegueira e faléncia renal entre adultos e pode causar
danos nos nervos periféricos podendo levar a amputacfes das extremidades
(KRUGER, 2008).

3.1.2. Classificacéo

De acordo com o as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2007), o

DM pode ser classificado da seguinte forma:

3.1.2.1. Diabetes melito tipo 1 (DM 1)

O DM 1, forma presente em 5%-10% dos casos, € o resultado de uma
destruicdo das células beta pancreaticas com consequiente deficiéncia de insulina.
Na maioria dos casos essa destruicdo das células beta é mediada por auto-
imunidade, porém existem casos em que nao h& evidéncias de processo auto-
imune, sendo, portanto, referida como forma idiopatica do DM 1. A taxa de
destruicdo das células beta é variavel, sendo em geral mais rapida entre as criancas.

A forma lentamente progressiva ocorre geralmente em adultos e é referida como

latent autoimmune diabetes in adults (LADA).

3.1.2.2. Diabetes melito do tipo 2 (DM 2)

O DM 2 é a forma presente em 90%-95% dos casos e caracteriza-se por
defeitos na acdo e na secrecdo da insulina. Em geral, ambos os defeitos estédo
presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio de
um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso ou
obesidade e, raramente ocorre o desenvolvimento de cetoacidose. O DM 2 pode

ocorrer em qualquer idade, mas é geralmente diagnosticado apos os 40 anos.

3.1.2.3. Diabetes gestacional

O DM gestacional é a diminuicdo da tolerancia a glicose, de magnitude

variavel, diagnosticada pela primeira vez na gestacdo, podendo ou ndo persistir
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apo0s o parto. Abrange os casos de DM e de tolerancia a glicose diminuida

detectados na gravidez.

3.1.2.4. Outros tipos de DM

A categoria outros tipos de DM contém varias formas de DM decorrentes de
defeitos genéticos associados com outras doencas ou com uso de farmacos
diabetogénicos.

3.1.3. Diagnéstico e controle glicémico

O diagnéstico do diabetes baseia-se fundamentalmente nas alteragfes da
glicose plasmatica de jejum ou apds uma sobrecarga de glicose por via oral. Para
gue o diagndstico seja estabelecido, os valores devem ser confirmados em um dia
subsequente (GROSS et al., 2002).

Atualmente, sao trés os critérios aceitos para o diagnostico do DM:

- Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia
casual (realizada a qualgquer hora do dia) acima de 200mg/dL,;

- Glicemia de jejum acima de 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevacdes da
glicemia, o diagnéstico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia;

- Glicemia de 2 horas apds sobrecarga de 75g de glicose, maior que
200mg/dL (Diretrizes SDB, 2007).

Na pratica clinica, o controle glicEmico é feito através da utilizacdo dos testes
de glicemia e dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc). Os testes de glicemia
refletem o nivel glicémico atual e instantdneo no momento exato do teste, enquanto
o teste de HbAlc reflete a glicemia média pregressa dos ultimos dois a quatro
meses. No entanto, desde o inicio de 2008, dois outros parametros de avaliacdo do
controle glicémico foram desenvolvidos. S&o eles: a glicemia média estimada (GME)
e a variabilidade glicémica, um importante fator que vem sendo considerado como
um fator de risco isolado para as complicacdes do diabetes, independentemente dos
valores elevados de glicemia média (Diretrizes SBD, 2008).

A medida dos niveis de HbAlc é o parametro de escolha para o controle

glicémico a longo prazo. A percentagem de HbAlc depende da concentragéo de
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glicose no sangue, do tempo de duracdo da exposicdo da hemoglobina a glicose e
do tempo de meia vida dos eritrécitos, que € de aproximadamente 120 dias. Quanto
maior a concentracé@o de glicose e maior o periodo de contato, maior a percentagem
da HbAlc (GROSS et al., 2002). Estudos a longo prazo tém demonstrado o papel
fundamental do controle glicémico na reducdo das complicacdes diabéticas. Para
cada 1% na reducédo dos niveis de HbAlc, hd uma diminuicdo de 37% nas doencas
microvasculares, 14% de infarto agudo no miocardio, 12% em acidentes vascular
cerebral e 43% na doenca vascular periférica (UKPDS, 1998).

A avaliacdo da glicemia ao longo do dia é uma estratégia importante para se
obter o melhor controle metabdlico possivel. Os testes de glicemia podem ser
realizados através da préatica de auto-monitorizacdo domiciliar através da obtencao
de sangue capilar e colocacdo em fitas reagentes acopladas a aparelhos que

fornecem os resultados em poucos segundos (Diretrizes SBD, 2008).

3.1.4. Tratamento para o Diabetes melito tipo 2

Inicialmente, no estado de pré-diabetes, e inicio do diabetes, a terapia através
do controle da alimentacdo e atividade fisica pode ajudar a retardar ou impedir a
progressdo da doenca. Com a progressdo da doenca, se faz necessario o uso de
medicamentos (KRUGER, 2008). No periodo inicial do DM 2, caracterizado por
obesidade e resisténcia a insulina, a melhor indicacdo sdo medicamentos que nao
aumentam a secrec¢do de insulina, mas que melhorem a sensibilidade a acéo
hepatica e periférica (musculo e adipocitos) do horménio. Na segunda fase, com
diminuicdo da secrecdo de insulina, a melhor indicacdo € de um secretagogo de
insulina em monoterapia ou em combinacdo com outra droga. Na terceira fase, com
a progressdo da perda da secrecdo da insulina, torna-se necessario associar
insulina basal. Por fim, quando predomina a insulinopenia, o paciente deve receber

tratamento com insulina (ZAGURY & ZAGURY, 2009).



Revisao Bibliografica

3.1.4.1. Hipoglicemiantes Orais

3.1.4.1.1. Sulfoniluréias

O tratamento com sulfoniluréias permaneceu por muitas décadas como o
principal tratamento farmacolégico para o DM 2, devido a sua eficacia, efeitos
colaterais limitados (principalmente associados a hipoglicemia) e baixo custo (DEL
PRATO & PULIZZI, 2006).

A principal acdo das sulfoniluréias consiste em aumentar a liberacdo de
insulina do pancreas através da ligacdo com um receptor de sulfoniluréia na
superficie das células B (KATZUNG, 2005). As sulfoniluréias sao classificadas de
acordo com a poténcia e a época em que entraram no mercado. As de primeira
geracdo sdo representadas pela Clorpropamida, ja que a Tolbutamida e a
Acetoexamida foram retiradas do mercado. As de segunda geracdo dividem-se em
de acédo curta (Glipizida) e de acado prolongada (Glibenclamida, Glimepirida e
Gliclazida) (ZAGURY & ZAGURY, 2009).

Apesar da ampla utilizacdo destas drogas, tem crescido na ultima década,
preocupacdes com o0 seu uso devido ao risco de hipoglicemia, ganho de peso,
exaustdo das células 3 (DEL PRATO & PULIZZI, 2006).

3.1.4.1.2. Glinidas

As glinidas, juntamente com as sulfoniluréias, sdo do grupo dos secretagogos
de insulina (TENTOLOURIS et al.,, 2007). Elas atuam através da ligacdo em
receptores diferentes das sulfoniluréias na superficie das células B pancreaticas,
desencadeando a secrecdo de insulina sem qualquer influéncia na sintese.
(ZAGURY & ZAGURY, 2009).

As glinidas sao caracterizadas por uma duracdo maior da acao, produzindo
uma secrec¢éo prolongada de insulina (TENTOLOURIS et al., 2007). Elas constituem
uma classe relativamente nova de farmacos secretagogos, sendo seu primeiro
membro foi aprovado para uso clinico em 1998. Os representantes desta classe de

medicamentos sdo a Repaglinida e a Nateglidina (KATZUNG, 2005). Ambas séo
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drogas seguras e a frequéncia de hipoglicemias graves € reduzida (JOVANOVIC et
al., 2000).

3.1.4.1.3. Biguanidas

A classe das biguanidas ou derivados da guanidina tem como representantes
a Metformina, a Fenformina e a Butformina. No entanto, as duas Ultimas foram
retiradas do mercado. A Metformina é hoje indicada como terapia de primeira linha
para o tratamento do DM 2 j& ao diagnéstico (ZAGURY & ZAGURY, 2009).

A Metformina reduz a hiperglicemia através da reducdo da gliconeogénese
hepética e melhora a sensibilidade a insulina por aumentar a captacao e utilizacéo
de glicose por tecidos periféricos (KURUKULASURIYA & SOWERS, 2010). Além
disso, ela inibe a lipdlise, aumenta a producdo esplancnica de glicose, reduz o
tempo de absorcdo gastrointestinal da glicose, ativa os receptores de insulina,
aumenta a atividade da tirosina-quinase, a translocagéo dos transportadores GLUT-
4, a atividade da enzima glicogénio-sintetase e a sintese de 6xido nitrico via ativacao
da proteina-kinase AMP- induzida e reduz a producdo de moléculas de adesao e a
apoptose endotelial melhorando a funcéo vascular endotelial (ZAGURY & ZAGURY,
2009).

A vantagem do uso da Metformina € que ela reduz ou previne o ganho de
peso, reduz os triglicerideos em até 25% e o colesterol total e o LDL em até 10%,
além de a hipoglicemia ser um evento raro, pois a droga ndo estimula a secrecéo de
insulina (LYRA et al.,, 2009). Ela geralmente € bem tolerada, sendo os efeitos
adversos mais comuns, os gastrointestinais (NATHAN et al., 2009).

3.1.4.1.4. Tiazolidinedionas

As tiazolidinedionas atuam ao diminuir a resisténcia a insulina e sua acéo
priméria consiste na regulacdo nuclear dos genes envolvidos no metabolismo da
glicose, dos lipideos e na diferenciacdo dos adipécitos (KATZUNG, 2005). Elas séo
moduladores dos receptores ativados da proliferacdo de peroxissoma e, aumentam
a sensibilidade do musculo, gordura e figado a insulina endégena e exdgena. Elas

apresentam um efeito duradouro sobre o controle glicémico e os efeitos adversos
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mais comuns sdo ganho de peso, retencdo de liquidos com edema periférico, e
duplicacao do risco de doenca cardiaca congestiva (NATHAN et al., 2009).

