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Resumo - Abstract

REesumo

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) € a desregulacdo enddcrina mais comum a nivel
mundial, abrangendo 90 a 95% dos casos de diabetes, e é considerada a primeira causa da
elevada mortalidade e morbilidade cardiovascular. A patogénese da doenca envolve
anomalias no metabolismo da glicose e lipideos, incluindo a secrecdo irregular de insulina
das células [ pancredticas e a resisténcia a actividade desta hormona.

Considerando a obesidade mundial, as previsdes de um aumento da prevaléncia da
diabetes de 135 milhdes em 1997 para 300 milhGes em 2030, em todas as faixas etéarias,
ndo sdo surpreendentes. Como nem todos 0s obesos desenvolvem esta doenca, algumas
interacgdes entre a susceptibilidade genética e factores ambientais contribuem para o
crescimento desta doenca epidémica. Desta forma, a pratica de exercicio fisico, em
conjunto com alteracbes na dieta, constituem ferramentas importantes na prevencdo do
aparecimento e atenuacdo da progressdao da DMT2. Contudo, por vezes estas medidas
relacionadas com a modificacdo do estilo de vida ndo s&o suficientes e sdo adoptadas
algumas estratégias farmacoldgicas.

Ja na segunda metade desta década, as entidades responsaveis pela introducdo de
medicamentos nos EUA e Europa (FDA e EMEA, respectivamente) aprovaram a
sitagliptina de forma a melhorar o controlo glicémico em pacientes com DMT2, sendo o
primeiro de uma nova classe de inibidores da enzima dipeptidil peptidase-1V (DPP-1V). O
seu mecanismo de accdo passa pelo aumento dos efeitos de duas hormonas incretinas
insulinotrdpicas, a GIP e a GLP-1, por inibicdo da enzima responsavel pelas suas
degradacOes, a DPP-IV. Estas incretinas, libertadas pelo intestino em resposta a uma
refeicdo, tém um papel de elevada importancia na homeostase da glicose, assim como no
aumento da funcdo das células §, em resultado da inibi¢do da apoptose e proliferacdo das
mesmas. Desta forma, a sitagliptina torna-se uma hipotese na terapéutica para a prevencao
ou progressdio da DMT2. Contudo, sendo a diabetes uma doenca caracterizada por
diferentes estadios, ainda se encontra por definir em qual fase esta op¢do farmacoldgica

deve ser adoptada para que se obtenha a maxima eficacia.
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Por ser dificil a avaliagcdo de todos os efeitos bioquimicos e fisiologicos da sitagliptina
em humanos diabéticos, optdmos pela utilizacdo de um modelo ajustado com elevada
relevancia e utilidade, o rato Zucker Diabetic Fatty (ZDF).

Neste contexto, foi objectivo primordial do presente trabalho, a avaliacdo da eficacia
da sitagliptina na prevencéo e progressdo da DMT2, nas trés fases principais da doenca,
procurando entender 0s mecanismos bioguimicos subjacentes.

Deste modo, definimos 4 grupos de ratos diabéticos, ZDF (fa/fa), 3 deles com
diferentes tempos de inicio administragdo com sitagliptina, e um sem qualquer tratamento.
Assim, o primeiro grupo com sitagliptina iniciou a administracdo com 8 semanas de idade,
ou seja numa fase ainda pre-diabética; as 14 semanas foi iniciado o tratamento do segundo
grupo, correspondendo a uma fase de marcada intolerancia a glicose e hiperglicemia, e o
ualtimo grupo as 20 semanas de idade, jA com uma diabetes mais severa. Nas mesmas
condicdes, foram também definidos 4 grupos de ratos controlo ZDF (+/+). De forma a
atingir mais facilmente o objectivo deste estudo, o sacrificio dos animais foi dividida em 3
tempos, mais precisamente as 8, 20 e 26 semanas de idade.

A finalidade do nosso estudo abrangeu também a caracterizagdo deste modelo animal,
com avaliacdo do perfil glicémico e lipidico, assim como o balan¢o oxidativo e o estado
inflamatdrio. Depois de conhecidas as alteragdes metabolicas do modelo, avalidmos as
alteraces (dos mesmos parametros) estabelecidas pela administracdo da sitagliptina.

Os resultados obtidos indicaram claramente que a administragdo a partir das 20
semanas de idade seria 0 melhor tempo para iniciar o tratamento com sitagliptina, pois foi
0 Unico grupo com baixos niveis de glicose, HbAlc, resisténcia a insulina e peroxidacao
lipidica (MDA). Ou seja, a sitagliptina parece ter resultados mais positivos quando
administrada numa fase de diabetes severa, com um elevado dismetabolismo e disfuncéo
das células B. Contudo, este farmaco mostrou algumas limitagdes em estabilizar alguns
parametros avaliados, como o perfil glicémico. Neste contexto, sdo necessarios mais
estudos para clarificar o real potencial desta opc¢do terapéutica, pondo a hipotese de uma

terapia combinada com outros antihiperglicémicos, ja existentes no mercado.
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Resumo - Abstract

ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2D) is the most common endocrine disorder worldwide,
covering 90-95% of all diabetes cases and is the prime cause for the high cardiovascular
morbidity and mortality. The pathogenesis of the disease involves abnormalities in glucose
and lipid metabolism, including inadequate insulin secretion from pancreatic beta-cells and
resistance to insulin activity (insulin resistance).

Considering the worldwide obesity epidemic, predictions of increasing diabetes
prevalence from 135 millions in 1997 to 300 millions in 2030, in every age group, are not
surprising. Since not every obese person develops T2D, some interaction between genetic
susceptibility and environmental factors is clearly involved in the continuing diabetes
epidemic. Thus, the regular practice of physical exercise, together with changes in diet,
constitutes important therapeutic tools in the prevention of development and attention of
progression of DT2. However, this life-style modifications could not be enough and
pharmacological strategies are needed.

In the second half of this decade, the US and Europe authorities for drugs
administration (FDA and EMEA, respectively) have approved sitagliptin in order to
improve glycemic control in patients with type 2 diabetes, becoming the first compound in
a new class of medications witch inhibit the enzyme dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V).
Sitagliptin mechanism of action involves the increment in the effects of incretin hormones
insulinotropics, GIP and GLP-1, by inhibition of DPP-IV, responsible for their
degradation. Secreted in the intestine in response to food, GIP and GLP-1 have a key role
in the regulation of glucose homeostasis and promotes B-cell resistance to apoptosis,
proliferation, and neogenesis, resulting in enhanced B-cell function. As a result, sitagliptin
has become a new and important therapeutic hypothesis for T2D prevention. However,
being diabetes a disease with different stages, is not well defined in which phase of the
disease this pharmacologic option should be used in order to obtain the maximal efficacy.

The accomplishment of studies able to evaluate the physiological and biochemical

effects of sitagliptin in diabetic humans is complicated. In such circumstances, the use of
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an adjusted model, such as the rat Zucker Diabetic Fatty (ZDF), can constitute an
alternative of extreme relevancy and utility.

In this context, the main aim of our work was to evaluate the effectiveness of
sitagliptin in the prevention and progression of T2D, in the three key stages of the disease,
as well as to assess the underlying biochemical mechanisms.

Thus, we have defined four groups of diabetic rats, ZDF (fa/fa), 3 of them with
different times for starting sitagliptin administration treatment and one of them without any
treatment. The first group with sitagliptin started the administration in a pre-diabetes phase,
with 8 weeks of age; at 14 weeks, the second group of rats started the treatment, in a phase
of consistent glucose intolerance, hyperglycaema and hyperinsulinemia; and the last one at
20 weeks in a severe diabetes phase. In the same conditions, we also defined 4 groups of
control rats ZDF (+/+). In an attempt to easily achieve the aim of the study, the rats
sacrifice was divided in 3 times: at 8, 20 e 26 weeks of age.

The general purpose of our work also includes the characterization of this animal
model, with evaluation of glycaemic and lipid profile, as well as the oxidative balance and
the inflammatory status. After knowing the alterations observed in this experimental
model, it was figured important to evidence the alterations due to sitagliptin administration.

The obtained results clearly showed the 20 weeks as the best time for starting the
sitagliptin administration, being the only group to present lower values of glycaemia,
HbA1c, insulin resistance and lipid peroxidation (MDA). That is, sitagliptin was able to
promote better results when given in a more severe diabetes, with high dysmetabolism and
B cell dysfunction. However, sitagliptin seems to have some limitations concerning the
control of some parameters, such as the glycaemic profile. In this context, more studies are
needed to clarify the real value of this therapeutic option, namely by testing a combined

therapy with other anti-hyperglycaemic drugs already in the market.
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Introdugédo — Capitulo |

Capitulo I - Epidemiologia e fisiopatologia da obesidade e da Diabetes Mellitus Tipo 2

1 — Diabetes e sindrome metabdlica: defini¢ao

A Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de anomalias metabdlicas, caracterizada pela
hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo e/ou accao da insulina.

As maiores subclasses da DM incluem a DM gestacional, a DM tipo 1, definida por
uma deficiéncia dramatica da insulina em resultado da destruicdo autoimune das células 3
do péncreas, e a DM tipo 2 (Marchetti e col., 2008).

Representando cerca de 90% dos casos de DM, a DMT?2 foi tradicionalmente vista
como uma patologia unicamente relacionada com a resisténcia a insulina e alteracbes na
sua secrecdo. No entanto, esta visdo esta a ser rapidamente alterada. Hoje em dia, a DMT2
é vista como um continuo de alteraces metabdlicas, que inclui a pré-diabetes e a sindrome
metabdlica, envolvendo defeitos especificos no ciclo da insulina, bem como outras
perturbacdes metabdlicas (Dominiczak, 2003).

A sindrome metabdlica é um termo que descreve um grupo de alteracGes metabolicas,
que predispdem a doencas cardiovasculares e diabetes, associando factores de risco, tais
como a resisténcia a insulina, o aumento dos triglicerideos (TG), a diminui¢do do
colesterol das lipoproteinas de alta densidade (col-HDL) e a pressao arterial elevada. Na
presenca destes factores verifica-se um risco aumentado de cerca de 1,5 a 3 vezes maior
para desenvolver doenca corondria e de um risco 3 a 5 vezes superior para a diabetes (Fig.
1) (Eckel, 2007). A alta prevaléncia desta sindrome metab6lica € um motivo de grande

preocupacdo no mundo global.

23



Introdugéo — Capitulo |

Sindrome mecabdlico

Sensibitidade ainsufing
Secrecic de insuling
Factores de risco associados

* Hiperoensis
s Dislipidémia

Complicagdes i

rmicrovasculares _—
i

Glicémia em jejurm n -
AHCEIE Em jejur o Euglcimia  —— 3 Alteraghe da gleania e jElmi

Diabetes tipo 2

lddade fanos)

Figura 1 — Demonstracdo esquematica do desenvolvimento da sindrome metabdlica na historia natural da
DMT?2 (adaptado de Cefalu e Cannon, 2007). A medida que se desenvolve o sindrome metabdlico verifica-se
um aumento da prevaléncia dos factores de risco associados, que se observam muitos anos antes do
diagndstico da DMT2. Para além disso, o risco de DCV agrava-se substancialmente durante este periodo.

A obesidade é um dos principais factores de risco para o desenvolvimento de DMT?2.
Um indice de massa corporal (IMC) de 31 kg/m? confere um risco aumentado de 40 vezes,
e um IMC > 35 kg/m? equivale a um risco 90 vezes superior. Adicionalmente, a obesidade
é central para outras alteracdes cada vez mais prevalentes, como a pré-diabetes e a
sindrome metabolica, representando um risco acrescido de diabetes e doencas
cardiovasculares (Day, 2007; Eckel, 2007).

A DMT?2 pode ocorrer em qualquer idade, mas é geralmente diagnosticada apds os 40
anos. Apesar disto, actualmente assiste-se a um aumento significativo de jovens que s&o
afectados por esta patologia, sugerindo uma relagdo com o aumento da obesidade. A
obesidade e o sedentarismo sdo factores de risco centrais para a progressdo da DMT2, pois
0 tecido adiposo produz diversos factores, tais como acido gordos livres (AGL) e
adipocitocinas, que podem influenciar o metabolismo da glicose (Gallwitz e col., 2007).

Dado o grande numero de pessoas afectadas por pré-diabetes e sindrome metabdlica,
significando um risco aumentado de diabetes, varios estudos clinicos tém sido
desenvolvidos no sentido de comprovar a necessidade de mudancas do estilo de vida e/ou
terapéutica farmacologica para prevenir o aparecimento da diabetes nestas populagfes em

risco e/ou retardar a sua progressao.
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2 - Prevaléncia

A Diabetes Mellitus (DM) representa um dos maiores problemas de satde publica em
todo o Mundo, sendo ja apelidada de “epidemia do século XXI”, uma vez que afecta mais
de 200 milhdes de individuos (Virally e col., 2007).

A Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT?2) representa perto de 90% dos casos de diabetes e a
sua prevaléncia em adultos com idade superior ou igual a 20 anos ¢ bastante assustadora. E
esperado um aumento de 135 para 300 milhdes de doentes entre 1997 e 2030, e uma maior
prevaléncia nos paises em desenvolvimento (Fig. 2) (Wild e col., 2004).

2507
20D
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Figura 2 — Estimativa do namero de individuos com Diabetes em 2010 no Mundo. Caso se concretize,
teremos um aumento de 45% em relagdo a 2000 (adaptado de Cefalu e Cannon, 2007).
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O aumento da diabetes parece ser, em grande medida, secundario ao aumento da
obesidade. E do conhecimento publico o aumento significativo da obesidade nos EUA, nas
ultimas décadas. Como consequéncia, varios sdo os estudos que mostram como 0 aumento
da prevaléncia da diabetes parece espelhar o aumento das taxas de obesidade (Mokdad e
col., 2000) (Fig. 3). Embora o gréafico da fig. 3 apenas ilustre os nUmeros crescentes nos

EUA, a diabetes e a obesidade sdo problemas graves a nivel mundial (Fig. 4).
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Figura 3 — Prevaléncia de diabetes e obesidade nos EUA desde 1990 (adaptado de Cefalu e Cannon., 2007).
O aumento da prevaléncia da diabetes parece espelhar 0 aumento das taxas de obesidade. E possivel constatar
que a prevaléncia da obesidade aumentou cerca de 61% entre 1991 e 2000. Estas observacfes apoiam 0
conceito de que 0 aumento de peso € um factor de risco major para a diabetes.
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Projeccoes Mundiais da Epidemia Diabética: 2003-2005

Mundo
2003 = 194 M
2025 =333 M

T72%

Figura 4 — Projeccfes mundiais da epidemia diabética (adaptado de Cefalu e Cannon, 2007). Ao observar
este mapa, é possivel afirmar que ird haver um aumento de novos casos de diabetes em todas as partes do
mundo. M: milhdes; AFR: Africa; NA: América do Norte; EUR: Europa; ACS: América Central e do Sul;
MOMO: Mediterraneo Oriental e Médio Oriente; SA: Sudoeste Asiatico; PO: Pacifico Ocidental.

De acordo com o Estudo da Prevaléncia da Diabetes em Portugal, 11,7% da populacao
portuguesa é diabética, representando mais 5,2% do total em relacdo a 2006. O cenério
torna-se ainda mais negro quando a estes nimeros se juntam os da pré-diabetes. Com
efeito, foi encontrada uma percentagem de 23,2% entre 0os 20 e os 79 anos, 0 que
corresponde a 1.782.663 pessoas com pré-diabetes. Os ndmeros tornam-se realmente
alarmantes, tanto mais quando € sabido que existem 2.687.698 portugueses com diabetes

ou em situacgdo de risco, 0 que significa mais de um quarto da populacéo (34,9%) (Fig. 5).
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Figura 5 — Estimativa da prevaléncia da diabetes e pré-diabetes em Portugal, no ano de 2009 (adaptado de
Sociedade Portuguesa de Diabetologia).

Segundo os resultados do estudo desenvolvido pela Sociedade Portuguesa de
Diabetologia (SPD), através do Observatério Nacional de Diabetes, em conjunto com a
Associacdo Protectora dos Diabéticos de Portugal (APDP), o Instituto de Higiene e
Medicina Social da Faculdade de Medicina de Coimbra e com o0 apoio da Direccdo Geral
da Saude (DGS), Portugal tem actualmente 905.035 diabéticos.

E de referir que a prevaléncia da diabetes é superior entre a populacdo masculina, pois
14,2% dos homens portugueses tém diabetes. Sdo também os mais velhos quem apresenta
0 maior nimero de casos. Mais de um quarto da populacdo portuguesa entre 0s 60 e 0s 79

anos €, actualmente, diabética: 26,3%, correspondentes a 497.485 pessoas (Fig. 6).

0%
26,3%
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18%
12,6%
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20-39 40-59 #0.79
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Figura 6 — Prevaléncia da Diabetes em Portugal, no ano de 2009, por grupos etarios (adaptado de Sociedade
Portuguesa de Diabetologia).
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Em suma, a diabetes tornou-se um problema mundial bastante profundo e complexo,
sendo que a maior preocupacdo dos agentes da Salde passa por tentar travar todas as

complicacdes a ela envolvidas (Fig. 7).
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Figura 7 — Demonstracdo esquematica das complicagfes micro e macrovasculares da diabetes (adaptado de
Cefalu e Cannon, 2007).
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3 - Hereditariedade

Apesar do estilo de vida e a sobrealimentacdo poderem ser factores patogénicos,
elementos genéticos também estdo envolvidos na génese da DMT2. Na verdade, genes
relacionados com a secre¢do de insulina e com o0 seu mecanismo de ac¢do nos tecidos
periféricos foram identificados como susceptiveis ao aparecimento da DMT2 (Virkamaki e
col., 1999). Assim, mutacGes num Unico gene, como o gene do receptor de insulina, ou do
substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) ou da fosfatidil inositol-3 cinase (PI-3K),
envolvidas no transporte de glicose para os tecidos, podem culminar na resisténcia a
insulina (Moller e col., 1994). Porém, estas mutacBes s6 conseguem explicar uma pequena
percentagem de doentes com DMT2.

A evidéncia de que a exposicdo a certos factores ambientais, a hereditariedade e a
elevada ingestdo de gorduras saturadas e acidos gordos trans possa influenciar o
desenvolvimento da DMT2, pode vir de encontro a diferenca de prevaléncias em diferentes

etnias e paises, ja anteriormente referido.

4 - Diagnéstico

Numa fase inicial, a DMT2 ¢é praticamente assintomatica, dificultando o seu
diagndstico. Contudo, € nesta fase que aparecem muitas das complicacdes associadas a
doenca.