Os exemplares desta classe séo a Rosiglitazona e a Pioglitazona.

3.1.4.1.5. Inibidores da alfaglicosidase

Os inibidores da alfaglicosidase suprimem os niveis de glicose através da
reducdo da absorcdo de carbohidratos pelo trato  gastrointestinal
(KURUKULASURIYA & SOWERS, 2010).

Os representantes desta classe de medicamentos sédo a Acarbose, o Miglitol e
a Voglibose, inibidores potentes da glicoamilase, da a-amilase e da sacarina, no
entanto, apenas a Acarbose é comercializada no Brasil. Os efeitos colaterais mais
freqientes sdo gastrointestinais e incluem desconforto abdominal, diarréia e
flatuléncia (ZAGURY & ZAGURY, 2009).

3.1.4.2. Insulinoterapia

A terapéutica com insulina geralmente é utilizada no final do curso do DM 2,
quando o controle glicémico ndo é mantido apenas pelo uso de hipoglicemiantes
orais (ZAGURY & ZAGURY, 2009). No entanto, recentemente, tem-se demonstrado
qgue a utilizacdo de terapia intensiva de insulina no inicio do desenvolvimento do DM
2 induz uma glicemia normal sustentada (RETNAKARAN & DRUCKER, 2008;
WENG et al., 2008).

3.1.4.3. Agonistas do GLP-1 e Inibidores da DPP-IV

As duas classes mais recentes de medicamentos aprovados para o
tratamento do DM 2 séo os agonistas do receptor de GLP-1 e os inibidores da DPP-
IV, os quais exercem seus efeitos através dos receptores para incretinas.

O Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) é um hormdnio incretina liberado na
circulacao apos uma refeicdo, pelas células L do epitélio da regido do ileo e do cdélon
do intestino. Ele atua no musculo e no figado aumentando a sensibilidade a insulina,

e também no pancreas, estimulando a secrecao de insulina dependente de glicose
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e, inibindo a secrecéo de glucagon. Além disso, o GLP-1 promove a proliferacédo das
células B e inibe a apoptose (TRAPP & HISADOME, 2010), reduz a liberacéo
hepatica de glicose, retarda o esvaziamento gastrico, suprime a ingestdo de
alimentos (apetite) e auxilia na manutencdo da funcdo fisiolégica pancreatica
(HINNEN et al., 2006).

Os incretinomiméticos sdo uma nova classe de agentes farmacologicos que
mimetizam alguns efeitos das incretinas enddgenas, visto que o GLP-1 ndo pode ser
utilizado clinicamente, pois é rapidamente metabolizado pela enzima DPP-IV. Para
isso, desenvolveram-se analogos resistentes a esta acdo (TODD & BLOOM, 2007).
A Exenatide-4 foi o primeiro farmaco incretinomimético aprovado pela FDA (Food
and Drug Administration) para uso clinico. No entanto, é utilizado por administragdo
subcutanea. A Liraglutida é outro representante desta classe (DRUCKER et al.,
2010). Estudos clinicos com Exenatide e Liraglutida demonstraram efeitos
sustentados nos niveis de HbAlc, reducdo do peso corporal e melhora na funcao
das células B em pacientes com DM 2 (HOLST et al., 2009).

O peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) € um hormonio
incretina produzido pelas células K da mucosa intestinal em resposta a ingestdo de
gorduras, glicose e proteinas. Ele atua provocando a liberacdo de insulina pelas
células B das ilhotas pancreaticas (PFEIFFER et al., 2010).

Ambos os hormonios incretinas, GIP e GLP-1, desempenham um papel
importante na secrecdo da insulina pés-prandial e, desta forma, na tolerancia da
glicose. Os inibidores da DPP-IV sdo drogas orais que agem aumentando e
prolongando a acdo desses hormdnios, impedindo a sua degradacéo, através da
inibicdo competitiva da enzima DPP-IV. Vildagliptin e Sitagliptin sdo dois
representantes desta classe, que foram aprovados para uso clinico. SAo compostos
oralmente ativos, que inibem eficientemente a atividade da DPP-IV por mais de 16
horas, possibilitando seu uso apenas uma vez ao dia (AHREN, 2008). Ao contrario
dos incretinomiméticos, os inibidores da DPP-IV ndo provocam reducdo de peso
(HOLST et al., 2009).

Em estudo realizado com a Nateglinida (outro agente inibidor da DPP-IV), ela
mostrou inibir a atividade da DPP-IV e preveniu a degradacdo enzimatica do GLP-1

(DUFFY et al., 2007). Além disso, outros compostos tais como MCB3937 e analogos
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da pirrolidina, tém demonstrado serem potentes inibidores da DPP-IV (OEFNER et
al., 2007; MURUGESAN et al., 2010).

3.1.5. Diabetes melito tipo 2, inflamacéao e ativagéo do sistema imune

Os Linfacitos T, assim como 0s monocitos, ndo sao sensiveis a insulina e ndo
apresentam receptores para a mesma, em condi¢cdes metabdlicas normais. Em
estado hiperglicémico, eles sao ativados e desenvolvem receptores de insulina,
sendo, desta forma, capazes de metabolizar glicose (BUFFINGTON et al., 1986;
STENTZ & KITABCHI, 2005). Além disso, a hiperglicemia estimula alteracfes nas
subpopulacdes de linfécitos, com aumento na contagem das células CD3+ e CD4+
em pacientes com DM 2 e este aumento estd associado com a ativacdo e
proliferacéo dessas células (DWORACKA et al., 2007).

No DM 2 ha alteracdes na morfologia e diminuicdo da massa mitocondrial em
células mononucleares, contribuindo para a ativacao da inflamacdo nestas células
(WIDLANSKY et al., 2010). Além disso, foi observado que em células T de pacientes
com DM 2 ha alteracBes na expressao de genes relacionados com metabolismo de
carboidratos, sinalizacdo da insulina e inflamacéo, prejudicando, desta forma, a
sinalizacdo da insulina, o transporte e metabolismo de glicose, o metabolismo
lipidico e a sintese protéica (STENTZ & KITABCHI, 2007).

A obesidade apresenta um papel importante na progressdo do DM 2, visto
gue aumenta a resisténcia a insulina e prejudica a eficacia do tratamento (RAMLO-
HALSTED & EDELMAN, 1999). A resisténcia a insulina desencadeada pela
obesidade esta associada com a infiltragdo de linfécitos no tecido adiposo visceral e,
desta forma, os linfécitos desempenham um papel na iniciacdo e perpetuacdo da
inflamacg&o no tecido adiposo. (ZHANG & ZHANG, 2009). A ativacdo do tecido
adiposo pode provocar a liberacdo de fatores inflamatorios que fundamentam o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Além disso, uma proporgao significante
de individuos com DM 2 apresentam sobrepeso ou sdo obesos. Desta forma, o
aumento na liberacdo de metabdlitos derivados de adipdcitos, como lipideos, acidos
graxos e citocinas inflamatérias em individuos obesos, estdo diretamente

relacionados com o desenvolvimento da resisténcia a insulina. Também, a inflama-
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cao crbnica esta associada com obesidade, resisténcia a insulina e DM 2 (KING,
2008; ZHANG & ZHANG, 2009).

Recentemente, proteinas de fase aguda, citocinas e marcadores inflamatorios
tem sido implicados na patogénese do DM 2 (DIPENTA et al., 2007). H& evidéncias
de que a inflamacao ocorre ainda durante o periodo de intolerancia a glicose, antes
do diagnostico de DM 2 (KING, 2008). Além disso, presenca de marcadores
inflamatorios circulantes séo fatores preditores independentes do desenvolvimento
de DM 2 no futuro (FERNANDEZ-REAL & PICKUP, 2008).

A primeira evidéncia de processo inflamatorio nas ilhotas pancreaticas no DM
2 surgiu a partir da observagao de que a hiperglicemia induz apoptose das células .
Além disso, foi detectado um grande nimero de células do sistema imune em ilhotas
pancreéticas de pacientes com DM 2 juntamente com niveis elevados de citocinas e
guimiocinas (DONATH et al., 2009). A existéncia de inflamacdo crénica no DM 2 é
baseada principalmente no aumento das concentracfes plasmaticas de proteina C
reativa (PCR), fibrinogénio, interleucina-6 (IL-6), IL-1 e fator de necrose tumoral - a
(TNF- a). As citocimas da familia do TNF- a desempenham um papel importante na
regulacdo da resposta imune, inflamacdo e apoptose e o TNF- a pode induzir
resisténcia a insulina (VAN DEN OEVER et al., 2010). Além disso, os adipécitos
quando ativados, liberam niveis anormais de moléculas bioativas, resultado do
recrutamento de mondcitos para o tecido adiposo. Com a diferenciacdo dos
monaocitos em macréfagos, inicia a liberacdo de uma série de fatores inflamatorios
tanto a nivel de tecido adiposo, como sistemicamente desencadeando o quadro
inflamatorio observado no estado diabético (KING, 2008; ZHANG & ZHANG, 2009).

DONATH et al., 2010 demonstraram que a autoimunidade desempenha um
papel no DM 2. Esta condi¢c&o tem sido descrita como uma doenca de fase aguda do
sistema imune inato, o qual desencadeia uma resposta de fase aguda, em resposta
a um estresse metabolico. Além disso, disturbios de origem imunologica ocorrem a
partir de disfuncao das células T e, recentemente, estudos indicaram que no DM 2 a
resposta imune inapropriada pode ser resultado de defeito na agcédo da insulina a
qual é necessaéria para a funcdo das células T (FRANKIE & ABBAS, 2003). Mais
evidéncias de desordens no sistema imune no DM 2 dizem respeito as dislipidemias
que, além de serem caracteristicas no DM 2, sdo uma resposta de fase aguda tanto
na doenca aguda como crénica (FERNANDEZ-REAL & PICKUP, 2008).
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A exposicdo de ilhotas humanas e linhagens de células [ a altas
concentraces de glicose, in vitro, aumentam a producdo de fatores quimiotaticos
biologicamente ativos (EHSES et al., 2007). Além disso, citocinas e quimiocinas séo
liberadas das ilhotas expostas a estresse metabdlico. Estes eventos sdo associados
a resposta inflamatoria e no DM 2 estdo associados com a infiltracdo de células do
sistema imune nas ilhotas pancreéaticas (EHSES et al., 2008). Desta forma, a
inflamacéo é possivelmente o mecanismo que liga os fatores de susceptibilidade ao
desenvolvimento do diabetes (hipoatividade, envelhecimento, estresse fisioldgico e
tabagismo) com as ac¢des bioquimicas causadas pela imunidade inata ativada,
resultando em resisténcia & insulina e DM tipo 2 (FERNANDEZ-REAL & PICKUP,
2008).

3.2. Adenosina Deaminase (ADA; Adenosina Aminohidrolase; EC
3.5.4.4)

A ADA é uma enzima envolvida no metabolismo das purinas que catalisa a
desaminacdo hidrolitica irreversivel de adenosina (Ado) a inosina e 2'-
desoxiadenosina (dAdo) em 2’-desoxinosina (IBIS et al., 2007; IWAKI-EGAWA et al.,
2004; POSPISILOVA et al., 2007). (Figura 1(a) e (b))

Embora esteja amplamente distribuida nos tecidos humanos, tem sido
sugerido um papel importante da ADA na maturagcao do sistema imunologico, pois a
deficiéncia congénita dessa enzima esta associada com a imunodeficiéncia
combinada severa (HIRSCHHORN, 1990) na qual a funcdo dos linfocitos T e B
estao prejudicadas.

A atividade da ADA ¢ dez vezes maior em células linfociticas em relacdo aos
eritrocitos e € maior em linfocitos T em relacdo aos B, variando durante a
diferenciacéo de células T (PIRAS et al., 1978). Apesar de mais de 90% da ADA ser
intracelular, ela pode ser encontrada na superficie de linfocitos B e T, na forma de
ecto-enzima (GORRELL et al., 2001).
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Em humanos, a atividade da ADA aparece em duas isoformas distintas, ADA1
e ADA2. A ADAL1 constitui a maior parte da ADA intracelular, € encontrada em todas
as células, especialmente em linfécitos. Além disso, é a isoforma que predomina no
timo, duodeno, figado e eritrocitos. A ADA 2 é a isoenzima que predomina em
monocitos e macréfagos € a principal isoforma encontrada no plasma (VAN DER
WEYDEN & KELLEY, 1976; IWAKI-EGAWA et al., 2004; CRISTALI et al., 2001).

(b)

NH, 0
N | IN HN | |N
k ) _AbA K )
N N N N
H 0 H 0
HO R(I, ) HO RN, 1V)
I R=0H, Ado I R =0ll, Inosine
1l R=H, dAdo 1V R=H, 2-Deoxyinosine

Figura 1. Representacdo da (a) estrutura da ADA; (b) da reacdo catalisada pela ADA. Ado -
adenosina; dAdo - desoxiadenosina. (adaptado de CRISTALLI et al., 2001).
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3.2.1. Relacdo da ADA com o Diabetes melito tipo 2

Em estudo realizado utilizando linfécitos T de ratos, foi observado que o
transporte de nucleosideos em linfécitos T € modulado pela glicose e pela insulina. A
capacidade de transporte de nucleosideos, nestas células, esta diminuida em
presenca de altas concentracdes de glicose e em auséncia de insulina e esta
associada a diminuicdo dos niveis de adenosina intracelular. Desta forma, em
condicbes que mimetizam as condi¢cdes diabéticas como altas concentracbes de
glicose e auséncia de insulina, ocorre diminuicdo na captacdo de adenosina por
células T (SAKOWICZ et al., 2004) e, desta forma, aumenta a concentracdo de
adenosina extracelular. A atividade da ADA pode se elevar uma vez que seus
substratos se encontram em altas concentracdes. De fato, a atividade da ADA
encontra-se elevada no diabetes (PRAKASH et al., 2006; KURTUL et al., 2004) e em
estudo realizado em nosso laboratorio, observamos um aumento na atividade da
ADA em soro de pacientes hiperglicémicos e uma correlagéo positiva da atividade

da ADA com os niveis de glicose plasmética (BOPP et al., 2009).

3.3. Dipeptidil Peptidase IV (DPP-1V; CD26; EC 3.4.14.5)

A DPP-IV é uma glicoproteina multifuncional tipo 1l de superficie celular e é
membro da familia das prolil oligopeptidases (ABBOTT et al., 2000). Ela apresenta
766 aminoacidos e estd ancorada a bicamada lipidica por um Unico segmento
hidrofébico, sendo que apenas 6 aminoacidos compde a regido citoplasmatica (DE
MEESTER et al., 1999) (Figura 2). Atividade enzimética da DPP-IV foi encontrada
em ratos, camundogos e em humanos nas células epiteliais do intestino, no rim,
figado, pulméo, timo, linfonodos, baco, préstata e em adipocitos, bem como em
linfécitos e mondcitos. Além disso, a DPP-IV pode também ser encontrada na forma
soluvel na circulacéo, sendo resultado da clivagem proteolitica da forma encontrada
na superficie celular (YAZBECK et al., 2009).
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Figura 2. Representacao da estrutura da DPP-1V (adaptado de GORRELL et al., 2001).

A DPP-IV também é conhecida como antigeno de superficie celular, CD26, e
apresenta funcao co-estimulatéria na resposta imune (GORRELL, 2005). Tanto a
porcentagem de células que expressam CD26 como o numero de moléculas por
célula, estdo aumentados apos a ativacao de células T (MARTIN et al., 1995). Além
disso, o aumento na expressdo de CD26 esta associado com aumento nha
sensibilidade do antigeno, permitindo a manutencdo das células T de memoria
(FALCIONI et al., 1996).

A DPP-IV é encontrada em todas as células T CD3+ ativadas (FOX et al.,
1984), sua expressdo nas células B € muito baixa (GORRELL et al., 1991) e apenas
células CD4+ que coexpressam CD26 podem fornecer fungdes helper para ativar
células T citotoxicas (DANG et al., 1990) e induzir a sintese de Imunoglobulinas (Ig)
pelas células B (MORIMOTO & SCHLOSSMAN, 1998). As caracteristicas co-
estimulatérias do CD26 séo aquelas que promovem um aumento nas respostas das
células T a antigenos estranhos, iniciam sinais de transducdo, aumentam a secrecéo
de citocinas, aumentam a proliferacdo de linfécitos e induzem a diferenciagdo em
células efetoras e promovem o aumento da funcéo helper para células B e linfocitos
T citotoxicos. Aléem disso, CD26 € um marcador para células produtoras de IL-2, e

esta interleucina induz a proliferacéo de células T (GORRELL et al., 2001).
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A CD26 na superficie das células apresenta as seguintes funcdes: ligacdo
com a ADA, atividade peptidase e ligacdo com a matriz extracelular, sendo que
essas fungcbes podem influenciar a proliferacdo de células T e a quimiotaxia
(GORRELL et al., 2001).

3.3.1. Ligacdo com a ADA

A associacdo da ADA com CD26 é especifica e direta e esta ligacdo se da
com o dominio extracelular da CD26 (KAMEOKA et al., 1993). As atividades da ADA
e do CD26 nado sado afetadas pela sua ligacdo, indicando que essa ligacdo é
independente das funcdes cataliticas de ambas as enzimas (DE MEESTER et al.,
1994; LUDWIG et al., 2004). Esta ligacdo ocorre apenas na superficie celular e ndo
ocorre no interior das células, indicando que a ADA nédo é transportada pela CD26
através da membrana (DONG et al., 1996). Além disso, a funcdo dessa ligacédo é
posicionar a ADA na membrana plasméatica e atuar como receptor para ADA na
superficie celular (KAMEOKA et al., 1993) (Figura 3).

Devido ao fato da adenosina extracelular (substrato da ADA) inibir a
proliferacdo das células T, a localizacdo da ADA na superficie através da ligacao
com CD26, tem um papel importante na regulagéo da atividade imune reduzindo a
concentracéo local de adenosina (DONG et al., 1996; DE MEESTER et al., 1999).
Além disso, a associacdo da ADA com CD26 esta envolvida na capacidade da CD26

promover proliferacéo de linfocitos e producéo de citocinas (GORRELL et al., 2001).
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Figura 3. Representacdo da DPP-IV/CD26 ancorada a membrana plasmatica e ligada a ADA.
(adaptado de WEIHOFEN et al., 2004).

3.3.2. Atividade peptidase

Como exo-peptidase, a DPP-IV cliva dipeptideos de polipeptideos, tendo
preferéncia por aqueles que apresentam um residuo de prolina ou alanina na
segunda posicdo da porcdo N-terminal (DE MEESTER et al., 2000) (Figura 4).
Muitos peptideos regulatérios apresentam essa sequéncia e sabe-se que varias
guimiocinas, integrinas e neuropeptideos séo clivados por esta enzima (CORDERO
et al., 2009). Dentre os substratos naturais da DPP-IV estdo a substancia P, a
enterostatina, endomorfina 2, neuropeptideo Y, peptideo YY, GIP e GLP-1(DE
MEESTER et al.,, 1999). A clivagem destes peptideos geralmente resulta na
inativacdo da atividade biologica, contribuindo para os mecanismos regulatorios de
muitos processos biologicos, visto que a DPP-IV é importante para digestao,
controle da concentracdo da glicose sanguinea e desempenha um papel na

migracao de células T e mondcitos (GORRELL et al., 2001).
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GLP-1 (amidated form)

HisAIGIVGlyThieheThiSerAsplalSeiSerTyieUGluGlyGlnAlaAlalysGlueheileAlaTrpledVallysGlyArgamide
7 10 15 20 25 30 35 36

Proteolytic inactivation (DPP-4)

Figura 4. Demonstragéo do local de clivagem na estrutura do GLP-1, pela acdo da enzima DPP-IV
(adaptado de DRUCK & NAUCK, 2006).

3.3.3. Ligacdo com a matriz extracelular

A DPP-1V interage com proteinas da matriz extracelular tais como o colageno
e a fibronectina, mediando a interacdo entra célula e matriz extracelular
(KOTACKOVA et al., 2009). Tem sido proposto que o CD26 atua como receptor
funcional de coldgeno (DE MEESTER et al., 1999) e PIAZZA et al. (1989)
propuseram que a DPP-IV se liga a fibronectina e esta interacdo ocorre em um sitio

diferente do dominio catalitico da enzima.