A DMT2 ¢é diagnosticada com base nas recomendacGes de WHO (1999), que
incorpora a quantificacdo da glicemia em jejum e de 2h apds uma dose de 75g da mesma,
numa classificacdo pratica de diagndstico (Stumvoll e col., 2005) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Critério de diagnéstico da DMT2 e de outras anomalias da regulacdo da glicose

Concentracao da glicose plasmética

Normal

Jejum < 6,1 mmol/l (110 mg/dl)
2 horas apds sobrecarga oral < 7,8 mmol/l (140
mg/dl)

Anomalia da tolerancia a glicose (ATG)
ou

Diminuicdo da tolerancia a glicose (DTG)

Jejum (se medida) < 7,0 mmol/l (126 mg/dl)
2 horas apds sobrecarga oral > 7,8 mmol/l e < 11,1
mmol/l (=140 mg/dl e < 200 mg/dI)

Anomalias da glicemia em jejum (AGJ)

Jejum > 6,1 mmol/l e <7,0 mmol/l (>110 mg/dl e
<126 mg/dl)

2 horas apds sobrecarga oral (se medido) <7,8
mmol/l (140 mg/dI)

Diabetes Mellitus

Jejum > 7,0 mmol/l (126 mg/dl)
2 horas apds sobrecarga oral > 11,1 mmol/l (200
mg/dl)

As condic¢des que predispdem para uma manifestacdo da diabetes, e que incluem um
comprometimento da glicose em jejum e uma anomalia da tolerancia a glicose, ndo sdo
apenas de interesse académico, uma vez que, quando ndo tratados, cerca de 7% dos
individuos com estes problemas podem progredir para uma situacdo de diabetes, a cada
ano (Diabetes Prevention Program Research Group, 2002; Tuomilehto e col., 2001). Para

além disso, anomalias na tolerancia a glicose podem resultar num aumento do risco de

Nota: sobrecarga oral de glicose = 75g de glicose anidra.

doengas macrovasculares (Stumvoll e col., 2005).
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5 - Fisiopatologia da hiperglicemia

Para entender os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela DMT2 é
necessario conhecer os processos pelos quais a glicemia é controlada.

A insulina é a hormona chave para a regulacdo da glicose sanguinea. A normoglicemia
é mantida principalmente pelo equilibrio entre a accdo e a secrecdo da insulina, apesar de
existir também a contribuicdo de uma hormona de efeito contrario, a glucagina.

Funcionando como um ciclo, a célula pancreatica normal adapta-se as mudancas de
accao da insulina, respondendo a uma diminuigcdo desta com um aumento da regulacéo da
sua secrecao, e vice-versa.

Na DMT2, a fungdo das células B ¢ inadequadamente baixa para o grau de
sensibilidade de insulina. E, infelizmente, agrava ao longo do tempo, pois quando a ac¢ao
da insulina diminui (com o aumento da obesidade, por exemplo) o sistema tenta compensar
por um aumento de funcdo celular. Porém, a uma certa altura, as concentracdes de glicose
sanguineas em situacGes de jejum ou de 2h apds uma carga de glicose irdo aumentar
ligeiramente. Este aumento agrava-se com o tempo, transformando-se num dano
continuado, maioritariamente pela toxicidade da glicose, contribuindo para a faléncia das
células B (Stumvoll e col., 2005). Assim, mesmo com uma reserva celular teoricamente
ilimitada, a resisténcia a insulina abre o caminho para a hiperglicemia sustentavel que da
origem a DMT?2.

Contribuindo para a fisiopatologia da hiperglicemia, encontra-se também a producao
aumentada de glicose hepatica. Esta é estimulada pela glucagina que, por sua vez, é
erradamente libertada devido a um defeito nas células a pancreaticas. Adicionalmente,
também niveis aumentados de AGL libertados pelo TA, por exemplo em caso de
obesidade, estimulam o figado a sintetizar glicose (Fig. 8).

Assim, 0 aumento da glucagina e a diminui¢cdo de insulina causam um aumento da
gluconeogénese hepatica e, desta forma, contribuem para a subida da glicemia em jejum e

pos-prandial (Gallwitz e col., 2007).
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Figura 8 — Modificacfes primarias da DMT2. Na DMT2 observa-se uma diminuicdo dos efeitos da insulina,
por insulino-resisténcia nos tecidos alvo, como o figado, o musculo esquelético e o tecido adiposo, € um
aumento da secre¢do da glucagina pelo pancreas, aumentando a produgéo de glicose pelo figado.

6 — Papel da insulina

A insulina é a maior hormona anabdlica e a sua ac¢do é essencial para o
desenvolvimento e crescimento de tecidos especificos e manutencdo da homeostase da
glicose. Esta hormona ¢ secretada pelas células B pancreéticas, principalmente em resposta
aos niveis circulantes aumentados de glicose, depois de uma refeicao.

Quando em estado de jejum, a secrecdo de insulina é suprimida, o que leva ao
aumento da gluconeogénese e quebra do glicogénio, no figado, aumentando os niveis
séricos de glicose. Ja no estado de saciedade, a insulina libertada pelas células f tem uma
accao reversa, pois inibe a glicogenolise e a gluconeogénese, aumentando a captacao e
utilizacdo da glicose periférica e diminuindo a lipolise e protedlise. Ou seja, o excesso de
glicose ingerido € convertido em glicogénio, triglicerideos (TG) e proteinas. Portanto,
quanto mais glicose chega as ceélulas do figado, maior € a metabolizacdo e o
armazenamento como glicogénio ou a conversdo em AGL. Estes sdo “empacotados” como
TGs nas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), para o transporte no sangue e

depositadas no tecido adiposo, contribuindo para a obesidade (Guyton e col., 2006).
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6.1 - Secrecéo de insulina na DMT?2

Como ja foi mencionado, a DMT2 ¢ definida em resultado de defeitos na secrecao de
insulina, na sensibilidade a ela e na funcdo das células B. A disfung¢ao das células inclui
anomalias na pulsatilidade e na cinética da secrecdo de insulina, bem como anomalias na
quantidade e qualidade da mesma, e perda das células B e sua evolucao (Virally e col.,
2007).

A secrecéo de insulina é estimulada pela entrada de glicose nas células B do pancreas,
através dos transportadores de glicose-2 (GLUT2). Ao ser degradada por diferentes
enzimas, a glicose resulta na formacdo do piruvato que, por sua vez, é utilizado pela
mitocondria, com o objectivo de formar ATP. Este é essencial para a formacdo de energia
necessaria para a despolarizacdo da membrana, que, com mais alguns passos adicionais,

resulta na libertagdo da insulina contida em granulos (Fig. 9) (Stumvoll e col., 2005).

@ Canal de K*
Captagdo =S jzp;:_clj:ente
de glicose
Glicélise @ oy
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Figura 9 — Mecanismo de secrecdo de insulina dependente de glicose nas células  (adaptado de Stumvoll e
col., 2005). A secre¢do de insulina é estimulada pelos niveis elevados de glicose no sangue. Esta tem inicio
na captacdo de glicose pelos transportadores GLUT 2 e toda a fosforilagdo da glicose leva a um aumento da
razio ATP/ADP. Este aumento inactiva os canais de K* que despolariza a membrana, levando a um aumento
da entrada dos ides de calcio e, consequentemente, a uma libertacdo exocitica da insulina dos granulos e da
célula.
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Em individuos normoglicémicos, a insulina expde varia¢@es rapidas de concentracdes
plasmaéticas, com picos de secrecdo de 5 a 10 minutos e com oscilagdes grandes de 60 a
120 minutos. Os picos de secrecdo na DMT2 encontram-se reduzidos ou muitas vezes
ausentes (Polonsky e col., 1988; O’Rahilly e col., 1988).

Numa situagdo normal de estimulacdo, por glicose i.v., a secre¢do de insulina é
caracterizada por um padrdo bifasico, com um primeiro pico bastante elevado de 10
minutos, seguido de uma fase mais lenta e progressiva. Na DMT2, a primeira fase de

secrecdo é abolida e a fase tardia é reduzida e atrasada (Virally e col., 2007).
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Figura 10 — Deficiéncia de insulina na DMT2 (adaptado de Virally e col., 2007). Estudos indicam que a
capacidade de secre¢do de insulina residual encontra-se diminuida cerca de 50% na altura do diagndstico.
Passados 6 anos esta capacidade diminui mais 15%, tornando-se linear ao longo do tempo.

Na transicdo do estado de jejum para o de saciedade, a fase inicial de secrecdo de
insulina é essencial, pois suprime a producdo de glicose hepatica e lipélise e atravessa a
barreira endotelial, onde prepara as células alvo para a accao da insulina (Luzi e col., 1989;
Getty e col., 1999; Virally e col., 2007). A diminuicdo da primeira secre¢do tem lugar logo
numa fase inicial da doenca e progride com o tempo (Ratzmann e col., 1981; Virally e col.,
2007). Assim, a capacidade secretoria da insulina residual encontra-se 50% diminuida na
fase de diagndstico, com uma diminuicdo adicional de 15% nos 6 anos seguintes e
tornando-se depois linear ao longo do tempo (Fig. 10) (UK Prospective Diabetes Study
Group, 1995).
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Com o auxilio de alguns ensaios imunoradiométricos, identificou-se uma deficiéncia
na sintese de insulina. Através de um excesso circulante de prohormonas, como
proinsulina, slip 32-33 e proinsulina 64-65, contabilizadas em mais de 40% dos peptideos
circulantes (5% em ndo diabéticos) (Getty e col., 1999), descobriu-se que este excesso de
proinsulina € uma consequéncia de um defeito na biosintese da insulina, e ndo de uma
hiperestimulacdo das células B, uma vez que o excesso de proinsulina esta ausente em
estados de hiperinsulinismo secundario, como a obesidade e doengas hepaticas.

Com muito ainda para clarificar, diferentes explicacdes tém sido propostas para
explicar a reducdo progressiva da secre¢do de insulina, incluindo elevados niveis de
glicose e AGL nos tecidos, respectivamente glicotoxicidade e lipotoxicidade. A
glicosilagdo avancada, particularmente no gene promotor da insulina, assim como 0s
depdsitos de amilina nos ilhéus pancreaticos, representam algumas das explicacdes
avancadas (Matsuoka e col., 1997; Hoppener e col., 2000). Mais pertinente é o papel das
espécies reactivas de oxigénio (ROS), produzidas em excesso numa diabetes ndo
controlada, e responsaveis pela apoptose das células 3 (Butler e col., 2003).

Recentemente, identificou-se um gene susceptivel a DMT2, o TCF7L2, que é
identificado em aproximadamente 20% dos casos. Este gene encontra-se associado a
alteracbes na secrecdo de insulina, e defeitos envolventes neste gene também resultam
numa redugdo da massa das células B e/ou na sua habilidade para compensar a resisténcia a
insulina (Grant e col., 2006).

6.2 - Insulino-resisténcia (IR)

A insulino-resisténcia (ou resisténcia a insulina) é uma condicdo cujos defeitos na
acc¢do da insulina se encontram de tal forma elevados que os niveis normais de insulina ndo
conseguem compensar o sinal para a absorcéo de glicose, nos tecidos alvo (Eckel e col.,
2005). O resultado é uma hiperglicemia na tentativa de manter uma normoglicemia. Esta
resisténcia culmina no pancreas a compensar a diminui¢do da resposta a insulina, por
aumento da libertacio da mesma, até a capacidade de reserva ser excedida por
consequéncias metabdlicas, e naturalmente a secrecdo de insulina deixa de ser adequada
(Jellinger, 2007). Enquanto os niveis de glicose aumentam, a intolerancia a glicose e a

DMT2 evoluem. Desta forma, é possivel desenhar um espectro continuo de sensibilidade a
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insulina, indo de uma resposta normal até a uma insulino-resisténcia severa (Jellinger,
2007).

Na DMT2, a producdo hepatica de glicose é menos suprimida, e a utilizacdo de glicose
periférica € menos estimulada pela insulina, indicando que tanto o figado como os tecidos
periféricos e 0 TA sdo responsaveis pela resisténcia a insulina. Esta resisténcia nestes
tecidos ndo € tanto o resultado de uma diminui¢do do receptor de insulina, mas sobretudo
do defeito na sua via de sinalizacéo.

Com o avanco de novas tecnologias, tornou-se possivel a identificacéo in vivo de todos
0s passos celulares defeituosos no musculo esquelético na DMT2. Desta forma, tornou-se
claro que a resisténcia a insulina no musculo esquelético é uma consequéncia de uma
diminuicdo do transportador de glicose dependente da insulina. Esta diminuicédo resulta de
um defeito na fosforilacdo do substrato receptor de insulina (IRS), ou da associacdo do IRS
com a subunidade regulatdria (p85) da fosfatidilinositol-3 cinase (P1-3cinase) que resultam
numa diminuicdo da cascata de sinalizacdo responsavel pela estimulacdo do transportador
de glicose. O transportador de glicose é um passo do metabolismo da glicose no musculo
esquelético, e a sua estimulacdo em resposta a insulina resulta na translocacdo de
transportadores de glicose (GLUT4), localizados nas membranas das vesiculas
intracelulares e que se dirigem para a membrana plasmatica, para a captacdo de glicose
(Fig. 11) (Arner, 2003).

Na DMT?2, a estimulacdo do transportador de glicose em resposta a insulina encontra-
se reduzida até 50% no masculo esquelético, assim como a concentracdo de GLUT4 se
encontra modestamente diminuida (Virally e col., 2007).

A insulino-resisténcia é também uma caracteristica de um numero de outros distdrbios,
incluindo a obesidade, a intolerancia a glicose, a dislipidemia e a hipertensao associada a
sindrome metabodlica (Tabela 2). Esta resisténcia encontra-se associada a diferentes
alteracbes metabolicas, como elevados niveis de AGL e de glicose, e como a presenca de
stresse oxidativo e inflamacdo nos tecidos. Todos estes parametros serdo esclarecidos em

capitulos seguintes.

37



Introdugéo — Capitulo |

Insulira

— ymbeana celular

Estirnulagao do GLUT-4 Membeana celu

Exercicio transcorme de glicose . .
Receptor de insuling ———¢ 7 s

I ‘u 111);E4l“{j

@ et B L PR

'i\‘x’iﬁﬁwﬁsﬁiﬁfﬁ-‘?‘-"@“‘ﬁ}'1 Y
R 1 Wbt

Quirase activada

LA ajm?amam.-:m gf-um" o

Proteira

peio AMP-5 quinsse B
an '\
lfl Translocagio Ousin
; wff)} paraa : )x.n;nes
% , membrana celular do‘j;;):{ginec;:ti:lo
;g. Ves:cm q ~,,éf- ; B . '
% com GLUT-A - 7= Quinase fasfoinasitide-3 ~ Dominios SH2
sensivel = G
ao B rcicio ;35;3 Praceini.
/ - qu nase G
i[ - atipica
‘@mm % Citaplasra
%q: senmel =
"‘3‘ alnsulina \Isb
fg %

/:%7 m’{‘\ﬂ%

Figura 11 — Vias de sinalizag8o da insulina que regulam o metabolismo da glicose nas células musculares e
adipdcitos (adaptado de Cefalu e col., 2007). O GLUT 4 é armazenado em vesiculas intracelulares. A
insulina liga-se ao seu receptor situado na membrana plasmatica, o que resulta na fosforilagéo do receptor e
de substratos do receptor da insulina, como o IRS. Estes complexos formam outros complexos com proteinas
de ancoragem como a fosfatidil inositrol-3 cinase (PI-3cinase). A P85 ¢ ligada a subunidade catalitica (p110).
A activacdo da PI-3cinase é uma via major de mediacdo de transporte e metabolismo da glicose mediados
pela insulina: activa cinases dependente do fosfatidilinositol que participam na activacao da proteina cinase B
(ou Akt) e formas atipicas da proteina cinase C. Através desta cascata de sinalizacdo, é estimulada a captagdo
de glicose nas células do musculo, aumentando a translocagdo das moléculas transportadoras de glicose 4
(GLUT4) para a membrana celular. Um defeito numa destas vias leva a uma diminui¢do da translocagdo dos
transportadores de glicose para a membrana e consequentemente uma reducéo da captacdo de glicose para as
células do masculo.

Tabela 2 — Condi¢des genéticas ou adquiridas que podem
provocar resisténcia a insulina.

Condigdes que podem levar & insulino-resisténcia

Obesidade

Excesso de glucocorticoides

Excesso de hormona de crescimento

Diabetes gestacional

Figado gordo (acumulagéo de lipideos no figado)

Mutagdes no receptor da insulina

MutacOes em genes que levem a obesidade

Auto-anticorpos no receptor de insulina

(adaptado de Jellinger, 2007)
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7 - Metabolismo/dismetabolismo da glicose e dos lipideos na insulino-resisténcia

7.1 - Glicotoxicidade e IR

A resisténcia a insulina é manifestada primeiramente no musculo e no tecido adiposo,
enquanto que os outros tecidos, numa fase inicial, ainda rettm a sua sensibilidade a
insulina. A hiperinsulinemia compensatdria necessaria para manter a homeostase da
glicose tem algum impacto negativo em tecidos que permanecem sensiveis a insulina.
Assim, a diferenciada resisténcia a insulina e, consequentemente, a hiperglicemia, resultam
numa toxicidade observada em algumas sindromes clinicas associadas a insulino-
resisténcia (Jellinger, 2007).

Quando as células sdo expostas a niveis anormalmente elevados de glicose, elas séo
dotadas da capacidade de reduzir o transporte de glicose para o citoplasma, mantendo
assim as concentraces internas de glicose a niveis proximos dos normais. Contudo,
algumas células ndo sdo munidas de rapidez suficiente para diminuir este transporte, o que
leva a niveis elevados de glicose dentro da célula. Como exemplos desta toxicidade celular
despoletada pela hiperglicemia, encontram-se incluidas as células endoteliais capilares da
retina, células mesangiais dos glomérulos renais, neurdnios e células Schwann nos nervos
periféricos. Estas falhas nas células levam, respectivamente, a um prejuizo visual, renal e
neuronal (Sango e col., 2006; Efrati e col., 2009).

Por sua vez, uma hiperglicemia crénica provoca a diminui¢do da ac¢do da insulina ao
nivel dos tecidos periféricos, através da diminuicdo da sintese e actividade do transportador
da glicose 4 (GLUT4), responsavel pela entrada de glicose no musculo (e outros), por
accdo da insulina. A hiperglicemia interfere igualmente na supressao da producdo hepatica
da glicose pela insulina, na medida em que compromete a activagédo da glucocinase (Postic
e col., 1993)

Os niveis elevados de glicose podem provocar, num individuo diabético tipo 2, por
estimulagdo de citocinas inflamatdrias e de moléculas de adesdo celular e por inibi¢do da
funcdo leucocitaria, uma inflamacdo vascular e, consequentemente, dano ao nivel do
sistema imunitario (Ling e col., 2005)

Atraveés da producédo excessiva de radicais livres de oxigénio (como o superoxido) em

varios tecidos, a hiperglicemia também culmina num dano funcional e apoptose de células.
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Sob a forma de exemplo, nas células endoteliais, 0 stresse oxidativo pode activar varias
vias de dano microvascular, o que sugere que a hiperglicemia pode ter um papel no
desenvolvimento e progressao da aterosclerose (Jellinger, 2007).