3.3.4. CD26 soluvel

A forma soltuvel da CD26 pode ser encontrada no soro, fluido seminal, fluido
pleural, bile e no rim (SHAROYAN et al., 2006) e apresenta uma consideravel
heterogeneidade com a forma transmembrana. Ela provém da clivagem proteolitica
da CD26 presente na superficie de células que a expressam e que estejam em
contato com o sangue. A CD26 soluvel também é encontrada no limen de granulos
secretorios do pancreas exocrino. Desta forma, a CD26 pode ser liberada por
autdlise da proteina devido ao pH &acido encontrado dentro dos granulos
pancreaticos. Além disso, a forma soluvel de CD26 apresenta as seguintes funcdes
biologicas: envolvimento no processo de ativacdo — desativacdo de algumas
quimiocinas e no processo inflamatério e participa da inativacdo de substratos
biologicamente ativos encontrados no sangue, como por exemplo, peptideos

regulatorios, fatores de crescimento ou hormoénios (CORDERO et al., 2009).
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3.3.5. Relacéo entre DPP-IV e Diabetes melito tipo 2

A DPP-IV tem sido alvo de intervencgdo farmacoldgica em pacientes com DM
2, visto que ela catalisa a inativacdo de varios hormoénios e neuropeptideos. PALA et
al. (2003) demonstraram um aumento na atividade da DPP-IV em células
endoteliais, quando expostas a altas concentracdes de glicose, in vitro, e este efeito
pode ter sido, em parte devido a modulacdo da expressao génica pela glicose. Além
disso, MANNUCCI et al. (2005) demonstraram que a hiperglicemia cronica, in vivo,
leva a estimulacdo da atividade da DPP-IV, visto que observou uma correlagcédo entre
a variacdo da atividade da DPP-IV e os niveis de HbAlc e um aumento da atividade
da mesma em pacientes com DM 2 que apresentavam niveis de HbAlc maiores que
8.5%. RYSKJAER et al. (2006), também observaram um aumento na atividade da
DPP-IV em pacientes com DM 2, quando comparados com 0s sujeitos controle, e a
relacdo entre glicemia e atividade da DPP-IV. No entanto, este aumento ocorre
mesmo com valores de HbA1lc menores que 8,5%.

Em modelo animal de inducdo de diabetes, também se pode verificar que ha
um aumento tanto na expressdo génica da DPP-IV nos tecidos, como na atividade
da enzima circulante, além de estar relacionada com a glicemia. Estes resultados
levam a crer que este aumento na atividade da DPP-IV circulante seja devido ao
aumento na biossintese da enzima e sua secrecao pelas células endoteliais em altas
concentracdes de glicose (KIRINO et al., 2009).

A inibicdo especifica da funcédo peptidase da DPP-IV aumenta o tempo de
meia-vida de hormdénios incretinas e 0 aumento do tempo de acao destes hormonios
pode ser utilizado para reduzir os niveis de glicose em pacientes com DM 2
(DRUCKER, 2003; AHREN, 2008). Além disso, evidéncias clinicas demonstram que
inibidores da DPP-IV diminuem os niveis de glicose em pacientes com DM 2
(AHREN et al. 2002, D'ALESSIO et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D'Alessio%20DA%22%5BAuthor%5D
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3.4. y- Glutamiltransferase (GGT; EC 2.3.2.2)

A GGT é uma proteina amplamente distribuida nos tecidos e 6rgdos e €
encontrada nos tubulos contorcidos proximais dos rins, no corpo ciliar do olho,
vesiculas seminais, vilosidades do intestino delgado, no figado, pancreas e
glandulas mamarias (LIEBERMAN et al., 1995). Além disso, ela € uma enzima
encontrada na superficie de células linfoides e epiteliais (NOVOGRODSKY et al.,
1976) e seu sitio ativo é extracelular. A GGT catalisa a clivagem da glutationa
reduzida (GSH), transformando-a em cisteinilglicina e y-glutamil (LIEBERMAN et al.,
1995) e limita a producdo de espécies reativas em células T, em resposta ao
estresse oxidativo (CARLISLE et al., 2003).

3.4.1. Relacao entre a GGT e o Diabetes melito tipo 2

Recentemente, estudos tém demonstrado uma associacao entre os niveis de
GGT com a incidéncia do DM 2. As alteracbes da GGT apresentam forte associagao
com marcadores de resisténcia a insulina e com indices de obesidade (ANDRE et
al., 2006; GAUTIER et al., 2010; ZHANG et al., 2010). De fato, a GGT sérica € um
bom fator preditor de DM 2 independente da presenca de estresse oxidativo ou
inflamacéo sistémica (WEN et al., 2010). Além disso, a GGT e a adiponectina podem
mediar os efeitos da adiposidade visceral encontrada no DM 2 (LEE et al., 2009).

No entanto, GRABER et al. (1999) demonstraram uma diminuicdo na

atividade da GGT em células mononucleares de pacientes diabéticos.
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3.2. N-acetil-B-d-glicosaminidase (NAG; EC 3.2.1.30)

A NAG é uma hidrolase &cida lisossémica, responsavel pela hidrélise da
ligacdo glicosidica beta-1-3 entre a N-acetilgalactosamina e a galactose. A NAG
apresenta quatro isoenzimas, sendo as mais importantes as isoformas A (presente
no compartimento intralisossomal soluvel) e B (ligada a membrana lisossomal).
Ambas as isoformas A e B encontram-se no sangue e nos tecidos. (BAZZI et al.,
2002).

O aumento na liberacdo de hidrolases acidas tem sido encontrado em um
grande numero de doencgas inflamatérias crbnicas (GANGULY et al.,, 1978) e
estudos tem demonstrado que a NAG pode ser um bom marcador de inflamacao
(IQBAL et al., 2008). Além disso, FARVID et al. (2007) sugeriram que a atividade da
NAG esta associada com a glicemia em diabéticos, e niveis aumentados da
excrecdo urinaria de NAG em pacientes diabéticos estdo associados com

complicacBes micro e macrovasculares (HONG et al., 2000).

3.3. Proteina C reativa (PCR)

A PCR é uma proteina plasmatica da familia das proteinas Pentraxin e é
composta por 5 subunidades ligadas de forma ndo covalente (MORTENSEN, 2001;
CASAS et al.,, 2008), Ela é uma proteina de fase aguda ndo especifica e é
sintetizada pelos hepatocitos sob estimulacdo de IL-6, IL-1 e TNF-a (CASTELL et
al., 1990; CASAS et al., 2008), podendo se elevar cerca de 1000 vezes durante uma
resposta de fase aguda (MORTENSEN, 2001; CASAS et al., 2008).

A PCR é tradicionalmente descrita como uma molécula pré-inflamatoria
devido a sua habilidade de ativar a cascata do complemento e mediar a fagocitose.
No entanto, seu papel € mais complexo, visto que regula muitas respostas

inflamatorias, e ativa a producéo de citocinas por monécitos (MORTENSEN, 2001).

3.3.1. Relacdo da PCR com o processo inflamatério no DM 2
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O DM 2 é uma doencga que apresenta um quadro de inflamacgéo crbnica de
baixo grau e sabe-se que altas concentracdes de PCR sao um fator de risco para o
desenvolvimento de DM 2 (WEN et al.,, 2010; YEO et al., 2010). Também em
pacientes com DM 2, a PCR é um preditor de morte e doenca cardiovascular. Desta
forma, tem sido sugerido que a PCR néo € apenas um marcador de inflamacgéao, mas
também fator preditor para o desenvolvimento do DM (DANDONA, 2008). Além
disso, foi observado uma correlagdo positiva entre a glicose de jejum e os niveis de
usPCR em pacientes com DM 2 sugerindo que a hiperglicemia leva ao aumento da
atividade inflamatoria no diabetes (KAEFER et al., 2010).

3.4. \Vitis vinifera e seus efeitos no DM 2

A videira Vitis vinifera é originaria do sul da Europa e Asia Ocidental e hoje é
cultivada em varias regibes do mundo. Os compostos ativos presentes nessa
variedade de videira sdo os flavonoides, polifendis, antocianinas e o resveratrol. O
extrato das sementes da uva possui propriedades antioxidantes, cardio e
hepatoproteoras, efeitos anti-cAncer, reduz a peroxidacdo lipidica devido ao
envelhecimento e os danos provocados por hipdxia-isquemia no cérebro de ratos
(NASSIRI-ASL & HOSSEINZADEH, 2009). Além disso, o0 extrato de
proantocianidinas encontradas nas sementes de Vitis vinifera evitou alteracdes em
proteinas hepéticas envolvidas no estresse oxidativo, em danos devido a
glicosilacdo e no metabolismo de aminoacidos apds dano provocado pelo diabetes
em ratos (LI et al., 2008).

Recentemente, um estudo utilizando ratos diabéticos, mostrou que o extrato
das folhas de Vitis vinifera apresenta atividade anti-diabética e parece exercer seus
efeitos através da estimulacéo direta da secrecéo de insulina ou retardo na absorcao
de glicose (ORHAN et al., 2006). Além disso, o resveratrol € capaz de se ligar aos
receptores de sulfoniluréias, promovendo a secrecdo de insulina pelas células B
(HAMBROCK et al., 2007), a quercetina (flavondide encontrado na uva) previne a
perda de massa das células 3, e certos componentes presentes na uva reduzem as

complicacbes provocadas pelo estado inflamatorio no DM 2 (ZUNINO, 2009).
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ABSTRACT

Immune response and inflammation were suggested to play certain roles in the
development and complications of type 2 diabetes mellitus (type 2 DM). Thus, we
investigate the CD26 expression in lymphocytes; the dipeptidyl peptidase IV (DPP-
IV), adenosine deaminase (ADA) and y-glutamyltransferase (GGT) activities in
lymphocytes and serum; N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) activity in lymphocytes
and high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) levels in serum of type 2 DM patients
and control subjects. We observed a decrease in CD26 expression and an increase
in ADA activity in type 2 DM. Although we did not observe differences in DPP-IV
activity, serum DPP-IV activity from type 2 DM patients showed a positive correlation
with glycated hemoglobin levels. We observed an increase in NAG activity in type 2
DM which positively correlated with ADA activity in lymphocytes and negatively with
CD26 expression. Serum and lymphocyte GGT activities were not altered in type 2
DM, although both results correlated positively with body mass index and waist
circumference. The hsCRP levels was also elevated in these patients. The levels of
adenosine are influenced by the hyperglycemic conditions and are likely to be
mediated by CD26 expression and ADA activity, which are associated with the
inflammatory state in type 2 DM.