Conclusivamente, a hiperglicemia induzida pela IR encontra-se associada ao
desequilibrio oxidativo e inflamacdo que causam, subsequentemente, o dano de alguns
componentes celulares como lipidos, proteinas ou DNA e, por sua vez, estes danos

encontram-se associados a um aumento da resisténcia a insulina.

7.2 - Dislipidemia e IR

A dislipidemia na DMT2 e na sindrome metabdlica é caracterizada por uma
hipertrigliceridemia, niveis pos-prandiais elevados de lipideos, baixas concentracdes de
colesterol-HDL e elevadas de colesterol de lipoprotreinas de baixa densidade (col-LDL).
Um trio apelidado de fendtipo lipoproteico aterogénico, caracteristico por aumentar o risco
cardiaco (Ginsberg, 2000).

Numa situacdo normal a insulina inibe a lipdlise no TA, diminuindo os niveis de AGL.
Porém, na DMT2, a resisténcia a insulina bloqueia este efeito inibitdrio na degradacdo dos
lipideos. Sendo assim, os mecanismos que ligam a insulino-resisténcia e a dislipidemia,
iniciam-se com o numero elevado de AGL na circulacdo, libertados pelos adipécitos e
recebidos pelo figado e musculo.

No figado, quantidades limitadas de AGL sdo oxidados, e re-esterificados para formar
triglicerideos (TG). Desta forma, os TG sdo constantemente transportados entre o figado e
0 TA. Caso este transporte ndo seja suficientemente a favor do TA, o figado pode acumular
0s TG, numa condicdo chamada de figado gordo (Brown e col., 2008).

Os lipideos podem também ser armazenados nas células do mdsculo, devido a
ineficiente oxidacgéo no figado ou ao transporte excessivo de AGL para o masculo.

Como foi referido, na presenca de IR a lipolise nos adipdcitos estd aumentada, e 0s
AGL resultantes sdo transportados para o figado e musculo, a0 mesmo tempo é estimulada
uma lipogénese no figado. Com isto, e com concentracgdes elevadas de glicose plasmatica,
a sintese de TG aumenta no figado, assim como a sintese de VLDL que, com a ajuda da
apoliproteina B, entra na circulacdo para o transporte de TG. As VLDL sdo depois

modificadas pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), resultando em
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outras lipoproteinas, HDL e LDL. O colesterol destas lipoproteinas retorna ao figado,
apesar de algumas porcdes permanecerem em lipoproteinas remanescentes, acabando na
parede arterial (Miranda e col., 2005).

Com o enriquecimento em TG, as HDL e as LDL sdo substratos da lipolise pela
enzima lipase. As HDL depois de sofrerem lipdlise sdo eliminadas rapidamente da
circulacdo, resultando em concentragdes reduzidas de colesterol das HDL (col-HDL) e
apoliproteina A-1 (apoA-1), que sdo antiaterogénicas por participarem no transporte reverso
de colesterol e por apresentarem propriedades antioxidantes.

As LDL, também ricas em TG, séo lipolizadas e tornam-se mais pequenas (LDL de
baixa densidade). Apesar de todas as LDL serem aterogénicas, as de baixa densidade sdo
mais, talvez devido ao aumento da sua capacidade de penetracdo pela artéria, diminuicao
da capacidade antioxidante e outras propriedades (Miranda e col., 2005) (Fig. 12).

Esta série de eventos resulta em niveis elevados de TG e de LDL e baixos de HDL,

um quadro caracteristico da DMT2.
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; \ Lipase
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Figura 12 - A influéncia da resisténcia a insulina na dislipidemia (adaptado de Miranda e col., 2005).
Quando a resisténcia a insulina blogqueia o efeito inibitorio da insulina na lipolise, os adipdcitos aumentam a
libertagdo de AGL, que sdo transportados para o figado. O figado incorpora os AGL em TG, que se agregam
nas VLDL. Através da CETP, a VLDL permuta os TG por colesterol das LDL e HDL. As lipases actuam nas
LDL ricas em TG para criar BD LDL. A Apoliproteina A-1 é deixada pela HDL rica em TG nos rins e em
outros tecidos, reduzindo a HDL disponivel. AGL: &cidos gordos livres; BD LDL: LDL de baixa densidade;
TG: triglicerideos; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol.
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8 - Obesidade, acidos gordos livres e inflamagéo na IR

Alguns investigadores consideram a insulino-resisténcia como um mediador da
sindrome metabolico, mas ndo a primeira causa. E consideram 0 armazenamento
disfuncional de energia como o principal problema. De acordo com esta teoria, acredita-se
que a resisténcia a insulina resulta também das anormalidades no processamento e
armazenamento de acidos gordos (AG) e TG, ou seja, moléculas responsaveis pela
utilizacdo e armazenamento da energia corporal. Na maioria dos casos, a anormalidade é
simplesmente a presenca de demasiados TG ou gordura corporal, ou seja, a existéncia de
obesidade (Miranda e col., 2005).

O objectivo do tecido adiposo, por exceléncia é o armazenar de energia proveniente
das calorias da comida depois de uma refei¢do, e armazenadas ja como TG nos adipdcitos,
e depois libertadas sob a forma de AG sempre que seja necessaria energia. Normalmente, e
de uma forma mais saudavel, o corpo armazena os TG nos pequenos adipdcitos periféricos.
Se a capacidade destes adipocitos em armazenarem os TG for excedida, entdo estes
lipideos sdo acumulados nos hepatdcitos, midcitos esqueléticos e adipdcitos viscerais. Esta
acumulacdo anormal de TG pode levar ao desenvolvimento de insulino-resisténcia hepatica
e muscular (Miranda e col., 2005; Fulop e col., 2006; Mlinar e col., 2007).

A distribuicdo no TA tem sem duvida um impacto maior na sensibilidade a insulina.
Na verdade, a acumulacdo de gordura na viscera abdominal encontra-se bastante associada
com a IR, independentemente da obesidade total. Isto deve-se ao facto dos adipdcitos
viscerais se encontrarem resisténcias a insulina com o aumento da expressdo de receptores
adrenérgicos, aumentando a lipdlise mediada por catecolaminas e aumentando a
antilipélise mediada pela insulina, ambos levando a um aumento da libertacdo de AGL
plasmaticos (Giles e col., 2005). Este aumento de AGL libertados leva a um aumento de
AGL recebidos pelo figado, resultando nas alteracbes lipidicas e lipoproteicas,
anteriormente referidas. Adicionalmente, este nimero elevado de AGL nas células de
alguns tecidos origina também uma perturbagdo da redistribuicdo do substrato do receptor
da insulina-1 (IRS-1) e de fosfatidil ionositol-3 cinase (PI-3K) e uma reducdo da
translocacdo de GLUT4 pela membrana plasmatica, originando resisténcia a captacédo de
glicose estimulada por insulina, no muasculo, no TA e no figado (Fig. 13) (Virally e col.,
2007).

| 42



Introdugédo — Capitulo |

T Constricgao

i Relaxamento

Resisténcia a insulina

-.\

Resisténcia a insulina

Libertacao de glicose
T TG T Secrecio de insulina

Figura 13 — A obesidade e a resisténcia a insulina estdo intimamente relacionadas (adaptado de Cefalu e col.,
2007). Existem varias ligagOes possiveis entre a fun¢do do tecido adiposo e a resisténcia a insulina
determinadas em outros 6rgdos, como o musculo esquelético ou o figado. Uma destas ligagdes é a regulacao
da disponibilizagdo de AGL aos tecidos periféricos. Uma massa de tecido adiposo expandida fornece mais
AGL a circulacéo sistémica e aos tecidos periféricos. Pensa-se que estes acidos gordos “competem” pela
utilizacdo do substrato no musculo esquelético o que, por sua vez, reduz a utilizagdo de glicose. Isto leva a
um aumento da concentragdo sanguinea de glicose e fornece o estimulo para o aumento da secre¢do de
insulina e hiperinsulinemia, manifestagdes chave de resisténcia a insulina. AGL: &cidos gordos livres; TG:
triglicerideos.

Passados ja muitos anos de investigacdo na area, torna-se agora claro que a obesidade,
por si s6, nem sempre se encontra associada com um risco metabdlico alterado. Mas é
largamente admitido que a IR e a obesidade se encontram fortemente relacionadas (Fulop e
col., 2006).

A obesidade é caracterizada por elevados niveis de AGL, o que ocorre também na fase
aguda do processo inflamatério (Fig. 14). A acumulacdo de gordura no TA estimula a
invasdo dos macréfagos nestas células que, por activagdo da via NF-kB, aumenta a
expressdo de moleculas de adeséo celular, assim como o bloqueio de uma via de
sinalizac&o da insulina, aumentando assim a IR (Hotamisligil e col., 1995).

Até ha bem pouco tempo o tecido adiposo era considerado apenas um reservatério de
gordura; porém, hoje em dia é considerado um érgdo enddcrino metabolico imune. O TA,
mais especificamente a zona visceral, tem a capacidade de secretar varias substancias com
actividades parécrinas e autdcrinas. Este tecido secreta substancias chamadas de

adipocitocinas, uma grande familia de moléculas importantes.
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Figura 14 — O papel da obesidade visceral na sindrome metabdlica: representacéo esquematica.

As adipocitocinas tém a capacidade de induzir a IR, a inflamacéo, a dislipidemia e a
disfungdo endotelial associados a sindrome metabdlica e aterosclerose. Porém, algumas
delas, como as adiponectinas, tém efeitos protectores. Assim, tornou-se evidente que tanto
o tecido adiposo visceral como os macréfagos infiltrados tém a capacidade de secretar
citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6), a proteina C-reactiva (PCR) e 0
factor de transformacéo do crescimento-f3 (TGF-p) e, com especial importancia, o factor de
necrose tumoral-o. (TNF-a) onde a sua secregdo no TA, e também no musculo e no figado
de obesos viscerais é bastante elevada (Fulop e col., 2006; Mlinar e col., 2007). O TNF-a,
em particular, € uma chave moduladora do metabolismo dos adipdcitos, com um papel
directo nos processos mediados pela insulina, a homeostase da glicose e o metabolismo dos
lipideos. O TNF-a regula a expressio da lipoproteina lipase (LPL), da proteina
transportadora de AG (FATP) e da acetil CoA sintase (ACS), de modo a inibi-las, e
activando a lipdlise, contribuindo para o aumento de AGL e desenvolvimento da IR
(Arner, 2003).
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Desta forma, torna-se evidente que o aumento da produgdo de TNF-a no TA pode ser
um elo de ligacdo entre a obesidade e a IR, tendo um papel importante no desenvolvimento
da DMT?2, onde a resposta inflamatdria induzida pela obesidade sublinha a IR (Fig. 15).
Esta citocina modula também a expressdo e producdo de adipocitocinas, de forma a
aumentar a formacgdo de leptina (um modulador da oxidagdo de AG no musculo) e do

inibidor do activador de plasminogenio-1 (PAI-1), e diminuindo a de adiponectina (Arner,
2003; Fulop e col., 2006).
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Figura 15 — Influéncia do TNF-a na insulino-resisténcia (adaptado de Arner, 2003). Alguns factores
libertados pelos adipdcitos, como 0 TNF-a, a IL-6 e 0s AGL, parecem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, nos adipdcitos, por inibicdo da via de sinalizacéo.
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A adiponectina € umas das mais importantes adipocitocinas com actividades anti-
diabéticas, anti-inflamatdrias e anti-aterosclerética (Matsuda e col., 2002) e, assim como o
TNF-0, tem também um papel regulador na homeostase dos lipideos e da glicose (Berg e
col., 2002). Na DMT2, a adiponectina, libertada apenas pelo TA encontra-se diminuida
(Gil-Campos e col., 2004).

Em suma, os AGL promovem uma IR que, por sua vez, estimula uma maior
quantidade de AGL. Estes AGL induzem a producdo de citocinas pelo TA, resultando
numa inflamacéo que sublinha o desenvolvimento da IR, tornando-se num “ciclo vicioso”.
Estas evidéncias sugerem que a obesidade € um estado inflamatorio que contribui para a

IR, ambos mediados por AGL e adipocitocinas (Fig. 16) (Fulop e col., 2006).

Hipertrofia Activacdo da

dos admocn‘os resnosfa imune
w—> Inflamacdo

Macrofugos

\!—//

Figura 16 — Influéncia da obesidade e inflamacdo no TA e suas contribui¢cBes para o aumento da insulino-
resisténcia.
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9 - Stresse oxidativo na insulino-resisténcia

Definido como uma alteracdo do equilibrio entre a producéo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) e a capacidade oxidativa, resultante numa acumulacdo de produtos
oxidativos, o stresse oxidativo encontra-se envolvido no desenvolvimento da DMT2. Nas
células, existe uma série de funcGes reguladas por moléculas de radicais livres, actuando
como sinais intra ou extracelulares e activando algumas vias de sinalizacéo.

Assim como a inflamacdo, também o stresse oxidativo participa no desenvolvimento
da insulino-resisténcia e, consequentemente, no dano celular dos tecidos que levam a
complicacdes na diabetes. Contudo, ainda permanece por esclarecer se a diabetes é a causa
ou o resultado do stresse oxidativo aumentado. No entanto, existem certos factores
caracteristicos da diabetes, como a obesidade, a dislipidemia e a hiperglicemia, que
contribuem para o stresse oxidativo e para a resisténcia a insulina (Stephens e col., 2009).

Recentemente, observou-se que a hiperglicemia gera espécies reactivas de oxigénio
por diferentes vias, tais como: irregularidade no balango redox, aumento de produtos
avancados de glicosilacdo, activacdo da proteina cinase C e elevada produ¢do mitocéndrial
de superdxidos (Brunner e col., 2009).

Normalmente, no desenvolvimento da obesidade, a ingestdo de calorias excede 0 gasto
de energia. Em muitas células diferentes (incluindo células endoteliais, hepatocitos e
adip6citos), 0 excesso energético sob a forma de glicose ou AGL entra no ciclo do acido
citrico, estimulando um excesso de NADH mitocondrial que, ao ndo ser dissipado pela
fosforilacdo oxidativa, aumenta o gradiente de protdes na mitocdndria, levando a formacéo
de ROS (Stephens e col., 2009).

Ao stresse oxidativo é também atribuido a perturbacdo da redistribuicdo do IRS e PI-
3K, com seguinte diminuicdo da translocacdo de glicose pelo GLUT4 nos adipocitos
(Rudich e col., 1998), figado (Ling e col., 2003) e musculo (Dokken e col., 2007), de

forma a contribuir para a IR.
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Devido aos niveis muito baixos de enzimas antioxidantes, os ilhéus pancreaticos
tornam-se muito susceptiveis ao stresse oxidativo (Brunner e col., 2009). Também a retina,
que tem uma elevada captacdo de oxigénio e oxidacdo de glicose, € vitima dos niveis
elevados de ROS (Kowluru, 2003). Na verdade, algumas complicacGes diabéticas
macrovasculares e microvasculares encontram-se associadas ao stresse oxidativo
caracteristico da DMT?2.

Desta forma, existe um vasto nimero de razbes para considerar que a
glicolipotoxicidade, através do stresse oxidativo, contribui para a insulino-resisténcia e

para as complicacBes secundarias caracteristicas da diabetes, envolvendo multiplos tecidos.
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Capitulo Il — Pancreas: inflamacao e stresse oxidativo na disfuncio das células f

1 - Morfologia do pancreas

O péncreas tem um papel regulador na homeostase da glicose, através do controlo do
equilibrio entre a secrecdo de insulina e de glucagina. A sintese e secrecdo destas
hormonas sdo controladas por algumas moléculas sinalizadoras, como neurotransmissores,
hormonas, nutrientes e glicose (o estimulador mais importante).

No péncreas, as células enddcrinas encontram-se agrupadas em ilhéus de Langerhans,
constituindo aproximadamente 1-2% da massa do pancreas. No caso de humanos adultos e
saudaveis, estes ilhéus estdo distribuidos por todo o 6rgdo, chegando a atingir valores
como um milhao de ilhéus por pancreas.

Cada ilhéu contém entre 1000 a 3000 células de diferentes tipos (5), onde as mais
abundantes séo as células B, que sintetizam e secretam insulina, ¢ as células a libertadoras
de glucagina. Em quantidades menores, encontram-se as células & e as células do
polipeptideo pancreatico (PP), responsaveis pela libertacdo de somatostatina e do PP,
respectivamente (Brissova e col., 2005; Cabrera e col.,, 2006). Recentemente, foi
identificado uma nova e pequena populacdo de células que secretam grelina, identificadas

como células & (Prado e col., 2004).

2 - Perturbac0es de funcdo e massa na DMT2

A DMT?2 é reconhecida por um defeito na secrecdo de insulina e por uma deficiéncia
funcional e/ou de massa nas células B dos ilhéus pancreaticos, que resultam num
desenvolvimento de hiperglicemia.

Na fase de diagnostico, a fungdo das células B encontra-se diminuida cerca de 50% em
relacdo a fungdo normal, independentemente do grau de insulino-resisténcia. A diminuicao
de funcdo tem inicio, provavelmente, 10 a 12 anos antes do diagnostico e agrava com o

aumento dos niveis de glicose plasmatica em fase de jejum (Holman, 1998).
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Na DMT2, as células B ao tentarem compensar a resisténcia a insulina, provocam uma
exaustdo e disfungdo das mesmas, contribuindo para a irregularidade da homeostase da
glicose, e consequentemente, para a patologia. Assim, a inabilidade do pancreas em
adaptar a massa das células B as necessidades de insulina (plasticidade do pancreas), leva,
provavelmente, a uma diminui¢do da massa e funcdo destas celulas pancreéticas (fig. 17)
(Karaca e col., 2009).

Compensagao Falha
das células B das células B
A B c
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e Homeostase da glicose aumentada e Diabetes tipo 2

¢  Normoglicemia

Figura 17 — Plasticidade do pancreas endécrino (adaptado de Karaca e col., 2009). A figura demonstra a
capacidade do pancreas em modular a massa e a fungdo das células B para se adaptar a producdo e
necessidade de insulina. Em condigBes de insulino-resisténcia existe um aumento de massa funcional das
células PB. Esta plasticidade defeituosa leva a uma hiperglicemia.

A disfun¢@o das células f na DMT2 encontra-se relacionada com dois componentes:
uma deficiéncia da insulina e um defeito na secrecdo da mesma. Como referido
anteriormente, a deficiéncia da insulina na DMT2 encontra-se associada a prevaléncia da
hiperglicemia, pois os niveis de insulina ndo sdo suficientes para a controlar. Um aumento
da razéo proinsulina/insulina indica a diminui¢cdo do processamento da insulina, que se
encontra correlacionada com a disfungao das células f € com o desenvolvimento da doenga
(Wajchenberg , 2007).