Keywords: CD26; adenosine deaminase; type 2 diabetes mellitus; inflammation;

lymphocytes
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Introduction

Type 2 diabetes mellitus (type 2 DM) is one of the world’s most important
diseases and it is well established that it is caused by a combination of insulin
resistance at skeletal muscle, liver and adipose tissues and impaired insulin
secretion from the pancreatic islets [1]. Chronic elevation of circulating glucose level
may play a role in the induction of inflammatory processes, observed within various
tissues, thus initiating islet inflammation [2]. Moreover, in this hyperglycemic
condition, insulin resistance and pancreatic B-cell failure might be caused by
inflammatory components [3]. Type 2 DM is therefore associated with a general
activation of the innate immune system, in which there is a chronic, cytokine-
mediated state of low-grade inflammation [4]. Hyperglycemic conditions irreversibly
alter T-cells [5], and abnormality high levels of apoptosis are observed in these cells
[6]. Therefore, inflammation has been implicated as an important etiological factor in
the development of both insulin resistance and type 2 DM [7].

CD26 (dipeptidyl peptidase 1V; DPP-1V; adenosine deaminase binding protein;
ADADbp; EC 3.4.14.5) is a multifunctional type Il cell surface glycoprotein widely
expressed on T, B and natural killer (NK) cells [8, 9] as well as on epithelial,
endothelial and acinar cells of a variety of tissues [10, 11]. Only low levels of CD26
are found on resting lymphocytes, its expression being strongly up-regulated
following activation. In addition to the integral membrane form, a soluble form of
CD26 occurs in serum [12]. The soluble form present in serum is produced by
proteolytic cleavage at a conserved site close to the membrane, fully preserving the
structure of its catalytic site [13]. DPP-IV plays the key role in modification,
processing and/or inactivation of peptides, e.g. peptide hormones, various
chemokines, neuropeptides and growth factors [14]. Moreover, DPP-IV has been
proposed as a target for pharmacological intervention in patients with type 2 DM. In
fact, the direct inhibition of DPP-IV activity has also emerged as a new strategy for
the treatment of type 2 DM, presumably via the subsequent increase in endogenous
incretins [15, 16].
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Another important role for CD26 is that it interacts at the cell surface with
extracellular adenosine deaminase (ADA; EC 3.5.4.4), an enzyme responsible for
regulating the levels of extracellular adenosine (Ado) or deoxyadenosine (dAdo),
which are toxic to lymphocytes [17]. As extracellular Ado inhibits T-cell proliferation in
a dose-dependent manner, it is likely that this inhibition is relieved by the localization
of ecto-ADA to the cell surface by binding to CD26 [12]. An association of ecto-ADA
with CD26 suggests that this enzyme may be directly involved in T-cell activation
through interaction with CD26 [18]. Furthermore, it is known that ADA activity is
elevated in diabetes [19], and recently we observed that ADA is increased in
hyperglycemic subjects and correlates positively with glucose levels [20], suggesting
that hyperglycemia could promote an activation of DPP-IV-ADA complex, and a
consequent increase in ADA activity.

Recently, Pala et al. (2003) [21] demonstrated in an in vitro study that DPP-IV
activity and mRNA expression were enhanced by exposure of human glomerular
endothelial cells to high glucose. Further studies demonstrated that DPP-IV activity
was either increased [22, 23] or decreased [24, 25] in diabetic patients. DPP-IV and
ADA, two T-cell-associated enzymes, are known to have a possible interaction and
play essential roles in immune system functioning. On the other hand, diabetes has
been shown to be accompanied with some immune-inflammatory alterations [26, 27].

The enzyme y-glutamyltransferase (GGT; EC 2.3.2.2) is found on many cell
types, in secretory or absorptive tissues and in resting and activated human
mononuclear cells [28]. Cell surface expression of GGT increases markedly with T-
cell activation [29], and some studies have demonstrated that serum GGT has a role
in predicting type 2 DM [30, 31]. As an inflammatory condition, excessive C-reactive
protein (CRP) production is observed in type 2 DM [32], and higher serum GGT
levels are strongly and positively associated with higher CRP concentrations [33].
Furthermore, N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG; EC 3.2.1.30), a lysosomal
proteolytic enzyme present in high levels in activated macrophages [34], has been
proposed to play a role in the pathogenesis of chronic inflammation [35].

Currently, no data is available about the CD26 expression and DPP-IV, ADA
and NAG activities in lymphocytes of type 2 DM patients. In this regard, in order to
make a contribution to the understanding of the ongoing immune disturbances in

diabetes, the aims of this study were to investigate the CD26 expression on the
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surface of lymphocytes and to evaluate the DPP-IV and ADA activities in these cells.
Moreover, GGT and NAG activities in lymphocytes and hsCRP levels in serum were
assessed in type 2 DM patients and compared with control subjects. In addition,

routine biochemical analyses were performed in all participants.

Materials and methods

Chemicals

Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Ficoll-
Histopaque, Gly-Pro-p-nitroanilide, p-toluenesulfonate and p-nitrophenyl-N-acetyl-
beta-D-glucosaminide were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Conjugated monoclonal antibodies were obtained from BD Biosciences (San
Diego, CA). Commercial kits were purchased from Bioclin (Belo Horizonte, MG,
Brazil) and Biotécnica (Varginha, MG, Brazil). All other chemicals were of analytical

grade and obtained from standard sources.

Study population

This study was carried out with 32 fasting type 2 DM patients (10 males and
22 females) attended at the University Hospital of Santa Maria and 23 fasting control
subjects (6 males and 17 females). The general characteristics of the participants are
shown in Table 1. All subjects were interviewed and gave written informed consent to
participate in this study. The research has been carried out in accordance with the
Declaration of Helsinki (2000) of the World Medical Association and has been
approved by the Human Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria
under protocol number 23081.004068-76. Anthropometric measurements with
emphasis to clinical markers of adiposity were obtained. Body mass index (BMI) was
calculated by dividing the weight (in kg) by height (in m?). Waist circumference (cm)
was measured in average distance between the last rib and iliac crest, around the

navel. Exclusion criteria included smokers, alcoholic, pregnant women, patients with
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neoplastic diseases, patients using insulin, DPP-IV inhibitors or chemotherapeutic

drugs.

Biochemical analyses

Blood samples were centrifuged at 1000 g for 10 min at 4 °C and the serum
was stored at -80 °C for posterior determinations. For glucose assay the samples
were collected in tubes containing sodium-fluoride. Plasma glucose was measured
using glucose oxidase method. Serum triglycerides, total and high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol, creatinine and urea were measured using commercial kits. The
levels of hsCRP and HbAlc were measured by immunoturbidimetric method on
Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated analyzer.

Isolation of lymphocytes from human blood

Lymphocytes were isolated from human blood collected in Vacutainer tubes
(BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA) containing lithium-heparin and separated
on Ficoll-Histopaque density gradients, as described by Béyum (1968) [36]. Cell
number and viability were determined by trypan blue exclusion. Final cell suspension
was performed in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and cell concentration

was adjusted to 10° cells/mL. At about 3 x 10° cells/mL were used for each analysis.

Flow cytometry analysis of CD26

An aliquot of 100uL of lymphocyte suspension (nine type 2 DM patients and
12 control subjects) was incubated with the appropriate volume of phycoerythrin (PE)-
conjugated monoclonal antibody (anti-CD26) for 20 min, at 4 °C, in the dark. The cell
suspension was fixed in 1% paraformaldehyde. Samples were analyzed after 24 h by
FACS Calibur flow cytometer using Cell quest software (Becton Dickinson, San Jose,
CA). In order to confirm the identity of T-cells, isothiocyanate (FITC)-anti-CD3 and
PE-anti-CD26 were used to mark some control samples (six non-participants of this
study), since CD26 is also found on all activated normal human CD3+ T-cells [37],

and the expression of CD26 on B-cells is very low [38]. Moreover, anti-CD26 does not
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bind with the DPP-IV-like protein on monocytes surface [39]. The values were
expressed as percentage of total cells and at least 10,000 gated events were counted

in the previously defined lymphocyte gate.
ADA activity assay

ADA activities were measured spectrophotometrically in serum and in
lymphocyte suspension by the method of Giusti (1974) [40], with minor modifications
as described by Abdalla et al. (2010) [41].

DPP-IV activity assay

Serum DPP-IV activity was determined according to Jarmolowska et al. (2007)
[42], with some modifications. Briefly, serum was added to the reaction mixture
containing 0.3M Gly/NaOH buffer (pH 8.7) and 1mM of Gly-Pro p-nitroanilide p-
toluenesulfonate. After 30 min of incubation at 37 °C, the reaction was quenched by
adding chilled 1 M acetate buffer (pH 4.2). Absorbance was measure at 405 nm and
3 mM of p-nitroanilide was used as standard. The values were expressed in U/L.

Lymphocyte DPP-IV activity was determined as described by Schon et al.
(1984) [43]. Approximately 3 x 10° cells/mL were incubated with 0.6 mM of Gly-Pro p-
nitroanilide p-toluenesulfonate for 120 min at 37°C. The reaction was stopped by
adding 1 M of acetate buffer (pH 4.5) Absorbance was measured at 390 nm and 0.5

mM of p-nitroanilide was used as standard. The values were expressed in U/L.
NAG activity assay

The NAG activity in lymphocyte suspension was determined as described by
Xavier et al. (2010) [44], with some modifications. Briefly, 3 x 10° cells/mL were
centrifuged (3000 x g; 10 min) at 4 °C, the supernatant was discarded and the pellet
was resuspended in NaCl solution (0.9% w/v) containing 0.1% v/v Triton X-100 and
then centrifuged again. Samples of the resulting supernatant were incubated with p-
nitrophenyl-N-acetyl-beta-D-glucosaminide (pH 4.5) for 10 min at 37 °C and the
reaction was quenched by the addition of glycine buffer (pH 10.6). The extent of
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hydrolysis of the substrate was determined by measuring the absorption at 400 nm.

p-nitrophenol was used as standard. The values were expressed in pmol/L.

GGT activity assay

Serum and lymphocyte GGT activities were measured using commercial kits.

Statistical analysis

Data were analyzed statistically by the Student's t test for independent
samples. Correlation was evaluated by Pearson’s test. P < 0.05 was considered to
represent a significant difference in all analyses. All data were expressed as
mean + SEM.

Results

Biochemical parameters

A significant increase in the fasting plasma glucose, HbAlc levels and serum
triglycerides of type 2 DM patients was observed when compared with control
subjects. No significant differences were observed in the levels of HDL, LDL and total

cholesterol, serum urea and creatinine between the groups (Tables 1 and 2).

CD26 expression

There was no difference in the CD26 expression when we used PE-anti-
CD26+ alone or in combination with FITC-anti-CD3+ to label the cells (data not
shown), which demonstrate that all CD3+ T-cells express CD26 on their surface.
Therefore, we observed a decrease in CD26 expression in lymphocytes of type 2 DM
patients when compared to controls (all samples were labeled only with PE-anti-
CD26+) (Fig.1).
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ADA activity

An increase in ADA activity was observed both in serum (Table 2) and in
lymphocyte suspension (Fig. 2A) in type 2 DM patients when compared to control

subjects.

DPP-IV activity

No differences in DPP-IV activity were observed between type 2 DM patients
and control subjects in both serum and lymphocytes (Table 2; Fig. 2B). However,
serum DPP-IV activity in type 2 DM patients showed a positive correlation with
HbAlc levels (Fig. 3A; r=0.3696; P < 0.05), and despite the cut off for HbAlc levels
of 7% recommended by American Diabetes Association, we observed an increase in
serum DPP-IV activity in patients with HbA1c = 7.2% (n=17), when compared with
those with less than 7.2% (n=15) (Table 3).

NAG activity

Lymphocyte NAG activity was increased in type 2 DM patients when
compared to control subjects (Fig. 2C). Moreover, we found a negative correlation
between CD26 expression and lymphocyte NAG activity (Fig. 3B; r=-0.7133; P <
0.05) and a positive correlation with lymphocyte ADA activity (Fig. 3C; r=0.4272; P <
0.05) in type 2 DM patients.

GGT activity

There were no differences between both serum and lymphocyte GGT activities
in type 2 DM patients and control subjects (Table 2; Fig. 2D). Moreover, lymphocyte
GGT activity in type 2 DM patients correlated positively with BMI (Fig. 3D; r=0.5309;
P < 0.01) and waist circumference (Fig. 3E; r=0.5627; P < 0.01).
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hsCRP levels

Serum hsCRP levels were increased in type 2 DM patients when compared
with control subjects (Table 2). Moreover, when compared with the duration of
diagnosed diabetes, we observed that patients with more than 5 years of disease
have decreased hsCRP levels (Table 4). We also observed a positive correlation
between hsCRP levels and BMI (Fig. 3F; r=0.6738; P < 0.0001) and waist
circumference (Fig. 3G; r=0.4714; P < 0.05) in type 2 DM patients.

Discussion

CD26 expression and ADA and DPP-IV activities in lymphocytes

It is known that in type 2 DM there is a low-grade systemic inflammation and
this state is accompanied by the activation of T-cells and macrophages [4].
Additionally, in vitro studies have confirmed the role of hyperglycemia in activating
human T-lymphocytes [5]. In fact, the hyperglycemic state of type 2 DM is known to
trigger the production of multiple proinflammatory cytokines, induce cytotoxic and
helper T-cell proliferation and activate immune responses in T-cells and monocytes
[26].

In our study, we observed a decrease in CD26 expression in lymphocytes of
type 2 DM patients (Fig. 1), although DPP-IV activity was not altered when compared
with control subjects (Fig. 2B). Furthermore, ADA activity was higher in the
lymphocytes of type 2 DM patients (Fig. 2A). Recently, Matteucci et al. (2010) [45]
demonstrated that the fluorescence intensity of CD26 expression on CD8+
lymphocytes revealed a decrease in type 1 DM. Decreased CD26 expression was
also found in T lymphocytes of patients with inflammatory diseases [46, 47]. The
mechanism underlying T-cell dysfunction has been attributed to the accumulation of
toxic purine substrates and metabolites, which interferes with T-cell activation and

proliferation [18]. The sequestration of local Ado by ecto-ADA may ensure efficient
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early activation events in T-cell response [48]. ADA bound to CD26 has an enzymatic
role in protecting T-cells from an Ado-mediated inhibition of proliferation [12]. Thus,
the high ADA activity showed in our study may be a compensatory mechanism to
degrade the toxic Ado. In fact, Ado acts at the cell surface to produce down-
regulation of the DPP-IV protein and these effects persist after the Ado degradation
[49]. Moreover, the reduction of CD26 expression might be related to the ADA
binding and to the extracellular matrix binding [12], which can influence T-cell
proliferation and chemotaxis, since the increase in ADA activity may reflect this
modulation. Moreover, CD26-ecto-ADA regulation does not always correlate for both
proteins. In fact, the presence of ADA molecules which does not colocalize with
CD26 is observed in all activation conditions, and recent results showed that Ado
receptor Az could be largely responsible for the ADA presence on CD26-
lymphocytes [50]. As CD26, being an ADA binding protein (ADAbp), functions as a
receptor for ADA on lymphocytes, it is likely to contribute to the mechanism of the
CD26 complex. Conversely, as we did not observe costimulatory activity (low CD26
expression), it is possible to suggest that this would be due to the normal DPP-IV
activity observed in type 2 DM patients, since the costimulatory activity of the CD26
antigen requires DPP-IV enzymatic activity in DPP-IV-transfected Jurkat T-cell lines
[51].

Inosine, a product of Ado degradation by ADA, at high concentrations, has
been shown to inhibit inflammatory cytokine production [52] and decrease the
production of TNF-a, IL-6, IL-8, and IL-12 in monocytic cell lines [53]. Therefore, the
reduction of CD26 expression might be explained by the reduction in interleukin
production mediated by high levels of Ado, since IL-12 up-regulates the expression of
CD26 at the cell surface [50]. Meanwhile, chronic elevation of circulating glucose
contributes to the induction of inflammatory process and IL-1B8 production [26].
Takasawa et al. (2010) [54] showed that proinflammatory cytokines such as TNF-a or
IL-1f reduced the expression of CD26 in microvascular endothelial cells, and Busso
et al. (2005) [55] found a negative association between CD26 and inflammation.
Yazbeck et al. (2009) [56] demonstrated that DPP-IV inhibitors possess anti-
inflammatory properties, and Schmiedl et al. (2010) [57] reported anti-inflammatory

effects mediated by CD26 deficiency in rats. Consequently, the reduction of CD26
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expression is also likely to be a compensatory mechanism to exert anti-inflammatory

effects.

Serum ADA and DPP-1V activities

We observed an increase in ADA activity in serum of type 2 DM patients in
comparison to the control subjects (Table 2). It is known that ADA activity is elevated
in diabetic [58, 19] and hyperglycemic subjects [20]. Moreover, increased amounts of
Ado are formed in several tissues of diabetic rats [59]. Our findings suggest that ADA
activity may play a role in glycemic control and can be elevated due to the high
concentrations of Ado, which increase sensitivity to insulin [58].

No difference in serum DPP-IV activity was found between control subjects
and type 2 DM patients (Table 2), but long-term exposure to changes in glycemia can
alter DPP-IV activity, as indicated by the positive correlation between changes in
HbAlc levels and serum DPP-IV activity (Fig. 3A). Mannucci et al. (2005) [22]
reported that significant elevations in DPP-IV activity first become apparent when
HbAlc levels increase above 8.5%. We found a significant elevation in DPP-IV
activity in type 2 DM patients when HbAlc levels were higher than 7.2%, showing
that DPP-IV activity is likely to be elevated with HbAlc levels from this value (Table
3). Our results are in accordance with Ryskjaer et al. (2006) [23], who reported an

elevation of DPP-1V activity in type 2 DM patients with HbAlc levels below 8.5%.

NAG and GGT activities and hsCRP levels

Several studies showed alteration in GGT activity and its association with type
2 DM [30, 31], but we did not observe differences in serum and lymphocyte GGT
activity among the studied groups (Table 2; Fig. 2D). However, lymphocyte GGT
activity positively correlated with waist circumference and BMI (Fig. 3D, E).
Therefore, GGT activity is likely to play a role only to predict type 2 DM, where the
values tend to normalize after the disease development, but continue associated with
obesity and abdominal adiposity.

Moreover, we observed that hsCRP levels were higher in type 2 DM patients

when compared to control subjects (Table 2), and correlated positively with waist
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circumference and BMI (Fig. 3F, G). CRP, an acute phase reactant, widely used as a
marker of cardiovascular disease, has been suggested to have a direct
proinflammatory effect, and our results confirm the association with inflammation and
obesity in type 2 DM.

We also observed an increased NAG activity in lymphocytes from type 2 DM
when compared with control subjects (Fig. 2C). In fact, the release of acid hydrolases
has been shown in a number of inflammatory processes [60, 44]. We hypothesized
that NAG activity might be a marker of inflammatory condition in type 2 DM. The
positive correlation with ADA activity in lymphocytes (Fig. 3C) reinforces this
hypothesis, whereas the negative correlation with CD26 expression (Fig. 3B)
confirms the inverse relationship between CD26 and inflammation cited above.

In conclusion, this is the first report showing that the CD26 expression is
reduced in type 2 DM subjects when compared with the controls, at the same time
that ADA activity is increased in lymphocytes. The levels of Ado suffered from the
effects of glycemic conditions in serum and lymphocytes. In addition, the alterations
and correlations of the inflammation biomarkers observed in the diabetic group
demonstrated that obesity and inflammatory processes are closely implicated in
diabetes pathogenesis. The other significant point was the correlation observed
between NAG and ADA activity, as well as between lymphocyte GGT activity with
waist circumference and BMI, which could contribute to indicate the inflammatory
condition in these patients. Therefore, the present data can at least in part contribute
to the comprehension of the biochemical mechanisms involved with the processes

occurring in type 2 DM.
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Legends

Fig. 1. Expression of CD26 in lymphocytes of type 2 DM patients and control
subjects. Data are presented as mean = SEM. Asterisk represents statistical

difference from the control group (Student's t test, P < 0.05).