Também marcador da disfungdo das células B, encontram-se algumas anormalidades
na quantidade da insulina secretada, evidenciadas por uma auséncia da primeira fase de
secrecdo de insulina e uma diminuicdo da segunda. Por outro lado, existe também uma

diminuicéo da sensibilidade a glicose pelas células a, levando a uma hiperglucaginemia.
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Estes defeitos de secrecdo, particularmente a auséncia da resposta a glicose, em
conjunto com a deficiéncia da insulina, comprometem a habilidade residual das células 3
em fornecer insulina suficiente para atingir uma normoglicemia, na presenca de insulino-
resisténcia (Wajchenberg , 2007).

A massa das células B é determinada e mantida por um equilibrio entre a neogénese
(formacgao dos ilhéus a partir dos seus precursores), hiperplasia (replicagdo das células B ja
existentes), hipertrofia (aumento do tamanho das células B) e apoptose (morte celular
programada) (De Koning e col., 2008).

Na DMT2, ainda esta por clarificar quais destes factores contribuem mais para a
diminuicdo da massa celular; porém, tornou-se ébvio que a proliferacdo diminuida e o
aumento da apoptose, ou ambos, resultam numa massa reduzida das células. A dificuldade
em distinguir, em tecido humano, entre estes dois mecanismos, a formacao das células ou a
morte, é devido a rapida remocao das células mortas pelos macrofagos e células vizinhas.
Ainda assim, parece razoavel assumir que a dislipidemia e a hiperglicemia, caracteristicas
da DMT2, afectem negativamente a massa das células p por aumento da apoptose (Donath

e col., 2004).

3 - Papel da inflamacdo na disfunc¢éo dos ilhéus de Langherhans

O aumento cronico de mediadores inflamatorios observados na DMT2 pode ndo so6
afectar a sensibilidade a insulina nos tecidos, mas também as células § pancreaticas.

Muitas citocinas e hormonas produzidas por tecidos, anteriormente referidas, ao serem
libertadas na circulacédo, representam um papel endécrino. Em particular, a leptina, o TNF-
a, a IL-6 e a interleucina-1 (IL-1) s&o produzidas e libertadas pelo TA, estando aumentadas
na obesidade e directamente correlacionadas com a resisténcia a insulina (Ronti e col.,
2006).

A leptina, expressa inicialmente no TA, é considerada uma citocina pré-inflamatoria
devido a sua similaridade estrutural com outras citocinas e, consequentemente, pela
activacdo de vias de sinalizacdo induzidas pela estimulacdo do receptor. Em situagdes
normais, a leptina induz em ratos a prolifera¢ao das células B ¢ protege a apoptose destas
células induzida por niveis elevados de AGL (Otero e col., 2005). Inversamente, numa

situacdo de exposicdo cronica, a leptina resulta na apoptose dos ilhéus humanos por
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aumento da libertacdo de interleucina-1p (IL-1B) e diminui¢do de IL-1. Para além desta,
outras citocinas, como 0 TNF-a e a IL-6, podem modular a sobrevivéncias das células B,
apesar de ainda ser desconhecido qual a quantidade suficiente para afectar estas células
(Maedler e col., 2004).

Contudo, ndo s6 as citocinas podem afectar a funcdo das células B, uma vez que
dependendo da duracdo da exposicao a glicose ou a AGL e do perfil genético dos ilhéus, a
glicose ¢ os AGL podem induzir a proliferagdo das células B e ter efeitos pro ou
antiapoptaticos.

Na presen¢a de uma hiperglicemia cronica, as células B iniciam uma libertagdo de IL-
1B e de ROS, que, para além de provocar dano oxidativo, activam a transcri¢cdo de NF-kB,
um mediador de respostas inflamatdrias referido no capitulo I. A viabilidade das células
pode também ser afectada por elevadas concentracbes de AGL, como em casos de
obesidade e/ou através de citocinas libertadas pelo TA, anteriormente referidas, que podem
actuar directamente nas células ou activar o sistema imune inato (Fig. 18) (Wajchenberg,
2007).
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Figura 18 — Modelo esquematico da influencia do tecido adiposo, da glicose e do sistema imunitario na
apoptose das celulas B (adaptado de Wajchenberg , 2007).
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Assim, em adicdo a actividade enddcrina dos adipocitos, também os macrofagos e o
endotélio podem contribuir para os niveis séricos aumentados de IL-1p, IL-6 € TNF-a na
DMT2 e podem actuar nos ilhéus pancreéaticos, desregulando a fungdo secretoria das

células B e/ou despoletando uma resposta imune.

4 - Papel do stresse oxidativo na disfunc¢éo dos ilhéus de Langherhans

As espécies reactivas de oxigenio, quando em niveis fisioldgicos, sdo bastante
importantes para a manutencdo de algumas funcdes celulares, mas quando em niveis tdo
elevados que excedam a capacidade antioxidante das células, induzem o stresse oxidativo
(Kaneto e col., 2006). Assim, quando uma hiperglicemia se torna aparente no organismo, a
funcdo das células inicia um prejuizo gradual, que se classifica como glicotoxicidade. Este
mecanismo é em parte mediado por espécies reactivas de oxigénio. De forma similar os
AGL, também essenciais no metabolismo, tornam-se toxicos quando presentes em niveis
excessivos (Unger, 1995; Pick e col., 1998; Shimabukuro e col., 1998).

Na DMT2, o stresse oxidativo & provocado em varios tecidos, ja referidos
anteriormente, incluindo as células B pancreaticas. Estas células sdo bastante susceptiveis
ao stresse oxidativo, por terem niveis de enzimas antioxidantes (como a catalase e a
glutationa peroxidase) bastante baixos, quando comparadas com outros tecidos. Desta
forma, representam o maior alvo do dano tecidular mediado por stresse oxidativo (Evans e
col., 2002). Nestas células pancreéticas em hiperglicemia existe um vasto nimero de fontes
de producdo de ROS, como a reaccdo de glicosilagdo ndo enzimética, a cadeia
transportadora de electrdes na mitocondria e a via de hexosamina.

O mecanismo pelo qual o stresse oxidativo esta envolvido na secrecdo de insulina e
indirectamente na massa das células 3 ¢ através da reducdo da actividade do gene promotor
da insulina, que envolve o “pancreatic and duodenal homeobox factor-/” (PDX-1). O
PDX-1, também conhecido por IDX-1/STF-1/IPF1, é membro de uma familia de factores
de transcri¢do e tém um papel crucial no desenvolvimento e diferenciacdo do pancreas,
assim como na manutencao da fungdo das células B, por regulacdo de multiplos genes,
como a insulina, 0 GLUT2 e a glucocinase. Verificou-se, entdo, que a actividade do PDX-1
duodenal e pancreatica é bastante sensivel ao stresse oxidativo, confirmado por uma

diminuicdo da ligacdo deste ao gene da insulina. Assim, o stresse oxidativo induzido pela
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DMT?2 induz a supressdo da sintese de insulina, por uma reducdo da actividade do PDX-1
na ligacdo ao DNA (Fig. 19) (Kaneto e col., 2006; Kaneto e col., 2001; Matsuoka e col.,
1997).

Actualmente estudos sdo feitos para avaliar o potencial dos antioxidantes (Probucol)
como tratamento da DMT2 em ratinhos obesos e diabéticos (C57BL/KsJ-db/db). Estes
estudos mostram alguns resultados positivos no metabolismo destes ratinhos, diminuindo
0s niveis de glicose sanguineos e aumentando a massa das células P, ainda que de forma
moderada (Kaneto e col., 2006; Gorogawa e col., 2002).

Assim, ¢ possivel afirmar que o tratamento antioxidante pode proteger as células B

contra a toxicidade da glicose, caracteristica da diabetes.

Condigoes diabéticas ‘

Acidos
gordos livres

Glicotoxicidade Lipotoxicidade

Antioxidantes
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Figura 19 — Envolvimento do stresse oxidativo ¢ da via de sinalizagdo JNK na disfungdo das células f
(adaptado de Kaneto e col., 2006). O aumento do stresse oxidativo permite uma activacdo da via JINK que
suprime a translocagdo do PDX-1 do citoplasma para o nlcleo e, consequentemente, a diminuicdo da
biosintese e secrecdo da insulina.
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Capitulo 111 - Modelos Experimentais (animais) de obesidade e DMT2: o rato Zucker
Diabetic Fatty (ZDF)

Permanecem ainda por esclarecer alguns mecanismos ou eventos que originam a
DMT?2, e as suas maiores complicacdes, como a disfungdo das células . Contribuindo para
este facto encontram-se varios impedimentos para a investigacdo da diabetes no ser
humano. Neles podem incluir-se a heterogeneidade genética, a variabilidade na esperanca
de vida, a ampla diversidade de estilos de vida, a inacessibilidade a tecidos e 6rgdos e,
naturalmente, questdes de ordem ética. De maneira a contornar estes obstaculos, surgem os
modelos animais que tentam simular as doengas humanas, como a diabetes.

Embora exista uma variedade de modelos animais, os mais utilizados sdo os ratos (ou
ratinhos), ndo s6 pelo seu tamanho e facil manuseamento, mas principalmente pelo curto
ciclo de reproducdo. Estes modelos proporcionam a oportunidade de avaliar o inicio, o
desenvolvimento e o progresso da doenca, contribuindo para a compreensdo dos
mecanismos moleculares que caracterizam a DMT?2.

A complexidade dos modelos animais na DMT2 torna dificil a sua escolha para um
determinado estudo. Em alguns animais a resisténcia a insulina € predominante, enquanto
que em outros a destruicdo das células p é prevalente. Adicionalmente, também sdo
utilizados alguns modelos em que a intolerancia a glicose € uma parte ampla do fenétipo
da adiposidade, hipertensdo ou dislipidemia.

Por norma, para o estudo da obesidade como motor da diabetes, sdo utilizados os
animais com um fen6tipo de insulino-resisténcia, como os ratos Zucker Fatty (ZF), Zucker
Diabetic Fatty (ZDF), e os ratinhos ob/ob, db/db, KK e KK-AY (Le Roith e Gavrilova,
2006).

Contudo, nos ratos ZF, nos ratos corpulentos (cp) e nos ratinhos ob/ob e KK, a funcéo
e massa das células B sdo mantidas, de modo que estes apenas apresentam uma
hiperglicemia moderada ao longo de toda a vida. Contrariamente, surgem as espécies que
apresentam células [ pancreaticas labeis, que permitem apenas uma hipersecrecdo de
insulina transitoria, com obesidade. Este animal simula a evolucdo da doenca semelhante
ao do homem e, como resultado de uma predisposi¢do genética, sofre uma apoptose das
células B, uma insulino-resisténcia e o desenvolvimento de hiperglicemia. Como exemplos
deste modelo animal, inclui-se o rato Zucker diabetic fatty (ZDF), e o rato da areia

(Psammomys obesus) e o ratinho db/db (Shafrir e col., 1999).
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1 — Ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF)

Normalmente, os ratos ZDF tém as seguintes designacGes: ZDF/DRT-fa/fa e
ZDF/Gmi-fa/fa. O primeiro grupo de ratos diabéticos foi identificado a partir de uma
colonia denominada de ZDF/DRT-fa/fa, pela Faculdade de Medicina da Universidade de
Indiana. A outra nomenclatura identifica uma col6nia proveniente dos ZDF/Gmi-fa/fa e
produzida pela Genetic Models de Indianapolis (Dolan e col., 1997).

O fendtipo destes ratos € definido por cabeca preta, olhos pretos e uma risca preta ao

longo do seu comprimento. Todo o resto do seu pélo é branco (Fig. 20).

Figura 20 — Fotografia de rato ZDF/Gmi-fa/fa com 6 semanas de vida.

Este modelo animal, através de uma mutacdo genética, simula uma diabetes tipo 2 de
um adulto humano e suas complicacgdes, incluindo a pré-diabetes, a diabetes e numa fase
mais tardia, uma diabetes avancada. De forma semelhante aos humanos, os ratos ZDF

iniciam a doenga com um estado de hiperglicemia baixo/moderado, desenvolvendo depois
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uma fase de resisténcia a insulina e intolerancia a glicose. Ao longo do tempo, os machos
homozigoticos recessivos (fa/fa) desenvolvem obesidade, hiperlipidemia, hiperglicemia e
DMT2. Neste modelo, a inflamacdo e o stresse oxidativo parecem ser cruciais para o
desenvolvimento da diabetes (Masiello, 2006).

Como controlo sdo geralmente utilizados os ratos ZDF (+/+). Estes gendtipos magros,

(fa/+) e (+/+), permanecem normoglicemicos e ndo sofrem alteragcdes ao longo do tempo
(Fig. 21) (Liao e col., 1997).

]

I

Figura 21 — Fotografia de ratos ZDF (Gmi fa/fa) e de ZDF (Gmi +/+) com 14 semanas de vida. S8o
evidentes as diferengas no tamanho e peso destes ratos.

A diminuigdo da tolerancia a glicose dos ratos ZDF (fa/fa) é o resultado de uma
mutacdo no gene fa, ou seja, no receptor de leptina, associado a obesidade e,
consequentemente, a uma resisténcia a insulina. Assim, a leptina tem a sua accao

diminuida, apresentando valores sanguineos elevados (Phillips e Liu, 1996).
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A leptina (do grego leptos = magro) é uma proteina secretada por adipdcitos e actua no
sistema nervoso central de forma a promover a reducdo da ingestdo de alimentos e o
aumento do gasto energético, além de regular a funcdo neuroenddcrina e incrementar o
metabolismo de glicose e de gorduras (Phillips e Liu, 1996).

Nos ratos ZDF, a hiperglicemia € inicialmente manifestada perto das 7 semanas de
idade, tornando-se diabéticos por volta das 12 semanas. Entre as 7 e as 10 semanas 0S
niveis sanguineos de insulina sdo elevados; contudo, estes niveis diminuem assim que as
células B pancreaticas reduzem a resposta ao estimulo da glicose. A perda da resposta a
glicose estd associada a diminui¢do dos transportadores de GLUT2 nas células B dos
ilhéus. Numa fase mais tardia, estes ratos iniciam uma perda de massa das células f.

Adicionalmente, os ratos ZDF (fa/fa) também desenvolvem retinopatias

microvasculares, neuropatias, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (Masiello, 2006).

| 58



Introducédo — Capitulo 1V

Capitulo IV - Terapéutica actual da DMT2: O papel das incretinas

O tratamento da DMT2 inclui sobretudo o controlo da glicemia e a correccao
“fisiologica” da resisténcia a insulina e das anomalias verificadas na sua secrecdo. Alem da
alteracdo dos estilos de vida, base inicial do tratamento, a terapéutica farmacolégica é uma
parte importante do tratamento, incluindo farmacos capazes de diminuir a resisténcia a
insulina, tais como a metformina (MET) e as tiazolidinedionas (TZD) e farmacos
secretagogos de insulina (ou mesmo insulina, em estadios mais avancados).

O tratamento medicamentoso na DMT2 deve ser iniciado quando as recomendagfes
nutricionais e de actividade fisica se revelam manifestamente ineficazes para manter os
niveis de HbALlc inferiores a 7,0%, mesmo em doentes sem queixas, com boa qualidade de
vida, e aderentes as orientacdes nutricionais e de actividade fisica (Nathan e col., 2009).

Em doentes com DMT2, o risco de complicacBes esta associado ao estado
hiperglicémico prévio e qualquer reducdo nos niveis da HbAlc promove diminui¢cdo no
risco de complicac@es. Verifica-se entdo que regimes de tratamento capazes de promover a
reducdo dos niveis da HbAlc para valores proximos ou inferiores a 7% resultam numa
reducdo significativa do risco de complicagcbes microvasculares e de morte associada a

diabetes ou associada a qualquer outra causa (Fig. 22) (Stratton e col., 2000).
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Figura 22 - g} Relacdo estabelecida entre a diminuicdo da HbAlc e morte associada & DMT2. |8)] Relacéo
entre a diminuicdo de HbAlc e as complicages microvasculares (Adaptado de Stratton e col., 2000).
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As recomendacbes actuais, propostas na Ultima actualizagdo do Consenso da
Associacdo Europeia para o Estudo da Diabetes 2009 (EASD), justificam a seleccdo do
tratamento adequado tendo por base a sua capacidade para alcancar e manter os objectivos
glicémicos (Nathan e col., 2009).

Ao longo deste capitulo serd feita referéncia aos diferentes tipos de antidiabéticos
considerando a classe terapéutica em que se inserem, 0 mecanismo de acgéo, 0s principais

efeitos fisiopatoldgicos, as reaccOes adversas e a eficacia.

1 - Farmacos utilizados no tratamento da DMT?2 e sua eficécia terapéutica

1.1 - Necessidade de um tratamento faseado para monitorizacdo da DMT2

Para que se possa compreender a légica que preside a terapéutica instituida para o
tratamento da DMT2 é necessario compreender a fisiopatologia desta sindrome (abordada
no capitulo I e 11). Trata-se de uma doenca progressiva, definida por uma fase de insulino-
resisténcia a qual esta associada uma funcdo andmala das células B pancreaticas,
caracterizando-se a DMT?2 por apresentar um estadio de hiperinsulinemia, ao qual se segue
a insulinopenia relativa, acompanhada por uma deterioracdo do controlo da glicemia. Esta
perda progressiva da capacidade secretora de insulina por parte do pancreas aparece, COmo
ja referido, anos antes do diagndstico.

Sendo, a disfuncdo das células B pancreaticas progressiva e continuada ao longo da
vida do doente, parece pois racional que o tratamento especifico da DMT2 seja também
faseado e progressivo (Fig. 23).

Numa fase inicial, e no momento do diagnostico, sdo recomendadas modificacfes no
estilo de vida as quais podem, ou ndo, ser associados antidiabéticos, geralmente em
monoterapia. Assim que se evidencia a insuficiéncia deste tratamento para manter o
controlo da glicemia passa-se para um regime terapéutico em que se associam dois
antidiabéticos orais. Como a doenga progride, numa terceira fase, as terapias combinadas
de dois farmacos podem deixar de ser efectivas, e ai a terapia tripla com agentes orais ou
insulina é necessaria.

Em seguida, e de uma forma breve, descreve-se as principais classes de antidiabéticos.
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FASES DA DMT2

Diagndstico

100~

Estilo de vida +/- monoterapia

@®
o

Terapia oral
combinada

Func3o das células B (%B)
@
o

40 Insulina
20
~
0
-12 12

Anos

Figura 23 — Representacdo esquematica das fases de tratamento da diabetes tipo 2 (adaptado de Cefalu e
col., 2007).

1.1.1 - Sensibilizadores da insulina

a) Metformina (MET)

Permanecem ainda desconhecidos 0s mecanismos exactos através dos quais a
metformina exerce a sua ac¢do. Contudo, esta parece aumentar a sensibilidade hepatica a
insulina, o que tem como resultado a diminuicdo da glicose hepatica através da supressdo
da gluconeogénese e glicogendlise (Goodarzi e Bryer-Ash, 2005). A metformina aumenta,
ainda que de uma forma modesta, a entrada de glicose a nivel periférico, a oxigenacdo dos
acidos gordos (Bailey, 2005). Os efeitos da metformina parecem, pelo menos em parte,
mediados pela proteina cinase activada pela adenosina monofosfato (AMPK); contudo,
ainda ndo é claro se esta via representa o alvo Unico e especifico deste farmaco.