Fig. 2. Lymphocyte enzymes of type 2 DM patients and control subjects. (A) ADA
activity; (B) DPP-IV activity; (C) NAG activity; (D) GGT activity. Data are expressed
as mean + SEM. Asterisk represents statistical difference from the control group
(Student's t test, P < 0.05).

Fig. 3. Pearson’s correlations between (A) serum DPP-IV and HbAlc levels; (B)
CD26 expression and NAG activity in lymphocytes; (C) ADA activity and NAG activity
in lymphocytes; (D) GGT activity in lymphocytes and BMI; (E) GGT in lymphocytes
and waist circumference; (F) serum hsCRP levels and BMI; (G) serum hsCRP levels

and waist circumference.
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Table 1

General caracteristcs of the participants.

Control subjects Type 2 DM
N 23 32
Age (years) 49.05+2.35 60.39£2.04**
BMI (Kg/m?)
Male 26.71+1.27 30.04+1.83
Female 24.05+0.70 29.35+1.74*
Waist circumference (cm)
Male 110.50+2.26 104.30+6.97
Female 92.47+2.32 104.80+3.89
Fasting plasma glucose 83.57+1.87 163.20£13.27***
(mg/dL)
HbAlc (%) 5.00£0.17 7.36+0.22*%**
Duration of diagnosed type 2
DM
<5 years n=16
6 to 15 years n=16
Medication
Oral hypoglycemic agents (%) 93.75
Antihypertensive agents (%) 59.37
Lipid-lowering agents (%) 18.75
For heart complications (%) 18.75

Results are expressed as mean +SEM; *P < 0.05; **P < 0.01; **P < 0.0001 vs.

control subjects
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Table 2
Serum biochemical parameters.

Triglycerides (mg/dL)

Total cholesterol (mg/dL)
HDL cholesterol (mg/dL)
LDL cholesterol (mg/dL)
Urea (mg/dL)

Creatinine (mg/dL)

GGT (U/L)

hsCRP (mg/L)

Adenosine deaminase (U/L)
Dipeptidyl Peptidase-IV (U/L)

Control subjects

Type 2 DM

96.57+10.80

197.50+8.51
53.86+3.04

117.30+8.07
28.55+1.68

0.75+0.02

11.52+1.31
2.119+0.34
8.711+0.71
42.50+2.89

142.20+9.83**
208.70+10.76
47.67+1.86
129.6+10.19
32.16+1.82
0.81+0.03
12.17+1.31
4.708+0.71**
12.86+0.84**
42.58+2.81

The values are expressed as mean + SEM; * P < 0.01 vs. control subjects.

Table 3

Serum and lymphocytes DPP-IV activity in type 2 DM.

HbAlc < 7.2%

HbA1c 27.2%

Serum
Lymphocytes

34.91+2.85
87.06+6.49

47.01+4.02*
92.65+6.74

Values are expressed as mean £ SEM; *P < 0.05 vs. HbAlc < 7.2% group.

Table 4
Clinical parameters according time of diagnosed type 2 DM.

< 5 years > 5 years
BMI (Kg/m?) 29.40+1.45 29.76+2.20
Waist circumference 101.10+4.21 108.40+5.53
(cm)
HbAlc (%) 6.9+0.24 7.79+0.34*
Serum
usCRP (mg/L) 6.23+1.07 2.65+0.57**
ADA (U/L) 12.47+1.31 13.28+1.07
DPP-IV (U/L) 41.96+3.98 43.25+4.11
GGT (U/L) 11.94+1.56 12.17+2.47
Lymphocytes
ADA (U/L) 8.86+0.75 9.59+0.73
DPP-IV (U/L) 84.54+5.69 94.02+7.26
GGT (U/L) 4.00+0.59 4.13+0.49
NAG (umol/L) 26.98+1.70 29.81+2.27

Values are expressed as meantSEM; *P < 0.05; ** P < 0.01 vs. < 5 years group.
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Abstract

The consumption of grape or grape products can provide health benefits in a number
of pathologies such as diabetes. The aim of this study was to evaluate the in vitro
effects of Vitis vinifera (cv. Merlot) seed extract (300ug/mL) on adenosine deaminase
(ADA) and dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) activities of lymphocytes subjected to
different concentrations of glucose (5, 30, 50 and 100mM). We observed an increase
in ADA activity when lymphocytes were exposed to the highest concentration of
glucose (100mM). No alteration in DPP-IV activity was observed. The grape seed
was able to prevent the increase in ADA activity. Therefore, the results indicate that

V. vinifera seed extract has hypoglycemiant properties when tested in vitro.

Keywords: lymphocytes, hyperglycemia, grape seed extract, adenosine deaminase,
dipeptidyl peptidase IV.
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Introduction

Adenosine deaminase (ADA; EC 3.5.4.4), an enzyme involved in purine
metabolism, is present in the cell surface (ecto-ADA) and cytoplasm of many cell
types. In peripheral mononuclear blood cells, the main function of ADA is to regulate
the levels of extracellular adenosine, which are toxic to lymphocytes (Dong et al.,
1996). Dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV; CD26; adenosine deaminase binding
protein; ADAbp; EC 3.4.14.5) is a cell surface glycoprotein expressed on different cell
types, including lymphocytes. As an exopeptidase, it cleaves dipeptides from
polypeptides (e.g., chemokines, neuropeptides and hormones), and appears to play
a key role in a number of aspects of lymphocyte function, including immunoregulation
(Gorrell et al., 2001). ADA and DPP-1V bind to lymphocytes and exert costimulatory
effects mediating T cell activation (Kameoka et al., 1993).

Grapes are known to be a natural source of notable bioactive compounds in
particular antioxidants with potential health properties and disease protective
qualities. Moreover, it is known that grape extracts have anti-hyperglycemic effects
(Orhan et al., 2006; Hogan et al., 2010). Nevertheless, to our knowledge there is no
data about the effects of grape extracts on hyperglycemic lymphocytes. To address
this issue, the objectives of this study were to evaluate, in vitro, ADA and DPP-IV
activities in lymphocytes subjected to hyperglycemic conditions and to test the
possible beneficial effects of the aqueous grape seed extract (GSE) of Vitis vinifera

(cv. Merlot) in this system.

Materials and Methods

Chemicals

Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Ficoll-Histopaque and

Gly-Pro p-nitroanilide p-toluenesulfonate were obtained from Sigma Chemical Co.
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(St. Louis, MO, USA). All other chemicals were of analytical grade and were obtained

from standard commercial suppliers.
Grape seed extract

Seeds from winery wastes of V. vinifera (cv. Merlot) were removed from the
vinification tanks five days after the beginning of fermentation in January 2006. The
variety was cultivated in the northeast region of Serra Gaucha, state of Rio Grande
do Sul, Brazil. Voucher specimen was identified by the herbarium of the University of
Caxias do Sul, Brazil (HUCS32455). The GSE and the phenolic content were
performed according to Scola et al. (2010).

Isolation of lymphocytes from human blood

Lymphocytes were isolated from human donors (n=8) between 20-30 years old.
Blood was collected in Vacutainer tubes (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA)
containing lithium heparin and separated on Ficoll-Histopaque density gradients, as
described by Boyum (1968). Cell number and viability were determined by trypan
blue exclusion. Final cell suspension was performed in phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.4) and cell concentration was adjusted to 10° cells/mL. Lymphocytes (3 x
10° cells/mL) were incubated for 3 h with fresh glucose at the concentrations of 5, 30,
50 and 100mM and/or 300ug/mL of V. vinifera seed extract. Afterwards, lymphocytes

were washed with PBS and used for the enzymatic assays.

ADA activity assay

ADA activity was estimated spectrophotometrically by the method of Giusti
(1974). Lymphocytes were added to the reaction mixture containing substrate (21mM
of adenosine) and the reaction was carried out for 60 min at 37°C. The reaction was
stopped and the absorbance was measured at 620nm. Ammonium sulphate (75uM)

was used as ammonium standard and the values were expressed in U/L.
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DPP-IV activity assay

DPP-IV activity was determined as described by Schén et al. (1984).
Lymphocytes were incubated with 0.6 mM of Gly-Pro p-nitroanilide p-
toluenesulfonate for 120 min at 37°C. The reaction was stopped by adding 1 M of
acetate buffer (pH 4.5) Absorbance was measured at 390nm and 0.5mM of p-

nitroanilide was used as standard. The values were expressed in U/L.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Tukey's test when the F value was significant (P < 0.05). All analyses were carried
out in an IBM compatible PC using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) software.

Results and Discussion

An increase in ADA activity was observed when lymphocytes were exposed to
glucose, and the enzymatic activity was statistically significant (P < 0.01) at the
concentration of 100mM when compared to 5mM (Fig. 1). This increase in ADA
activity is likely to be a compensatory mechanism to degrade adenosine, which plays
an important role in the regulation of many metabolic processes, including
hyperglycemia. Recently, Kocbuch et al. (2009) observed that adenosine levels were
significantly higher in human T and B lymphocytes subjected to high glucose
concentrations. Moreover, high glucose promotes the maturation of monocytes and
augments their capacity to stimulate T cell proliferation and IL-2 and IL-12 secretion
(Yao et al., 2006). In this context, both cytokines up-regulate ADA at the cell surface
and also regulate the translocation of intracellular ADA enzyme toward the cell
surface (Cordero et al., 2001).

Of particular significance in our results is that GSE avoided the increase of
ADA activity in hyperglycemic lymphocytes (Fig. 1). This effect is probably related to
oxidative stress, because there is a correlation between increased ADA activity and

reactive species generation (Kose et al., 2001). Furthermore, Stankovi¢ et al. (2008)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stankovi%C4%87%20M%22%5BAuthor%5D
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observed that GSE may be effective in the prevention of oxidative damage. To our
knowledge, this is the first study that demonstrates the benefic effect of aqueous
GSE. Proanthocyanidins (a compound of GSE) is known to exhibit antioxidant, anti-
inflammatory and immune-stimulating activities (Salah et al., 1995; Rice-Evans et al.,
1996) and could be, at least in part, responsible for the effects observed in the
present study.