A administracdo deste sensibilizador de insulina a individuos obesos aumentou os
niveis de “glucagon-like peptide-1” (GLP-1), podendo esse efeito dever-se a estimulacao
directa da secrecdo de GLP-1 ou a reducdo da secrecdo dipeptidil peptidase-1V (DPP-1V)
(Mannucci e col., 2001; Lenhard e col., 2004).
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A metformina melhora a accéo da insulina, diminuindo os riscos cardiovasculares e a
HbAlc, e permite ao doente a perda de peso, ou pelo menos a sua manutencdo. Uma vez
que este farmaco ndo exerce a sua ac¢ao por aumento da secrecdo de insulina, 0 numero de
episddios de hipoglicemia induzidos pela sua utilizacdo em monoterapia € baixo. Porém,
apresenta como efeito adverso a intolerancia gastrintestinal, normalmente manifestada por

nauseas, dor abdominal e diarreia (Cefalu, 2007).

b) Tiazolidinedionas (TZD)

Em 1997 foi comercializada a primeira tiazolidinediona (TZD) para o tratamento da
DMT2, acompanhada de alguma controvérsia, explicada pela toxicidade hepética do
farmaco. Actualmente encontram-se comercializadas dois tipos de TZD, a Rosiglitazona e
a Pioglitazona, ambas utilizadas numa fase mais tardia do tratamento da diabetes tipo 2.
Seria de esperar que estes agentes, ao serem sensibilizadores da insulina, aumentassem
directamente a sensibilidade da insulina no musculo, o que na verdade ndo acontece, uma
vez que o primeiro efeito das TZDs ¢ a alteracao da transcri¢do de um gene (Cefalu, 2007),
através da ligacdo ao “peroxisome proliferated activated receptor-y” (PPAR-y), expresso
no tecido adiposo, células B pancreaticas, endotélio e macrofagos (Nathanson e col., 2009).
Com esta ligacdo, os genes que modulam o metabolismo dos &cidos gordos livres
encontram-se afectados, havendo uma reducdo, de aproximadamente 20 a 40%, nos acidos
gordos livres circulantes devido a um aumento de sinalizacdo do receptor da insulina. Esta
classe de agentes antidiabéticos melhora a fungdo das células B ao diminuir a
lipotoxicidade nas mesmas; todavia, 0 aparecimento de edemas e 0 aumento do peso em
diabéticos submetidos a tratamento com tiazolidinedionas, parecem ser limitacGes a sua

utilizagdo (Sheehan e col., 2003).
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1.1.2 - Secretagogos

c) Sulfonilureas

A classe de agentes antidiabéticos mais antiga (1950), e soberana do mercado por
muitos anos, é denominada de sulfonilureas, sendo geralmente classificadas de 12, 22 e 32
geracdo. Recentemente é utilizada apenas em fases mais tardias da doenca.

A actividade deste farmaco identifica-se com a conexdo com o receptor sulfonilurea-1
(SUR-1), associado a canais de K+, nas células B pancreaticas (Virally e col., 2007). A
comunicacdo do ligando-receptor resulta no fecho dos canais de K+, assim como na
diminuicdo do seu efluxo, despolarizagdo da membrana e consequente aumento do influxo
de Ca™" que, por sua vez, leva a exocitose dos granulos de insulina.

Apesar da diminuicdo absoluta de HbAlc durante o primeiro ano de tratamento da
diabetes tipo 2, as sulfonilureas apresentam como efeitos secundarios hipoglicemia
(numero de casos difere consoante o tipo utilizado) e aumento de peso (+ 2kg) (Lebovitz e
col., 1992).

d) Secretagogos ndo-sulfonilureia

A Repaglinida e Nateglinida sdo dois agentes secretagogos de insulina, ndo
considerados sulfonilureias. A Repaglinida é um derivado do &cido benzoéico, introduzido
em 1998. A Nateglinida foi inserida no mercado trés anos mais tarde e é um derivado do
amino&cido D-fenilalanina. Ao contrério das sulfonilureias, estes dois farmacos estimulam
a libertacdo da primeira fase de insulina, de uma maneira dependente de glicose. Esta
explosdo rapida de insulina despoletada por uma refeicdo tem bastantes beneficios, como a
rapida supressdo da neoglucogénese, aumento da sensibilidade de insulina e,
consequentemente, uma maior captacdo da carga de glicose. A estimulacdo répida e curta
de libertacdo de insulina reduz o risco de hipoglicemia e limita a exposicdo a

hiperinsulinemia (Davies, 2002).
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e) Inibidores a-glucosidase

Os inibidores de a-glucosidase sdo agentes que atrasam a absorcdo de glicose pelo
tracto gastrintestinal.

Actualmente, a Ascarbose e o Miglitol sdo os dois inibidores da absor¢do de glicose
comercializados. Ambos séo inibidores competitivos da ligacdo de oligossacarideos a
enzima o-glucosidase (Cefalu, 2007). Encontrada no intestino delgado, esta enzima cliva
oligossacarideos em monossacarideos, para poderem depois ser absorvidos. Os inibidores
da enzima ao dificultarem a ligacdo e a degradacdo dos oligassacarideos atrasam a
absorcdo dos hidratos de carbono ingeridos, regulando os niveis de glicose pos-prandial,
diminuindo-os, e apenas moderando a glicose plasmatica em jejum e a HbAlc (Van de
Laar e col., 2005).

Apesar de inferiores em relacdo a outros agentes, devido ao baixo controlo glicémico e
disturbios gastrintestinais, os inibidores da a-glucosidase ndo causam hipoglicemia ou

aumento da massa corporal (Sheehan e col., 2003).
f) Insulina

Inversamente a diabetes tipo 1, onde a insulina é inexistente, na DMT2 a secrecdo de
insulina pelas células do pancreas é normal ou apenas insuficiente, pelo menos em estadios
mais moderados. A falha nas células B ¢ progressiva, como ja referido, podendo tornar-se
necessaria a administracdo de insulina exdgena na fase mais tardia da doenca, de modo a
controlar adequadamente a hiperglicemia (UKPDS, 1998).

O objectivo da terapia com insulina exégena é o de mimetizar a insulina endégena,
segregada de forma normal e fisiologica em individuos ndo diabéticos. Originalmente, este
tratamento tinha uma accdo muito rapida e de curta duracdo, reduzindo a producéo
hepéatica de glicose e aumentando a captacdo periférica (Nathanson e col., 2009). A
limitagdo da administragéo intravenosa de insulina € a dificuldade em optimizar o controlo
glicémico, podendo o doente necessitar de multiplas injec¢cdes diarias. No sentido de
ultrapassar esta barreira, vias alternativas na administracdo da insulina tém sido estudadas,
e incluem as vias nasal, oral, dérmica e pulmonar (Cefalu, 2007). Até entdo, a via
pulmonar tem mostrado os melhores resultados na melhoria do controlo glicémico em
DMT?2 (Rosenstock e col., 2005).
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A terapéutica instituida para controlar os niveis de glicemia em diabéticos tipo 2 tem
sofrido alteracGes. Através da combinacdo de todos 0s agentes antidiabéticos anteriormente
mencionados, existe um numero aceitavel de opc¢des para o tratamento da DMT2 (Tabela
3). Contudo, o principal problema reside na escolha do farmaco a usar para diferentes fases
da doenca. Como consequéncia de resultados pouco conclusivos de alguns artigos, e numa
tentativa de resolugédo do problema, a ADA (2006) e a EASD (2006) publicam um
algoritmo para a gestdo do tratamento da DMT2 (Fig. 24) (Nathan e col., 2006).

Tabela 3 — Principais caracteristicas dos agentes antihiperglicémicos disponiveis.

5 Reducéo de .
Intervencoes Modo de acgédo Vantagens Desvantagens
HAlc (%)

o B . Efeitos
. Diminui a producéo hepatica de . . .
Metformina 15 Efeito neutro no peso; barata gastrintestinais;

glicose ) o
acidose lactica (raro)

Aumento de peso;

Sulfunilureias 15 Estimulam a secre¢éo de insulina Baixo custo o
hipoglicemia

Melhoram o perfil lipidico e . .
o . o Retencdo de fluidos;
. Melhoram a sensibilidade a podem reduzir o risco de
Glitazonas 0,5-1,5 o L aumento do peso;
insulina enfarte do miocérdio
o preco elevado
(Pioglitazona)

Efeitos
Inibidores de a- Atrasam a absorg¢ao intestinal de . gastrintestinais;
. 0,5-0,8 . Efeito neutro no peso -
glucosidases glicose multiplas doses;
preco
Necessitam de ser
o . B o Duragéo acgéo curta; menor tomadas com a
Meglitinidas 1-15 Estimulam a secre¢éo de insulina . S L
risco de hipoglicemia refeicéo; prego
elevado
. B o Injeccdes;
Estimula a captacéo periférica de o o
. . o B Sem dose limite; barata; monitorizagao;
Insulina 1,5-2,5 glicose e diminui a produgéo o . o
melhora o perfil lipidico hipoglicemia;

hepética de glicose
aumento de peso

(adaptado de Duarte e col., 2007)
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Algoritmo para o Tratamento da DM tipo 2
(SPD 07)

Alteracio do estilo de vida + Metformina

Alc >6,5% l

Adicionar Sulfonilureia ou Insulina Basal ou (Glitazona®)

Alc >6,5% l . l . l
Metformina Metformina + (Glitazona™) + Intensificar
+ + Sulfonilureia :
. terapéutica
Sulfonilureia ou com
+ Metformina + (Glitazona®) + Insulina
Insulina Basal + Insulina Basal
Alc >6,5% l l l
+ + +

Intensificar Insulina + Metformina (+ Glitazonas*)

* Ponderar risco para Ins. Cardiaca. A rosiglitazona mas provavelmente nio a
pioglitazona pode estar associada a um aumento de risco de enfarte do miocirdic.

Mota: Embaora se possam utilizar tés ADO em associagio, deve-se preferir o inicio
e intensificagio da terap&utica coem insulina com base na sua eficicia & menor custo.

Figura 24 — Algoritmo para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2 recomendado pela Sociedade Portuguesa
de Diabetologia (adaptado de Duarte e col., 2007).

No entanto, a terapia deve ter em conta a fisiopatologia da diabetes de cada doente,
individualmente, num dado momento da doenca em termos de eficacia e seguranca, assim
como as limitagbes de cada farmaco, que inclui o aparecimento de episodios de

hipoglicemia, 0 aumento do peso corporal e a estimulacdo do apetite (Fig. 25).
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Uma anomalia primordial na DMT?2 ¢ a disfuncdo das células B, para o qual as TZDs
sd0 0 unico farmaco com capacidade de prevencdo deste declinio progressivo da funcdo
celular pancreética, funcionando também como incentivo na pesquisa de um novo alvo

terapéutico (Turner e col., 1999).

Producag Aumento da
hepatica ’ libertacao
glicos Qs inSy

f‘f-

Nateglinida

Metformina

Sulfunilureg

heck
it/ . olotions. it Tlash SQRCy_mod M

Glitazonas

GLICEMIA

litazonas

Acarbose
Metformina
Absorc¢ao

intestinal
de HC

Insulino-
resisténcia

Figura 25 - Esquema representativo do mecanismo de ac¢do dos antidiabéticos orais.
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2- Incretinas

2.1 — “Conceito incretina”

O tracto gastrintestinal (GI) contém uma infinidade de peptideos reguladores que
transmitem informacgdes ndo s6 para o intestino e érgdos associados como também para
outros sistemas, como o sistema nervoso central e o cardiovascular.

Ja no inicio do séc. XX se faziam experiéncias com extractos da mucosa do intestino
delgado para tratamento da diabetes mellitus, tendo por base a ideia de que as hormonas
gastrintestinais estimulavam a fungdo enddcrina do pancreas (Geelhoed-Duijvestijn e col.,
2007).

Historicamente, Bayliss e Starling, em 1905, examinaram os efeitos do extracto bruto
intestinal na secrecdo pancredtica exocrina, e relataram a existéncia de uma "secretina", o
primeiro peptideo regulador a ser identificado, introduzindo o conceito de hormona para
descrever 0 seu modo de accdo (Creutzfeldt e col., 2005). Pouco tempo depois, Moore e
col. (1906), descobriram um estimulante quimico para o pancreas produzido pelo duodeno.

Em 1930, La Barre estudou os efeitos da administracdo de "secretina" impura, através
de preparacdes intravenosas, sobre os valores da glicemia, e identificou estes peptideos
como incretinas. A palavra incretina (do inglés, incretins) provém da juncdo de parte das
palavras INtestin seCRETion INsulin, e que ficou associado a propria sintese intestinal de
hormonas semelhantes a insulina. No fundo, descreve um factor intestinal que reduz os
valores da glicose sanguinea sem influenciar a secrecdo pancreética exdcrina (La Barre,
1932). Contudo, seriam necessarios mais de 30 anos, antes que estas conclusdes
prescientes mostrassem ter importantes implicaces para a regulacdo da glicemia.

Na verdade, Mclntyre e col. foram os primeiros a demonstrar o “efeito incretina”, em
1964. Este foi compreendido atraves da administracdo oral de glicose, que provocava um
aumento mais significativo na secregédo de insulina do que a mesma quantidade de glicose
por via intravenosa, apesar de uma glicemia mais elevada depois da glicose oral do que
apos a glicose oral (Mclntyre e col., 1964). Desta forma, a administracdo intravenosa
resultou numa maior secregdo de insulina, confirmando a existéncia de uma ligagéo entre o
intestino e o pancreas enddcrino. Presumiu-se, assim, que determinadas hormonas

gastrintestinais deveriam ter uma accao aditiva sobre a secre¢éo de insulina.

| 68



Introducédo — Capitulo 1V

Para que uma determinada hormona seja incluida no grupo das incretinas tem que
cumprir estes 2 critérios essenciais (Ranganath e col., 2008):
- ser libertada em resposta a ingestao oral de glicose;
- ser capaz de alcancar uma concentracao fisioldgica in vivo que provoque a
libertacdo de insulina.

O renascimento do termo incretinas foi em grande parte devido a Creutzfeld, que
enfatizou a relagdo glicose-insulina-intestino no que se refere ao efeito incretina, uma
caracteristica que é de profunda importancia para a sua aplicacdo clinica (Creutzfeldt,
1979).

Em 1986, Nauck e col. estudaram o efeito incretina (resposta da insulina a glicose oral
vs. intravenosa), administrando 25, 50 e 100 g de glicose por via oral ou intravenosa aos
individuos do estudo e medindo as concentracbes de peptideo C, que é usado como
marcador da producdo enddgena de insulina. Esses investigadores constataram que o0 grau
de secrecdo de incretinas dependia da quantidade de glicose ingerida e que as incretinas
eram responsaveis por aproximadamente 80% da resposta de insulina depois da ingestéo de
50 g de glicose (Chacra, 2006).

A pesquisa de hormonas incretinicas foi perseguida por uma série de investigadores,
mas a identificacdo da primeira incretina resultou de uma forma inesperada. Quando John
Brown, da Universidade de British Columbia, Vancouver, Canadg, tentava isolar uma
hormona envolvida na regulacdo da secrecdo gastrica de acido de extractos intestinais
suinos: uma enterogastrona. Em colaboracdo com outros investigadores, identificou e
isolou uma hormona composta por 42 aminoacidos, a qual deu a designagdo de “gastric
inhibitory polypeptide” (GIP), também chamado ‘“glucose-dependent insulinotropic
polypeptide” (Brown, 1971). Posteriormente, ficou demonstrado que esta substancia
estimulava a secre¢do de insulina numa relacdo glicose-dependente, portanto, era uma
incretina (Brown, 1976).

Uns tempos mais tarde foi isolada uma segunda incretina a partir de estudos genéticos
da proglucagina, que mostrou sequéncias codificantes de moléculas descritas como
“glucagon-related molecules” (Lund, 2005). Foi identificado o “glucagon-like peptide-1”

(GLP-1), e por cumprir os requisitos de incretina foi, como tal, assim chamado (Fig. 26).

69 |



Introdugédo — Capitulo 1V

ProGlucagina
GRPP Glucagon IP-1 GLP-1 IP-2 GLP-2

\

Secretado nas células-L a nivel intestinal (ileo e colon)

DPI-IV '

HA TSDVSSYLEGQAAKE Y IAVLVKGR GLP~1
YARGTTISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKENDWEKHNITQREARALE GIP

t

Secretado nas células-K a nivel intestinal (duodeno e jejuno)

COOH = terminal
Peptideo

ProGIP
Figura 26 - GLP-1 e GIP: Homologia da sequéncia (as areas a vermelho) (adaptado de Drucket e col., 2003).
GLP-1: glucagon-like peptide-1; GIP: gastric inhibitory polypeptide; GRPP: peptideo pancreatico

relacionado com glicentina; GLP-2: glucagon-like peptide-2; IP-1: peptideo-1 interveniente; IP-2: peptideo-2
interveniente.

O GIP é segregado nas células-K (enterocromafins), localizadas principalmente na
mucosa duodenal e na parte proximal do jejuno, enquanto que as células-L produzem GLP-
1 e estdo localizadas mais distalmente (ileo e c6lon) (Drucker, 2006). Durante a refeicéo,
ambas as incretinas descritas (GIP e GLP-1) sdo libertadas na circulagdo e estimulam a
secre¢do de insulina (Mclntosh, 2008).

Os efeitos metabdlicos, hormonais e neuronais sobre o pancreas endocrino sao
referidos como “eixo entero-insular” (Fig.27). Apesar de o GIP e o GLP-1 serem as
incretinas mais importantes produzidas a nivel intestinal, o hipotdlamo também produz
uma incretina, o peptideo “pituitary adenylate cyclase-activating” (PACAP) (Geelhoed-
Duijvestijn, 2007).

Aproximadamente 30 a 60% do peptideo C e 80 a 90% da resposta insulinica, apds
uma carga oral de glicose, s@o regulados por hormonas incretinicas, dependendo da
guantidade de glicose. Por exemplo, o GIP induz cerca de 60% desse efeito incretina
(Geelhoed-Duijvestijn, 2007). A accdo incretinica sobre a célula B pancreatica envolve
uma série de eventos que potenciam a accdo da glicose, e essa € uma caracteristica

importante protectora contra o desenvolvimento de hipoglicemia.
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1.Transmissdo endécrina

Figura 27 — Eixo “entero-insular”. Numa fase pos-prandial, a secre¢do de insulina é directamente estimulada
por substratos, por neuro-transmissdo (através de nervos entero-pancredticos activados pela distenséo
intestinal), e por uma forte estimulacdo enddcrina, monitorizada por incretinas (adaptado de Geelhoed-
Duijvestijn, 2007). HC: Hidratos de carbono; AA: aminoacidos; FA: acidos gordos; H': hidrogénio
proveniente da producdo de 4cido gastrico.