On the other hand, no alteration was observed in DPP-IV activity of
lymphocytes exposed to glucose and/or GSE (Fig. 2). In a previous study developed
by our group, no alteration in lymphocyte DPP-IV activity of type 2 diabetic patients
was observed (data not published). However, Pala et al. (2003) showed an increase
of endothelial DPP-IV activity in high glucose concentrations suggesting that the
effect of hyperglycemia on DPP-IV activity appears to be due, at least partly, by
modulation of enzyme mRNA expression. Although the glucose concentrations used
in our study were very high, the absence of alterations in DPP-IV activity was
attributed to the short time of exposure.

In conclusion, high glucose concentrations in a short time are able to increase
lymphocyte ADA activity, whereas DPP-IV activity remained unaltered.

In addition to the antioxidant, anti-inflammatory and immune-stimulating properties of

GSE, V. vinifera seed extract was able to prevent the increase in ADA activity.
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Legends

Figurel. In vitro effect of glucose and/or GSE on ADA activity in lymphocytes. Values
are expressed as mean + SEM (n=8). * p<0.01 compared with 5mM of glucose and #

p<0.05 compared with 200mM of glucose.

Figure 2. In vitro effect of glucose and/or GSE on DPP-IV activity in lymphocytes.
Values are expressed as mean = SEM (n=8). No significant differences were seen

among the groups.
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6. DISCUSSAO

Observamos um aumento na atividade da ADA em linfécitos e soro de
pacientes com DM 2 (manuscrito |) e em linfécitos expostos a alta concentracao de
glicose, in vitro (manuscrito I1).

Em relacdo ao manuscrito I, KOCBUCH et al. (2009) observou um aumento
nos niveis de adenosina em um meio onde linfocitos foram cultivados em altas
concentragbes de glicose. Além disso, grandes quantidades de adenosina s&o
formadas em tecidos de ratos diabéticos (PAWELCZYK et al., 2003). Desta forma, a
atividade da ADA pode estar elevada a fim de degradar a adenosina em excesso
produzida durante condi¢des hiperglicEmicas.

Uma resposta imune inapropriada pode ser resultado de defeito na acdo da
insulina, sendo que esta Ultima € necessaria para a funcdo das células T (FRANKIE
& ABBAS, 2003). Um grande numero de células do sistema imune sdo encontradas
em ilhotas pancreaticas de pacientes com DM 2 (DONATH et al., 2009) e sabe-se
que estas células produzem grandes quantidades de citocinas inflamatéria em
condicdes hiperglicémicas (KING, 2008; FERNANDEZ-REAL & PICKUP, 2008). A
ADA desempenha um papel importante na proliferacéo e diferenciacdo de linfocitos
(HOVI et al., 1976; FRANCO et al., 2007). Desta forma, o aumento da atividade ADA
em linfécitos, pode ser devido as alterac6es na proliferacéo e diferenciacdo dessas
células em condi¢cbes hiperglicémicas. Por outro lado, altas concentragbes de
glicose estimulam a proliferagdo de células T e a secrecéo de IL-2 e IL-12 (YAO et
al., 2006), e estas interleucinas super-regulam a ADA na superficie das células
(CORDERO et al., 2001). Assim, pode-se sugerir que altas concentracdes de glicose
estimulam a atividade da ADA.

Observamos uma diminuicdo na expressdao do CD26 em linfocitos de
pacientes com DM 2 enquanto que a atividade da DPP-IV em linfécitos desses
mesmos pacientes ndo se alterou. A atividade inalterada da DPP-IV também foi
observada quando linfécitos foram submetidos a diferentes concentracdes de

glicose, in vitro. Em condic¢des hiperglicémicas, a grande quantidade de adenosina
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formada (KOCBUCH et al.,, 2009; PAWELCZYK et al.,, 2003) atua na superficie
celular produzindo uma infra regulacdo na proteina DPP-1V, e estes efeitos
persistem apds a degradacdo da adenosina (TAN et al., 2004). Desta forma, os
niveis elevados de adenosina no estado hiperglicémico, levaram a uma diminuigdo
da expresséo do CD26, o que persiste mesmo apos elevacéo da ADA.

Recentemente, MATTEUCCI et al. (2010) demonstraram uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia para a expressao do CD26 em pacientes com DM 1.
Além disso, a ativacdo de células T leva a um decréscimo da expressao de CD26,
via internalizacdo do CD26 (DANG et al., 1990). Por outro lado, a diminuicdo na
expressdo do CD26 em pacientes com DM 2 pode ser devido a ndo alteracdo na
atividade da DPP-lIV, visto que para que ocorra atividade co-estimulatéria do
antigeno CD26, é necesséria a atividade da DPP-1V (TANAKA et al., 1993).

A grande quantidade de glicose circulante contribui para a inducdo do
processo inflamatorio e para a producéo de IL-1 (DONATH et al., 2009). Citocinas
pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1B, reduzem a expressdo do CD26 em
células do endotélio microvascular (TAKASAWA et al., 2010) e foi encontrado uma
associacao negativa entre CD26 e inflamacgéo (BUSSO et al., 2005). YAZBECK et al.
(2009) observaram que inibidores da DPP-IV possuem propriedades anti-
inflamatérias e SCHMIEDL et al. (2010) demonstrou efeitos anti-inflamatorios
mediados pela deficiéncia de CD26 em ratos. Desta forma, a reducdo da expressao
de CD26 em linfécitos de pacientes com DM 2 pode ser uma forma de compensacao
para conter o processo inflamatério provocado pelo excesso de glicose.

Apesar de, em nosso estudo, a atividade da DPP-1V sérica néo estar alterada
em pacientes com DM 2, observamos que a exposi¢ao a longo prazo a mudancas
na glicemia podem alterar a atividade da DPP-IV, pois vimos uma correlagao
positiva entre atividade da DPP-IV sérica e niveis de HbAlc em pacientes com DM 2
e este aumento foi observado especialmente em pacientes que apresentaram niveis
de HbAlc acima de 7,2%. Embora alguns pesquisadores tenham demonstrado que
elevacdes na atividade da DPP-IV ocorrem apenas em pacientes com niveis de
HbAlc acima de 8,5% (MANNUCCI et al., 2005), nossos resultados corroboram com
os resultados observados por RYSKJAER et al. (2006), os quais demonstraram que
ha elevacéo na atividade da DPP-IV em pacientes com DM 2 que apresentam niveis
de HbAlc abaixo de 8,5%.
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Estudos tém demonstrado que had uma associacdo entre 0 aumento nos
niveis de GGT e desenvolvimento do DM 2 (ANDRE et al., 2006; WEN et al., 2010).
De fato, a GGT tem demonstrado associa¢cdo com resisténcia a insulina (MARTINS
et al., 2010), com a redugéo da funcéo das células B pancreaticas (BIANCHI et al.,
2010) e é um fator de risco para o desenvolvimento do DM 2 (FUJITA et al., 2010;
ZHANG et al., 2010). No entanto, em nosso estudo, ndo observamos diferenca na
atividade da GGT sérica e de linfocitos em pacientes com DM 2 em relagdo aos
controles, mas a atividade da GGT em linfécitos de pacientes com DM 2 esta
positivamente correlacionada com a circunferéncia abdominal e o indice de massa
corporal (IMC), demonstrando sua estreita relacdo com a adiposidade abdominal
nesses pacientes.

Outro importante fator de predisposicdo ao desenvolvimento do DM 2 é a
PCR (LEE et al., 2009). Em nosso estudo, observamos um aumento ha
concentracdo de usPCR no soro dos pacientes com DM 2 em relacdo aos controles.
E, ao mesmo tempo, houve uma correlagdo positiva dos niveis de usPCR com a
circunferéncia abdominal e o IMC dos pacientes com DM 2, confirmando a
associacao da inflamacéo e obesidade com DM 2.

Tem sido relatado que ocorre a liberacdo de hidrolases acidas durante os
processos inflamatérios (GANGULY et al., 1978; XAVIER et al., 2010). De fato, nés
observamos um aumento na atividade da NAG em linfécitos de pacientes com DM 2
em relacdo aos controles. Houve também, uma correlacdo positiva com a atividade
da ADA nos linfécitos desses mesmos pacientes e uma correlagdo negativa com a
expressao do CD26. Desta forma, acreditamos que a NAG possa ser um marcador
do estado inflamatorio encontrado no DM 2, visto que a atividade ADA encontra-se
elevada em processos inflamatérios e conforme citado acima, ha uma associagéo
negativa entre CD26 e inflamacg&o.

Em relacdo ao manuscrito I, recentemente tem-se verificado os beneficios da
Vitis vinifera e de seus componentes para o tratamento do DM 2 (ZUZINO, 2009).
Neste estudo, observamos que o0 extrato de sementes de Vitis vinifera (cv. Merlot)
(GSE) impede a elevagédo da atividade da ADA em linfocitos expostos a glicose, in
vitro. Como ha uma estreita relacdo entre a atividade da ADA e a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (KALVEGREN et al., 2010; KOSE et al., 2001) e o

extrato de Vitis vinifera demonstrou ter efeitos hipoglicemiantes e antioxidantes
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(ORHAN et al., 2006), é possivel sugerir que o GSE seja capaz de proteger os

linfécitos do efeito provocado pelas condi¢Bes hiperglicémicas.
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Manuscrito |

1.

A hiperglicemia pode ter estimulado a atividade da ADA e a diminui¢cdo da
expressdo da atividade do CD26 em linfocitos de pacientes com DM 2,
possivelmente devido a um aumento nos niveis de adenosina extracelular,
ou ainda, pela estimulacdo da producéo de citocinas que atuam sobre o
complexo ADA-CD26;

2. A obesidade e o processo inflamatério estdo estreitamente relacionados
com a patogénese do DM 2, visto que os marcadores de inflamagéo
encontraram-se elevados em pacientes com DM 2 e correlacionados com
medidas de obesidade.

Manuscrito Il

1. Altas concentracdes de glicose estimulam a producdo de espécies
reativas, as quais estéo relacionadas com o aumento da atividade da ADA
em linfécitos;

2. O GSE impede a elevacdo da atividade da ADA em linfocitos

hiperglicémicos, in vitro, possivelmente devido as suas propriedades anti-

oxidantes.
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