Uma nova propriedade destas incretinas, e que as tornam atraentes como potenciais
agentes terapéuticos, é que a secrecdo de insulina associada cessa quando a euglicemia é
alcancada, minimizando assim os riscos de hipoglicemia (Creutzfeldt e col., 1988).

O GIP e GLP-1 interagem com 0s seus proprios receptores especificos, membros de
uma familia de receptores da proteina G, que desencadeiam uma resposta intracelular,
estimulando a adenilciclase e activando uma série de proteinas cinases. Estes peptideos
ligam-se a, pelo menos, seis receptores especificos de GIP e GLP-1 e sdo rapidamente
metabolizados (tY2 = 2 minutos) pela enzima omnipresente dipeptidil peptidase-1VV (DPP-

IV) em metabolitos inactivos, eliminados por via renal (Fig. 28) (Deacon e col., 1995).
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Figura 28 — Esquema representativo da secrecdo e inactivacdo de GLP-1 (7-36) amida e GIP (1-42)
(adaptado de Drucker e col., 2007). Depois de uma refeicdo, o GIP (1-42) e a GLP-1 (7-36) NH, séo
libertadas pelo intestino e rapidamente aumentam a secrecdo de insulina estimulada pela glicose (accéo
incretina). In vivo, a DPP-1V converte estas incretinas nos seus metabolitos inactivos GIP (3-42) e GLP-1 (9-
36).

No que respeita ao seu mecanismo de ac¢do, ambas as hormonas potenciam a resposta
da glicose sobre as células através do encerramento dos canais de potassio dependentes de
ATP (Katp), resultando numa despolarizacdo da membrana e influxo de iGes célcio, que
facilitam o movimento e a exocitose dos granulos contendo insulina, resultando na sua
secrecdo enddgena (Seino e col., 2005). Além da resposta por parte da célula B ao GIP e
GLP-1, é agora claro que estes exercem uma notavel variedade de ac¢Bes que contribuem
para o controle metabolico e outras fungdes fisiologicas (Fig. 29) (Drucker e col., 2007;
Drucker e col., 2006).
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Figura 29 — A accdo da GLP-1 nos tecidos periféricos (adaptado de Drucker e col., 2007). Os efeitos
maioritarios da GLP-1 sdo mediados pela interac¢do directa com os seus receptores em tecidos especificos.
Contudo, no figado, gordura e misculo a GLP-1 tem ac¢do indirecta.
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2.2 - Incretinas na DMT2

2.2.1 - Diminuicéo do efeito incretina na DMT2

A secrecdo de GLP-1 é reduzida em individuos obesos nédo diabéticos, sugerindo que a
secrecdo de incretinas esta alterada nos estadios iniciais da diabetes (Ranganath e col.,
1996).

Nos doentes com DMT2, o efeito incretina apresenta-se diminuido ou ausente, o que
contribui para a deficiéncia de secre¢do de insulina caracteristica da doenca (Nauck e col.,
2004). Alguns autores referem que o efeito incretina é responsavel por cerca de 60% da
secrecdo de insulina p6s-prandial, o qual se encontra diminuido na DMT2 (Gallwitz e col.,
2005). Nestes doentes, o GIP tem uma secre¢do normal, mas o seu efeito insulinotropico
encontra-se marcadamente reduzido, enquanto o GLP-1 tem a sua secrec¢do reduzida mas a
accdo insulinotropica preservada, significando, desta forma, que ainda estimula
eficazmente a secrecdo de insulina (Nauck e col., 2004). A causa para as propriedades
divergentes do GIP e GLP-1 relativamente ao efeito incretina alterado na DMT2 ndo €
totalmente entendida.

A secrecdo endogena da GIP na DMT2 é normal e a administracdo exdgena de GIP
ndo altera a resposta a insulina. Pelo contrario, a secre¢do endogena de GLP-1 na DMT2
esta diminuida e a sua administracdo induz a secrecéo de insulina. A descoberta de que 0s
doentes com DMT?2 tém baixas concentracfes de GLP-1, mas a resposta de secrecdo de
insulina preservada, sustenta o potencial terapéutico dos tratamentos com GLP-1 (Chacra,
2006). Dessa forma, o GIP tem baixo potencial como terapia farmacoldgica, mas, em
contrapartida, o GLP-1 tem um potencial terapéutico promissor como uma ferramenta
farmacoldgica para o tratamento da DMT2, o que ja foi proposto na década de 1990, altura
em que se reviu a caracterizagédo do efeito incretina (Holst, 1999).

Em contraste com outros agentes insulinotropicos, como por exemplo as sulfonilureias
ou as glinidas, o efeito insulinotropicos do GLP-1 depende das reais concentracdes de
glicose, proporcionando a possibilidade de normalizar os seus valores sem o risco de
hipoglicemias, facto bastante relevante numa perspectiva terapéutica. Além disto, o GLP-1
tem uma variedade de efeitos fisioldgicos adicionais que podem ser vantajosos na
terapéutica da DMT2.
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Tanto a secrecdo reduzida do GLP-1 como a actividade alterada do GIP contribuem
para a resposta incretinica diminuida na DMT2. Alguns investigadores sugerem que cada
um destes aspectos contribui para o desenvolvimento inicial da diabetes (Geelhoed-
Duijvestijn, 2007).

O estudo UKPDS sugeriu que na altura do diagndstico de DMT2 o doente apenas tem
cerca de 50% da fungdo das células B, diminuindo ainda mais nas fases seguintes.
Actualmente, existe um interesse consideravel na possibilidade que as incretinas possam
manter a massa de células B, ainda mais quando a propria DMT2 esta associada a uma
perda da massa de células f.

A administracdo de GLP-1 em ambiente experimental, em roedores, bem como in
vitro, demonstrou um aumento da massa de células 3 apos utilizagdo a longo prazo, devido
a uma estimulacdo da neogénese dos ilhéus pancreaticos a partir de precursores celulares,
por um lado, e a uma inibig¢do da apoptose das células B, por outro.

Os efeitos sobre a massa de células B podem ser detectados indirectamente, a partir do
aumento da capacidade de secre¢do de insulina nos individuos a receber GLP-1. No
entanto, esse aumento ndo pode ser directamente quantificado a ndo ser por técnicas
cirurgicas invasivas. Em ilhéus isolados incubadas com o GLP-1, in vitro, a secrecdo de
insulina glicose-dependente e a morfologia celular estdo significativamente melhorados. A
razdo para a expansdo da massa de células B pelo GLP-1 é devido a inibicdo de vias
apoptoticas e estimulacdo das vias sinalizadoras que levam a uma proliferacdo das células
B. Os niveis RNAm de Bcl-2 e caspase 3, como marcadores de actividade apoptotica, estdo
diminuidos nos ilhéus pancreéaticos incubados com o GLP-1.

A nivel do sistema nervoso central, o0 GLP-1 actua como um neurotransmissor a nivel
do hipotdlamo e estimula directamente a saciedade. A aplicacdo directa a nivel
intracerebroventricular de GLP-1 leva a uma diminuicdo da ingestdo alimentar em
roedores.

Perifericamente, varias funcbes gastrintestinais sdo influenciadas directa e
indirectamente pelo GLP-1. O esvaziamento gastrico é retardado, e ha evidéncias que 0
GLP-1 inibe a secrecdo gastrica acida. Nos humanos, uma infuséo continua de GLP-1 por
via subcutanea por mais de seis semanas leva a uma significativa perda de peso devido a
reducdo da ingestdo calorica atribuivel ao aumento da sensacdo de saciedade (Drucker e
col., 2007).
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2.2.2 - Potencial terapéutico de GLP-1

Tanto o GIP como o GLP-1 mostraram estimular a secrecdo de insulina em individuos
ndo obesos ndo diabéticos, mas, inesperadamente, os doentes com DMT2 responderam a
GLP-1, mas séo resistentes ao GIP. A causa subjacente a esta resisténcia humana na DMT2
ainda esta por resolver. E devido a esta resisténcia por parte do GIP que a maioria dos
estudos clinicos centraram-se sobre o potencial terapéutico de GLP-1.

As multiplas ac¢des do GLP-1 podem constituir um novo principio terapéutico para o
tratamento da DMT2, melhorando a situacdo metabdlica pos-prandial e reduzindo o risco
de eventos hipoglicéemicos.

As incretinas, e particularmente o0 GLP-1, apresentam uma série de ac¢des biologicas
que favorecem o controlo da diabetes, tais como a capacidade de estimular a secrecdo de
insulina de modo dependente da glicose, inibir a producgéo de glucagina, diminuir o apetite,
retardar o esvaziamento gastrico e, pelo menos em modelos experimentais, ter a
capacidade de preservar/aumentar a massa de células B pancreaticas (Tabela 4) (Gallwitz e
col., 2005).

Tabela 4 — Efeitos do GLP-1 na diabetes mellitus tipo 2.

Efeitos da GLP-1 na DMT2

1 Melhoria do efeito incretina

Estimular a secrecdo de insulina de modo dependente da glicose

Melhoria da hiperglicemia, em jejum e pés-prandial e menor risco de hipoglicemia

Melhoria da deficiéncia relativa de insulina e do defeito secretor

Reducdo da secrecdo de glucagina

Retardamento do esvaziamento gastrico e diminuicdo do apetite

Diminuigéo do peso relativo

0| N| o O | WO DN

Efeito regenerativo das células § pancreaticas (neogénese e inibigdo apoptose)

(adaptado de Gallwitz, 2005)
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2.3 - Incretinomiméticos

A procura de novas e efectivas terapias para a diabetes tipo 2 levou a identificacdo de
um novo alvo terapéutico, as hormonas incretina. Surgiram, assim, os Miméticos de
incretina que contribuem para a homeostase da glicose.

Inicialmente, estudaram-se os efeitos do GLP-1 exdgeno em pacientes com DMT2,
mas a sua rapida inactivacdo pela DDP-1V, e a impraticabilidade de infusdo continua,
levou a chegada de estratégias farmacoldgicas para contornar estas limitacoes,
modificando a GLP-1 nativa de modo a combater a sua semi-vida reduzida. Partindo da
substituicdo de alguns aminoécidos responsaveis pela elevada afinidade da hormona pela
DPP-1V, surge um agonista da GLP-1, o Exenatido. Derivado de exendina-4, que € um
peptideo natural encontrado na glandula salivar do lagarto Heloderma suspectum (Monstro
de Gila), apresenta cerca de 50% de homologia na sequéncia de aminoacidos com o GLP-
1. A exendina-4 aparece na circulagdo sanguinea deste animal quando h&d um processo de
degluticdo, sendo resistente a accdo da DPP-IV nos mamiferos. Trata-se de um agonista
total dos receptores GLP-1, que é eliminado a nivel renal, exclusivamente por filtracdo
glomerular e com uma semi vida de 30 minutos, quando administrado por i.v. (Holst e col.,
2008). Os seus efeitos séo conseguidos pela ligagédo ao receptor da GLP-1, mesmo aquando
utilizado com outros agentes antidiabéticos. Normalmente, € recomendado numa fase
inicial da doenca ou como alternativa a falha de um seguro e continuo controlo glicémico.

Outro incretinomimético é o Liraglutido. Este é baseado na estrutura do GLP-1
humano, mas modificado, permitindo que a molécula se ligue a albumina, impedindo assim
a eliminacdo renal e degradacdo pela DPP-IV. Esta molécula apresenta uma semi-vida de
11 a 13 horas depois da administracdo subcutanea, sendo lentamente absorvida e adequada
para uma injecc¢do diaria (Agerso e col., 1992).

Os estudos clinicos utilizando Exenatido e Liraglutido demonstraram efeitos
sustentados na HbAlc, na reducdo do peso corporal, na supressao da sintese de glucagina,
no atraso do esvaziamento gastrico e numa melhor fungao das células B em doentes com
DMT2. As nauseas e vomitos, assim como a hipoglicemia, sdo alguns efeitos adversos
destas drogas (Tabela 5) (Buse e col., 2007).
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Tabela 5 — Principais caracteristicas do Exenatido.

. Reducéo de Alc L.
Intervencéo %) Modo de ac¢éo principal Vantagens Desvantagens
0
] B o Necessidade de
Estimula a secrecdo de insulina e . .

] ) injeccdes; efeitos

) suprime a glucagina; atrasa o . L
Exenatido 0,5-1,0 Perda de peso gastrointestinais;

esvaziamento gastrico; reduz a

ingestéo caldrica

preco; experiéncia

limitada

(adaptado de Duarte e col., 2007)

2.4 — Inibidores da DPP-1V - Gliptinas

Como ja foi mencionado, o que inviabiliza o uso terapéutico do GLP-1 é o tempo de
semi-vida plasmatica extremamente curto (= 2 minutos), devido a sua rapida clivagem e
inactivacdo pela DPP-IV (Cefalu, 2007). A prevencdo da degradacdo das incretinas pela

inibicdo da enzima DPP-1V surge, assim, como uma nova estratégia terapéutica para

aumentar a ac¢do de GLP-1 e GIP enddgenos.

A DPP-1V ¢é responsavel pela clivagem, bastante réapida, a nivel do penaltimo
aminoacido alanina da molécula de GLP-1, resultando na sua inactivacdo, processo ja

descrito em 1995, por Deacon e col. (Fig. 30).

HAECTDETEOVEEYVNLECQARKEFRDAWLVKER

Figura 30 — Molécula de GLP-1 e local de clivagem a nivel do pendltimo aminoécido — alanina. A imagem é

uma representacdo esquematica da enzima dipeptidil peptidase-1V (DPP-1V) (adaptado de Gallwitz 2005).
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A DPP-1V € uma enzima que tanto se encontra a superficie celular como em
circulacdo no sangue e em outros fluidos corporais, sendo denominada também por CD26
(antigénio de activacdo de linfocitos T). E composta por 766 aminoécidos, e encontra-se
distribuida por todo o corpo (Zerilli e col., 2007; Miller e col., 2006).

A DPP-1V estd envolvida em determinados processos sinalizadores intracelulares,
funcionando como uma proteina envolvida em determinadas respostas celulares. Tais
respostas ndo parecem ser afectadas pela acgéo dos inibidores da DPP-1V. Estudos recentes
dao conta de um envolvimento no metabolismo do peptideo YY, associado a uma
diminuicdo da motilidade gastrica (diminui¢cdo do esvaziamento gastrico), aumento da
absorcdo de agua e electrolitos a nivel do célon, e alteracdo de fungBes mesmo a nivel
pancreatico, quer na parte exocrina quer na parte enddcrina, nomeadamente no que se
refere a secrecdo de insulina. Esta enzima também desempenha um papel importante a
nivel do metabolismo do neuropeptideo Y, que estd envolvido na regulacdo da ingestdo
alimentar e da obesidade. Finalmente, a enzima DPP-IV apresenta uma série de efeitos no
metabolismo e activagdo de muitos outros peptideos reguladores, incluindo: GIP,
endorfinas, enterostatina, peptideo libertador de gastrina (GRP) e factor de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1).

As substancias inibidoras da DPP-IV também se denominam de “gliptinas”, e
apresentam como caracteristica principal o prolongamento da duracéo de ac¢do do GLP-1
produzido no organismo. A prova clinica da sua utilizacdo surgiu por Ahren e col. (2004),
qguando demonstram um significativo efeito redutor da hiperglicemia pés-prandial, da
reducdo da glicemia em jejum e dos valores de HbAlc ap6s a administracdo oral de
sitagliptina, durante 4 semanas, num estudo em doentes com DMT?2.

A Sitagliptina e a Vidaglitina sdo dois inibidores da DPP-1V actualmente
comercializados em Portugal. Sdo farmacos activos por via oral, de baixo peso molecular,
que inibem de forma reversivel e competitiva a enzima, podendo atingir até 90% de
inibicdo da actividade da DPP-1V plasmatica, até 24 horas in vivo. Estudos recentes
demonstram a elevada competéncia destes agentes anti-hiperglicémicos no aumento de
niveis plasmaticos de GLP-1 e GIP biologicamente activos, e consequentemente, no
aumento da estimulacdo de insulina e inibicdo da secrecdo de glucagina, dependente de
glicose, assim como na promogdo da proliferacdo das células B, neogenese e inibi¢do da

sua apoptose.
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A eficacia dos inibidores de DPP-4 é dependente da capacidade secretéria da incretina
enddgena, que, por sua vez, é influenciada pelos niveis plasméticos de glicose, excluindo
assim a possibilidade deste agente poder provocar hipoglicemia. Adicionalmente, estudos a
longo prazo com os inibidores da DPP-1V no desenvolvimento clinico tém revelado um
bom perfil de seguranga, tolerancia e sem efeitos adversos imunes (Tabela 6) (Stein e col.,
2007; Miller e col., 2006).

Os inibidores da DPP-IV encerram, actualmente, grandes expectativas, sobretudo pelo
seu possivel interesse na prevengao da deterioracao da funcao das células  pancreéaticas,

principalmente em estadios iniciais da doenca.

Tabela 6 — Principais caracteristicas dos inibidores de DPP-1V.

Intervencdo  Redugdio de Alc (%) Modo de accdo principal Vantagens Desvantagens
o ] Baixo risco de .

Sitagliptina Estimulam a secrecéo de o ) Experiéncia
o 0,5-0,8 o hipoglicemia; efeito o

Vidagiptina insulina limitada; preco

neutro no peso

(adaptado de Duarte e col., 2007)

2.5 — Sitagliptina

Em Novembro de 2007, o INFARMED aprovou a comercializacdo da sitagliptina, um
inibidor selectivo da DPP-1V, que mostrou reduzir os niveis de glicose no sangue, quer nos
periodos pds-prandiais, quer em jejum. Este farmaco actua de forma diferente dos outros
antidiabéticos ja disponiveis no mercado, sendo activo por via oral (Drucker e col., 2003;
Ahren e col., 2004).

A molécula de Sitagliptina, com peso molecular de 523.32Da, corresponde
quimicamente a  7-[(3R)-3-amino-1-ox0-4-(2,4,5-trifluorophenyl)  butyl]-5,6,7,8-
tetrahydro-3-(trifluormethyl)-1,2,4-triazolo[4,3-a] pyrazine phosphate (1:1)monohydrate
(Fig.31) (Kenji e col., 2008).
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Figura 31 — Estrutura quimica de sitagliptina (adaptado de Keniji e col., 2008).

A sitagliptina € um inibidor de elevada selectividade da dipeptidil peptidase-1V (DPP-
IV), bastante eficaz no tratamento da DMT2 (Herman e col., 2007). Naturalmente,
encontra-se em concentracdes elevadas nos rins, intestinos e medula 6ssea, células T e B, e
ainda em tecidos como o figado, o pancreas, a placenta e células epiteliais, entre outros
(Miller e col., 2006). Apesar da afinidade da DPP-1V para a GLP-1 e GIP, esta enzima
circulante no plasma cliva outros peptideos, como o polipeptideo activador da adenilato
ciclase hipofisaria (PACAP), o pepitideo libertador de gastrina (GRP) e outros implicados
na regulacdo da homeostase da glicose, podendo exercer efeitos adicionais favoraveis para
o tratamento (Gallwitz, 2007).

Ao inibir a DPP-1V, seria de esperar que a sitaglitina despertasse efeitos adversos na
inibicdo de enzimas semelhantes a esta, como a fibroblast-activating protein-a (FAP-a),
DPP-I1, DPP-VIII e DPP-1X, cujas inibicdes estdo associadas a efeitos tdxicos detectados
em animais, como a trombocitopenia e a anemia. Porém, a elevada selectividade da
sitagliptina para a DPP-1V, em relagdo a outras proteases, explica a auséncia de efeitos
colaterais (Miller e col., 2006).

E atribuido & sitagliptina o prolongamento dos efeitos positivos da GLP-1,
aumentando os niveis na circulagdo desta incretina activa. Como a GLP-1 ¢é libertada de
uma maneira dependente de glicose, ndo é esperado que os inibidores de DPP-IV
provoquem hipoglicemia, tornando este farmaco um possivel tratamento de sucesso,
juntamente com um regime de dose apropriada e bons perfis de eficacia e seguranga
(Miller e col., 2006).
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2.5.1 — Mecanismo de acgdo

A sitaglitpina tem como mecanismo alvo a inibicdo da enzima proteolitica ubiqua
DPP-1V. Como referido anteriormente, esta € uma protease de superficie celular e, por
vezes, sob forma solivel no sangue, responsavel pela clivagem da GLP-1 e da GIP,
definida pela quebra das ligagcdes peptidicas, ao nivel do aminoécido alanina ou prolina,
que se encontram na posic¢édo 2 da extremidade amina da cadeia peptidica (Gallwitz, 2007).

Depois de libertadas pelo intestino, a GLP-1 e GIP resistentes a clivagem da DPP-1V,
activam os seus receptores nas células B pancreaticas, conduzindo ao aumento de cAMP ¢
calcio intracelular, com subsequente secrecdo de insulina dependente de glicose. Este
progresso de funcdo deve-se também a estimulacéo da proliferacdo e resisténcia a apoptose
das células B, provocada pela activagao destes receptores (Zerilli e col., 2007).

A sitagliptina apresenta uma biodisponibilidade de 87% e pode ser tomada com ou
sem alimentos. A sua metabolizacdo hepéatica é minima e grande parte é eliminada por via
renal inalterada. O tempo de semi-vida é de aproximadamente 12 horas.

Das funcdes adicionais das incretinas fazem parte a inibicdo da secrecdo da glucagina
pelas células a pancreaticas, a diminui¢do da producdo da glicose hepatica, o esvaziamento
gastrico e 0o aumento da captacao de glicose utilizada em mecanismos neuronais (Drucker e
col., 2006; Barnett, 2006).

2.5.2 — Estabilidade e seguranca

O tratamento da DMT2 com sitagliptina aparenta ser seguro e estavel. Quando
administrada em monoterapia ou em combinagdo com metformina ou tiazolidinediona, a
sitagliptina melhora o controlo glicémico.

Este agente tem por mecanismo 0 aumento de incretinas activas, que apenas S&o
secretadas, dependendo dos niveis sanguineos de glicose, ndo provocando hipoglicemia
e/ou qualquer alteracdo no peso (Miller e col., 2006). Contrariamente a sitagliptina, as
sulfonilureas e outros antihiperglicémicos, aumentam a secrec¢ao de insulina, directamente
ou indirectamente, mesmo quando os niveis de glicose se encontram diminuidos, podendo

provocar hipoglicemia, tanto em individuos saudaveis ou em diabéticos do tipo 2.
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A inibicdo da DPP-IV estd associada a alguns casos de nasofaringite, infecgéo
respiratdria e enxaqueca, mesmo ndo sendo consequéncias severas.

Em relacdo a dose deste agente, esta deve ser ajustada ao doente, em caso de disfuncéo
renal severa ou moderada. Recentemente foram publicados alguns casos de reaccdes de
hipersensibilidade com esta droga (merck and Co, Inc, 2007; Green e col., 2008). Porém, a
terapia de 100 mg diarias de sitagliptina resulta num aumento expressivo dos niveis de
GLP-1 activos, inibindo perto de 90% da enzima DPP-1V (Miller e col., 2006). Resulta
também numa diminuicdo significativa da HbAlc, de glicose plasmatica em jejum e de
glicose pds-prandial ate 2 h, quando comparado com estudos placebo, de duracdo de 18 e
24 semanas. Melhoras ao nivel de marcadores de fungdes das células §, como HOMA-f
(homeostase model assessment-f), razéo insulina proinsulina e resposta das células B sdo
também exemplos da extensibilidade da eficacia da sitagliptina (Merck Sharp and Dohme,
2008).

2.5.3 — Lugar na terapéutica da DMT2

A DMT2 e as suas complicacfes representam uma grande preocupacdo de salde
publica mundial. Apesar dos beneficios de um bom controlo glicémico terem sido
documentados, ainda € dificil atingir e manter niveis desejaveis de HbAlc. Uma possivel
explicacdo para esta inabilidade dos farmacos tradicionais é a incapacidade de impedir a
perda progressiva das células 3 e da sua fungao.

Os estudos clinicos com miméticos de incretinas colocam estes agentes, bem como o0s
inibidores da DPP-1V, como novas e interessantes alternativas para o tratamento da DMT2.
Os multiplos mecanismos de accdo incluem: secrecdo de insulina dependente da glicemia,
supressao da hiperglucaginemia, retardamento do esvaziamento gastrico e inibicdo da
ingestdo calorica. Para além disso, existe uma melhoria da principal morbilidade médica
subjacente: a obesidade. A reducdo de peso (miméticos de incretinas ou terapéutica
combinada com inibidores DPP-IV), em combinagdo com o potencial de preservagéo ou
mesmo recuperacdo da fungdo das células B, constituem uma amplia¢ao do espectro clinico
das incretinas.

O mecanismo de acc¢do dos inibidores da DPP-1V é essencialmente estabilizar o GLP-

1 enddgeno através da inibicdo da enzima que o degrada. Desta forma, parece tratar-se de
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uma classe de farmacos que serd mais ideal nas fases iniciais da diabetes, quando o doente
ainda preserva uma populagao de células  capaz de responder ao estimulo do GLP-1, e, ao
mesmo tempo, um nivel de HbAlc compativel com a expectativa de atingir as metas de um
bom controlo ap6s a reducgédo esperada com o uso dos farmacos desta classe terapéutica. A
sitagliptina como novo anti-hiperglicémico, reflecte esta funcdo e preserva ou reverte o
declinio da fungdo das células e, consequentemente, um possivel progresso na secre¢do
de insulina. Por outro lado, em funcdo do seu beneficio na reducdo dos niveis de glucagina,
os inibidores da DPP-1V também podem ser utilizados em fases mais avancadas da doenca,
em associacdo com outros antidiabéticos orais (actual indicacdo terapéutica).

Recentemente, tanto a ADA quanto a EASD publicaram um consenso indicando a
metformina como o farmaco de eleicdo para o tratamento inicial. Ha ja alusdo quer aos
mimeéticos de incretinas, quer aos inibidores da DPP-1V, sendo a sua referéncia colocada
como uma terapéutica de segunda linha, mas podendo ser escolhas apropriadas para alguns
doentes (Nathan e col., 2009).

Os inibidores da DPP-1V constituem, em Portugal, uma classe inovadora de agentes
orais para o tratamento da DMT2. A sua tolerabilidade e seguranca sdo importantes

vantagens para o seu uso, embora ainda sejam necessarios estudos de longo prazo.

2.5.4 — Utilizacdo em monoterapia ou em associacdo com outros antidiabéticos

Nos ultimos anos, varios estudos tém tentado centrar-se na eficicia e seguranca dos
inibidores da DPP-IV nas fases mais precoces da DMT2, tanto em doentes em fase de
diagnostico como em doentes com diabetes avancada, tanto em monoterapia como em
combinacdo com outros farmacos (tanto versus placebo como versus outros agentes
antidiabéticos.

A sitagliptina em monoterapia promoveu uma diminuigdo média de 0,94% dos niveis
de HbAlc quando usada em monoterapia (Aschner e col., 2006), podendo este resultado
ser utilizado de uma forma cumulativa com a adi¢do de outros antidiabéticos orais. Em
associagdo com a metformina (Charbonnel e col., 2006) ou com a pioglitazona (Rosenstock
e col., 2006), a reducdo da HbAlc é potenciada e existe um efeito semelhante ao das
sulfonilureias na reducéo da HbAlc mas sem aumento do nimero de hipoglicemias (Nauck
e col., 2007).
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Considerando a boa toleréancia e utilidade dos inibidores de DPP-4, que ndo provocam
hipoglicemia, aumento de peso ou interaccdo com este agente, e provocam a estimulagdo
da sobrevivéncia das células B, ¢ possivel arguir a combinagdo da metformina com a
sitagliptina, na fase inicial de tratamento ou em diabéticos que tém dificuldade controlar a
glicemia somente com metformina.

A eficacia e seguranca da sitagliptina quando comparada com uma sulfonilurea, a
glipizida, em doentes com DMT2, mostra uma diminuicdo de HbAlc mais razodvel,
diminuindo o risco de hipoglicemia e aumento de peso, ao contrario das sulfonilureas,
onde é bastante comum a hipoglicemia. Quando combinados estes dois farmacos é atingido
um bom controlo glicémico.

As tiazolidinedionas diminuem a HbAlc mas aumentam significativamente o peso.
Em combinacdo com o inibidor da DPP-1V, o tratamento torna-se mais eficaz que com as
tiazolidinedionas sozinhas, pois melhora o controlo glicémico, diminui o risco de
hipoglicemia e influenciam ambas a disfunc¢ao das células  (Penfornis e col., 2008).

De um modo geral, a maioria dos ensaios clinicos envolvendo a sitagliptina em
combinagdo com outros antidiabéticos orais indica que os inibidores da DPP-IV produzem
uma melhoria dos parametros glicémicos, de uma forma incremental e por vezes aditiva.

Em Portugal foi autorizada uma combinacdo de dose fixa (50/850 mg e 50/1000 mg
sitagliptina/metformina) pelo interesse cumulativo da sua utilizag&o.

Em doentes com DMT2 as associagdes terapéuticas que envolvem a sitagliptina com
outros farmacos apresentam as seguintes indicac@es (Januvia, 2007):

- associacdo com a metformina quando a dieta e o exercicio, associados a
metformina em monoterapia, ndo proporcionam um adequado controlo da glicemia.

- associacdo com uma sulfonilureia quando a dieta e o exercicio, associados a
uma dose maxima tolerada de sulfonilureia em monoterapia, ndo proporcionam um
adequado controlo da glicemia e quando a metformina é inapropriada devido a contra-
indicag&o ou intolerancia.

- associacdo com uma sulfonilureia e metformina quando a dieta e o exercicio,
associados a uma terapéutica dupla com estes farmacos, ndo proporcionam o adequado
controlo da glicemia.

- associagdo com o agonista do PPARy quando a dieta e o exercicio, associados ao

agonista do PPARYy isoladamente, ndo proporcionam um adequado controlo da glicemia.
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Obijectivos

A diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) é uma enfermidade metabdlica complexa, de
natureza poligenica, caracterizada por uma hiperglicemia resultante de uma inadequada
actividade da insulina, que é desencadeada quando a secre¢do da insulina por parte do
pancreas ndo pode compensar a resisténcia & mesma nos tecidos periféricos. A sua
incidéncia e prevaléncia continua em crescimento no Mundo inteiro. De acordo com a
OMS, em todo o Mundo, o numero de diabéticos, que em 1997 se situava nos 135 milhdes,
ultrapassard em 2030 os 300 milhdes.

A DMT2 é responsavel por uma significativa reducdo da esperanca e da qualidade de
vida dos doentes e um encargo significativo para a sociedade, devido aos custos com 0s
cuidados de saude que implica. Actualmente, o seu diagndstico ocorre ja em muitos
individuos com menos de 15 anos de vida, sublinhando-se o facto de que a prevencao da
DMT2 deve comegar na infancia. O combate ao sedentarismo €, sem duvida, da maior
importancia pela influéncia que pode exercer sobre o aparecimento desta doenca. Os
beneficios para a saude resultantes de uma dieta e préatica do exercicio fisico regular sdo
multiplos e de tal modo diversificados que podera afirmar-se que nenhum sistema organico
escapa a sua influéncia. Contudo, a evolucdo natural da DMT2 torna esta medida
insuficiente para o tratamento da doenca. E, desta forma, a estratégia passa a ser a de
acompanhar as mudancas de estilo de vida com medidas farmacoldgicas.

Actualmente, existe uma vasta classe de farmacos, com diversos mecanismos de ac¢ao
que tentam 0 mesmo objectivo, que passa essencialmente pelo controlo da glicemia dentro
de valores normais. Contudo, a diabetes é uma doenca metabdlica bastante complexa e
muitas vezes os farmacos apresentam algumas limitacdes e efeitos adversos.

Em 2007 surge a sitagliptina, que pertence a uma nova classe de antidiabéticos, o0s
moduladores de incretinas. Este farmaco inibe a dipeptidil peptidase-1V, uma enzima
responsavel pela inactivacdo/degradacdo de duas incretinas, o GLP-1 e o GIP. Através
deste mecanismo de accéo, alguns estudos mostram que a sitagliptina consegue uma
diminuicdo significativa de HbAlc, de glicose plasmética em jejum e de glicose pos-
prandial até 2 h, assim como melhorias ao nivel de marcadores da fungédo das células .
Contudo, o0 seu recente aparecimento faz também com que ainda haja muito por desvendar,
e a avaliacdo do efeito da sitagliptina nas diferentes fases da diabetes ndo tem sido

suficientemente estudada.
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Objectivos

Por ser tecnicamente complicado e eticamente ndo aceitavel a realizacdo destes
estudos em humanos diabéticos, a utilizacdo de um modelo experimental animal adequado

pode constituir uma alternativa de estrema pertinéncia e utilidade.

Deste modo, os objectivos gerais do presente trabalho foram:

- Caracterizacdo do modelo animal experimental de DMT2 e sua evolugdo, com
avaliacdo do seu perfil bioquimico, inflamatorio e equilibrio oxidativo;

- Avaliacdo do efeito da sitaglipitina na prevencao e progressao da doenca, tendo em
conta os parametros usados para caracterizar o modelo;

- Avaliacdo do melhor momento para iniciar a terapéutica com sitagliptina, tendo
em conta 3 fases distintas da DMT?2.

Objectivos especificos

Para a concretizacdo daqueles objectivos gerais, inicidmos o0s estudos pela
caracterizacdo do modelo animal de DMT2. Considerando a dificuldade da abordagem
experimental da DMT2 ha necessidade de encontrar um modelo que se aproxime o mais
possivel da realidade clinica, razdo pela qual escolnemos os ratos Zucker Diabetic Fatty
(ZDF) que, como serd explicado, consegue reproduzir os diferentes estadios da diabetes
humana.

Com base no seu ainda recente aparecimento e pela caréncia de estudos,
principalmente a longo prazo, e por aparentemente Ser uma promessa na terapéutica da
diabetes, o farmaco escolhido para o estudo foi a sitagliptina (um inibidor da DPP-1V).
Para a avaliacdo dos efeitos da sitagliptina foram escolhidos os 3 grupos de ratos diabéticos
ZDF (fa/fa) com administracdo de sitagliptina a diferentes tempos versus o grupo sem
farmaco, assim como os tempos de sacrificio, comparando-se com os controlos ZDF (+/+)

em idénticas condi¢Ges experimentais.
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Obijectivos

Nos grupos com e sem sitagliptina, para ratos ZDF (fa/fa) e (+/+), e no que diz
respeito & avaliacdo basal, foram realizadas as seguintes tarefas, enquanto objectivos
especificos:

- Determinacdo de peso, perimetro abdominal e comida ingerida;

- Caracterizacdo do perfil glicémico (glicose e HbAlc), da insulinemia e do HOMA-
IR;

- Avaliacdo das pressdes arteriais e da frequéncia cardiaca;

- Determinacdo de alguns indicadores de trofismo de alguns 6rgaos;

- Caracterizacéo do perfil lipidico;

- Avaliacdo da funcdo pancreética e renal,

- Determinacdo da agregacéo plaguetar.

Relativamente a estes parametros, foi avaliado o efeito da sitagliptina, durante 6, 12 e

18 semanas, em diferentes tempos de estudo.

Constatando-se que o stresse oxidativo aparece associado a DMT2 e as complicagdes
micro e macrovascular a ela associadas, subsistem, contudo, ainda algumas davidas quanto
a natureza e magnitude dos mecanismos de stresse oxidativo subjacentes as complicacdes
diabéticas. Em principio, tudo indica que uma hiperglicemia cronica pode contribuir para a
formacdo de espécies reactivas de oxigénio e de produtos avancados de glicacdo (AGES),
que ndo sé induzem lesdes a nivel celular como também diminuem a capacidade protectora
antioxidante. Desta forma, tentdmos avaliar quais as alteracdes no equilibrio
oxidante/antioxidante neste modelo experimental e qual a influéncia da sitagliptina nas
defesas antioxidantes, lesGes vasculares e destruicdo dos ilhéus de Langerhans.

Neste contexto, avaliamos:

- Concentracdo serica de malondialdeido (via TBARS);

- Concentragdo de malondialdeido em alguns 6rgéos (rim, figado, coracdo, pancreas e
musculo);

- Concentracao sérica de 3-Nitrotirosina (3-NT);

- Avaliacéo do estado antioxidante total em soro (TAS).
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Objectivos

Sabendo que o processo inflamatdrio se encontra associado a insulino-resisténcia,
desempenhando dessa forma um papel importante no desenvolvimento da DMT?2,
originando num estadio ultimo a destruicdo das células B pancredticas, tentdmos avaliar
alguns parametros do processo inflamatdrio, assim como aferir a influéncia da sitagliptina
a esse nivel. Para tal, foram realizadas as seguintes avaliagdes em soro:

- Proteina C reactiva de alta sensibilidade (PCR);

- Interleucina 6 (IL-6);

- Interleucina 1B (IL-1pB)

- Factor de necrose tumoral alfa (TNF-a);

- Adiponectina (adipocitocina anti-inflamatoria).

Como objectivo mais ambicioso, pretende-se que este estudo possa servir como ponto
de partida para uma inovacdo na terapéutica da DMT2, ndo apenas enquanto medida de
correccdo/controlo da hiperglicemia, mas, e sobretudo, enquanto forma de regressao do
curso normal da doenca, o que os farmacos antidiabéticos ja existentes antes do
aparecimento dos moduladores das incretinas (como a sitagliptina) nunca conseguiram

atingir.

| 92



Parte 111

MATERIAL E METODOS







Material e Métodos

1 — Animais e dietas: “Desenho” do estudo

1.1 — Animais e Dieta

Foram utilizados ratos Zucker Diabetic Fatty diabéticos (ZDF/Gmi fa/fa) e controlo
(ZDF/Gmi +/+), anteriormente caracterizados e procedentes dos Laboratérios Charles-
River (Barcelona, Espanha). A chegada ao Instituto de Farmacologia e Terapéutica
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, os animais tinham
seis semanas de vida e um peso médio de 165,90 + 2,46 no caso dos ZDF (fa/fa) e 137,30
+ 1,96 nos animais ZDF (+/+).

Durante duas semanas estes animais foram mantidos em periodo de quarentena, numa
sala com temperatura (23£1°C), humidade (60%) e ciclo de luz (12h diurno/nocturno)
controladas e com acesso a &gua e comida, de forma a promover uma adaptacdo as
condicdes de estabulacdo e tratadores.

Os animais foram alimentados com uma dieta “standard” de manuten¢do de animais
de laboratério (AO4 Panlab, Barcelona, Espanha), com a composi¢do expressa na seguinte
tabela:

Tabela 7 - Composi¢éo centesimal da dieta AO4 Panlab.

Composicéo centesimal (%)
Proteina bruta 16,1
Lipideos 3,1
Fibras 3,9
Minerais 51

Através de dados anteriores e do consumo alimentar recomendado pelos laboratorios
fornecedores dos animais, concluiu-se que um aporte diario de 10/100g de peso corporal
seria o suficiente para garantir as necessidades alimentares diérias, sem restricdo. Assim,
com o objectivo de confirmar esta informagéo, a racdo foi diariamente quantificada ao
longo de todo o tratamento. Através da diferenca da comida inicialmente colocada e

retirada, calculou-se uma media semanal para cada grupo de animais.

95 |



Material e Métodos

1.2 — Preparacdo do Farmaco

A sitagliptina (JANUVIA, ®Merck, Portugal) foi o farmaco administrado aos ratos ao
longo do estudo. Esta gliptina foi dissolvida em sumo de laranja (veiculo) de modo a
garantir uma administracdo diaria de 10 mg/Kg de peso. A administracdo foi feita por

recurso a canula esofagica, de forma a garantir que era ingerido o0 volume exacto.

1.3 - “Desenho” do estudo

Ap0s o periodo de quarentena, foram escolhidos, ao acaso, quatro grupos de ratos ZDF
(fa/fa) e quatro grupos de ratos ZDF (+/+). Um grupo de animais permanece desde o Ty (8
semanas de idade) até ao T; (26 semanas de idade e 18 de estudo) sem tratamento,
funcionando como controlo. Os restantes trés grupos iniciaram o tratamento com
sitagliptina na dose de 10 mg/kg/dia em diferentes periodos, correspondendo a diferentes

fases da progressao da diabetes. O protocolo encontra-se representado na figura 32.

Grupos do tempo zero (To) sem farmaco

Escolhidos totalmente ao acaso, 13 ratos ZDF (fa/fa) e 11 ratos ZDF (+/+) foram
seleccionados para este grupo. Funcionando como grupos controlo, a estes animais nao foi
administrado o farmaco, permitindo o seu desenvolvimento natural. Ap6s as duas semanas
de guarentena, mais precisamente no tempo zero (8 semanas de idade), 3 ratos ZDF (fa/fa)
e 3 ZDF (+/+) foram sacrificados. No tempo doze (2 de cada estirpe) e no tempo dezoito (8
ratos diabéticos e 6 controlos) foram sacrificados, com anterior colheita de sangue e

posterior recolha de alguns 6rgaos.
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Grupos do tempo zero (T,) com sitagliptina

Com oito semanas de idade, logo assim que terminou a fase de adaptacdo, 8 ratos ZDF
(fa/fa) iniciaram a fase de tratamento com a administracdo diaria de sitagliptina (10
mg/Kg/dia) em sumo de laranja. Ao chegar as 20 semanas de vida, e doze de tratamento
(T12), 4 destes ratos foram sacrificados, tendo-lhes sido retirado sangue e d6rgdos, para a
caracterizacdo de parametros bioquimicos, de inflamacdo e de stresse oxidativo. Os 4 ratos
restantes alcangaram uma diabetes avancgada, atingindo as dezoito semanas de tratamento
(26 de vida), sendo de seguida sacrificados com 0 mesmo objectivo que os anteriores.

Como modelo de comparagdo, também 6 ratos ZDF (+/+) iniciaram o tratamento no

tempo zero, com o sacrificio de 2 ao tempo doze e dos restantes 4 ao tempo dezoito (final).

Grupos do tempo seis (Tg) com sitagliptina

Depois de seis semanas desde o inicio do tratamento, dois novos grupos iniciaram a
administracdo diaria de sitagliptina, um grupo de 8 ratos ZDF (fa/fa) e outro grupo com 6
ZDF (+/+). Estes ratos que iniciaram o tratamento com farmaco as 14 semanas de vida
foram sacrificados as 20 e 26 semanas de idade, tempo doze e tempo dezoito de
tratamento, respectivamente.

O sacrificio dos 4 ratos ZDF (fa/fa) e 2 ratos ZDF (+/+) ao tempo doze, e dos restantes
4 ratos de cada estirpe ao tempo dezoito, tiveram o objectivo de colheita de sangue e

recolha de 6rgdos para andalises posteriores.

Grupos do tempo doze (T12) com sitagliptina

Apenas ao tempo doze de tratamento, os Ultimos dois grupos de ratos iniciaram a
administracdo de farmaco. J& com 20 semanas de vida, 8 ratos ZDF (fa/fa) e 6 ZDF (+/+)
comecaram a experimentar a sitaglipina. No tempo final (tempo 18), a este conjunto de

ratos, foi-lhes retirado o sangue e posteriormente alguns 6rgaos.
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Tempo (semanas de tratamento)

Idade (semanas)

» | Sacnficic dos amimais. Colheita de
zangue e recolha de orgdos.

Figura 32 - Diagrama ilustrativo dos grupos de ratos em estudo: distribuicdo dos animais por grupos,
duracdo do protocolo de tratamento e momentos de sacrificio dos animais em que se procedeu as diferentes
determinagdes experimentais.

| 98



Material e Métodos

1.4 — Determinacéao do peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente, desde a sua chegada e durante todo o
periodo experimental, numa balanca analitica (KERN CB 6 K1, Alemanha). Aquando do
sacrificio, os animais foram pesados no dia antes, de modo a que o jejum ndo interferi-se

com o peso corporal.

1.5 — Avaliacdo do perimetro abdominal

Ao longo do estudo foram medidos os perimetros abdominais de cada rato e
novamente foi feita uma média por grupo. A avaliacdo dos perimetros abdominais foi

iniciada na semana 11 de idade dos ratos.

1.6 — Avaliacado da variagdo dos niveis de glicemia

Foram avaliadas as oscilacbes de glicose de todos os grupos de ratos, ao longo do
estudo. As medicdes de glicose foram iniciadas na semana 11 de idade dos ratos.

A glicemia era medida através de uma gota de sangue da veia caudal do rato e
determinada com a ajuda do sistema One Touch Ultra (LifeScan, Jonhson and Jonhson,
Portugal). Para os animais dos diferentes grupos, a glicemia era medida em jejum de 12

horas e posteriormente era feita uma media de cada grupo.
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1.7 — Pressao arterial

1.7.1 — Medicéo da pressao arterial sistdlica, diastélica e média e da frequéncia

cardiaca

Todos os grupos de animais foram sujeitos a avaliagdo da pressao arterial sistolica
(PAYS), diastdlica (PAD) e média (PAM), assim como da frequéncia cardiaca ao tempo
final, com 18 semanas de tratamento (Tg).

A pressdo arterial e a frequéncia cardiaca foram medidas na cauda do rato, onde existe
a artéria do rato com elasticidade semelhante a da aorta. Através do método oscilométrico
(“tail cuff™) e utilizando um esfingnomanometro (modelo LE 5001 Pressure Meter, Letica,
Barcelona, Espanha) e uma gaiola de contencao, os ratos foram sujeitos a esta avaliacdo.

Tentou-se a0 maximo uma supressao do stresse associado a manutencdo do animal em
condigdes de mobilidade diminuida, e efectuou-se um numero elevado de medicOes

consecutivas, de modo a rejeitar alguns valores fora do intervalo real.

1.5.2 — Calculo da pressao diferencial

A pressdo diferencial, que define o comportamento oscilatério da pressao arterial
relativamente ao seu valor médio, foi calculada da seguinte forma: PD = (Psiswlica —

Piastolica)-
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1.8 — Sacrificio dos animais, colheita de sangue e 6rgaos

O tempo inicial (To), o tempo intermédio (T12) e o tempo final (T1g) foram definidos
como os tempos para o sacrificio dos animais. Para permitir a obtencéo de sangue, 0s ratos
foram anestesiados com 2 ml/kg de uma solugédo 2:1 (v:v) de 50 mg/ml de cloridrato de
cetamina (Ketalar ®) em clorpromazina a 2,5% (Largactil®). O sangue foi recolhido da
veia jugular, bastante visivel, apds pequena incisdo, em seringas de 5ml com agulhas
passadas em heparina (B Braun Melsungen AG, Alemanha).

Apdbs colheita, o sangue foi distribuido para diferentes tubos, consoante as
determinacOes analiticas pretendidas. Para a obtencdo de soro, foi utilizado um tubo sem
anticoagulante (BD Vacutainer ®; SSTwll Advance), outro para a obtencao de plasma com
Heparina-Litio (Sarstedt, Monovette ®) e, por fim, para a analise em hemogramas, o
sangue foi colocado em tubos com K3-EDTA.

Em seguida, procedeu-se ao sacrificio dos animais e recolha de 6rgdos. Aos animais
foram removidos o figado, o pancreas, o musculo, o coragao e os rins. Estes 6rgaos foram
colocados em caixas de Petri com uma solucdo de Krebs-Henseleit (pH 7,4; 4°C)
constituida por: CaCl, (2,5mM), D-glucose (11mM), KCI (4,8mM), NaCl (118mM),
Na;EDTA (0,03mM), MgSO4 (1,2mM), KH2PO4 (1,2mM), NaHCO3 (24mM) e éacido
ascorbico (0,06mM).

Depois de limpos e pesados, os 6rgdos foram congelados a -80°C guardados em
aliquotas com uma solucdo de Krebs-Henseleit ou formol tamponado, para posterior

analise bioquimica e histopatoldgica, respectivamente.

2 — Avaliacdo dos parametros metabolicos

Os parametros bioguimicos foram avaliados a partir das diferentes amostras de sangue

total, plasma e soro recolhidas. O quadro seguinte mostra as determinacOes efectuadas,

com respectivo tipo de amostra e metodologia:
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Tabela 8 - Parametros bioquimicos avaliados.

Parametros Avaliados Amostra Método

Glicemia

Colesterol total Analisador Automatico Roche
Col-HDL Soro Hitachi 717

Triglicerideos

Insulina Plasma ELISA

Imunoaglutinacéo

Hemoglobina Glicosilada Sangue total em He-Li ]
Analisador DCA 2000+
Analisador automético Roche
Hemograma Sangue total em EDTA o
Hitachi 717
; Analisador automético Roche
Agregacao plaquetar Sangue total em EDTA

Hitachi 717

2.1 — Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Partindo do soro, a glicemia, o colesterol total (col-total), o colesterol-HDL (col-
HDL), o colesterol-LDL (col-LDL) e os triglicéridos foram doseados, utilizando um
analisador automatico (Roche Hitachi 717 analyser, Diamond Diagnostics Inc., Holliston,
MA, EUA).

2.1.1-Glicose

O doseamento da glicose foi efectuado com a ajuda de um kit, baseado num teste
colorimétrico enzimatico: A glicose, na presenca de oxigénio atmosférico, € oxidada em
gluconolactona, pela enzima glicose-oxidase (GOD). Esta reacgdo resulta também na
formacdo de peroxido de hidrogénio, que na presenca da peroxidase (POD), origina a 4-
aminofenazona e fenol em 4-(p-benzoquinonamonoimino)-fenazona. Através da analise
fotométrica, € quantificada a intensidade cromatica do corante vermelho formado, que é

directamente proporcional a concentragéo de glicose.
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2.1.2 - Col-total, Col-HDL, Col-LDL e TG

Novamente a partir do soro, as determinagOes do Col-Total e TG foram efectuadas
com Cholesterol RTU®reagent (bioMérieux ®SA) e o kit TG PAP 1000 (bioMérieux
®SA), respectivamente. Estes métodos de natureza colorimétrica, baseiam-se na aplicacéo
de algumas enzimas, cujo intensidade de coloragdo do composto final da cadeia enzimatica
é directamente proporcional a quantidade de colesterol e TG na amostra. Seguindo a

mesma linha, tambhém o doseamento de col-HDL e col-LDL é de natureza colorimétrica.

2.1.3 - Insulina

A insulina foi doseada por ensaio ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
(Mercodia, Uppsala, Suécia), baseando-se na técnica de Sandwich directa, com dois
anticorpos diferentes. Durante a incubacéo, a insulina da amostra reage com 0s anticorpos
anti-insulina, que se encontram associados ao poco. Depois de uma lavagem e posterior
limpeza de anticorpos livres, o ultimo anticorpo, com uma enzima conjugada liga-se a
insulina. Esta enzima detecta-se por reaccao com o 3,3°,5,5” - tetrametilbenzidina (TMB).
O ponto final da reaccdo obtém-se por acido sulfurico 1M, originando um composto

corado, quantificado espectofotometricamente.

2.1.4 — Célculo do HOMA-IR

Para determinar o grau de insulino-resisténcia nos ratos ZDF (fa/fa) e no seu controlo
ZDF (+/+) calculou-se 0 HOMA-IR, utilizando-se os valores de insulina obtidos no
momento do sacrificio e de glicose obtidos na semana do sacrificio, apés 12h de jejum. O
HOMA-IR, ou calculo do indice de resisténcia a insulina, foi calculado pela formula de
Mathews e col. (1985):

HOMAr = (insulina (uU/ml) x glicose (mmol/L)) /22,5
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2.1.5 — Hemoglobina glicosilada

A hemoglobina glicosilada (HbAlc) € formada pela glicacdo ndo enzimética do
terminal N da cadeia 3 da hemoglobina A. Como o nivel de HbAlc ¢ proporcional ao nivel
de glicose plasmatica durante um periodo de dois meses, é aceitavel caracterizar esta como
um indicador da concentracdo média diaria de glicose no sangue nos Ultimos meses.

Por diferencas existentes no doseamento da fraccdo Alc da hemoglobina de rato
quando comparada com a de humano, tornou-se necessario a utilizacdo de um método de
imunoaglutinacdo, caracterizado pela utilizacdo de um anticorpo monoclonal especifico da
HbAlc de rato.

A hemoglobina glicosilada (HbAlc) foi doseada em sangue total, utilizando o
analisador DCA 2000+ (Bayer, Diagnostic, Alemanha). A percentagem de HbAlc na

amostra é calculada pela seguinte equacéo:

[HbA1c]
[Hemoglobina total |

%HbAlc x100

A hemoglobina total é quantificada por oxidacdo da mesma, através de um ferricianeto
de potassio e resultando numa metahemoglobina. Esta forma complexos com o tiocianato,
dando origem a uma espécie corada medida a 531nm.

No caso da quantificacdo da HbAlc € utilizada uma técnica de inibicdo da aglutinagdo
em latex. Uma substancia aglutinadora (um polimero sintético que contém multiplas cépias
da porcdo imunoreactiva da HbAlc) provoca a aglutinacdo do latex revestido com o
anticorpo monoclonal especifico da HbAlc do rato. Esta reaccdo de aglutinacdo origina
uma maior dispersdo da luz, a qual € medida como um aumento da capacidade de absorcao
a 531nm. A HbAlc nas amostras de sangue total compete pelo nimero limitado de locais
de ligacdo de anticorpos em latex, provocando uma inibi¢do da aglutinacdo e uma menor
dispersdo da luz. A menor dispersdo € medida como uma redugdo da capacidade de
absorvancia a 531nm. A concentragdo de HbAlc é, entdo, quantificada utilizando uma
curva de calibracéo da capacidade de absorgéo versus concentragdo de HbAlc.

Desta forma, j& nos € possivel calcular a percentagem de HbAlc utilizando a equagao

acima descrita.
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2.1.6 — Hemograma

O sangue foi colhido para seringas contendo K3-EDTA e o0s parametros
hematoldgicos foram seguidamente obtidos num contador Coulter Counter® (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, CA, EUA).

As determinagbes foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério de
Hematologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra.

Em todos os ratos deste estudo foram avaliados diversos indicadores hematoldgicos, a

diferentes niveis:

e Plaguetar: O numero de plaquetas (PLT).

e Eritrocitario: O hematdcrito (HCT), o nimero de glébulos vermelhos (GV), o
coeficiente de variacdo eritrocitaria (CVE), a concentracdo de hemoglobina
(HGB) e o volume corpuscular médio (VCM).

2.1.7 — Medicéo da Agregacao Plagquetar

A avaliacdo da agregacdo plaquetar em sangue total foi realizada num
lumiagregémetro, pelo método da impedancia eléctrica, que se baseia na deteccdo de
alteracOes da resisténcia eléctrica entre dois eléctrodos submersos na amostra. Este método
de quantificacdo da agregacdo plaquetar tem como grandes vantagens, em relacdo aos
métodos turbidimétricos tradicionais utilizados em plasma rico em plaquetas (PRP), o facto
de evitar passos intermédios de separacdo do PRP e de representar melhor as condicdes
fisiologicas. Os passos intermédios podem eliminar sub-populaces de plaquetas,
designadamente as mais reactivas que sdo activadas como consequéncia do processo de
isolamento. Por outro lado, as interaccGes entre as plaquetas com outros constituintes do
sangue sdo permitidas por este método, o que o torna mais representativo da funcgdo
plaquetar e da actividade de inibidores in vivo.

A medicdo da agregacédo plaquetar foi realizada em colaboracdo com o Laboratorio de

Hematologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra. Foi avaliada a impedancia
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eléctrica num lumiagregémetro Chrono-Log Corp. (Havertown, E.U.A.). Uma amostra de
0,5 ml de sangue total colhido para tubos contendo 20 U/ml de heparina como
anticoagulante foi misturada com 0,5 ml de NaCl a 0,9% e agitou-se com um magnete. A
solucdo permaneceu em agitacdo durante 5 minutos a 37°C, imediatamente antes da adigao
dos agentes estimulantes da agregacdo plaquetar. Foram utilizados como indutores de
agregacdo plaquetar o ADP e o colagénio, nas concentracbes de 1 uM e de 5 ug/ml,
respectivamente.

Os valores da agregacdo plaquetar maxima correspondem a amplitude da curva do
grafico da variacdo da impedancia ao longo do tempo.

2.2 — Avaliacdo da funcéo renal

Para avaliacdo da funcdo renal foram quantificados os seguintes pardmetros séricos:
creatinina e ureia. As concentracdes destes parametros foram avaliadas em todos os
grupos, controlos e diabéticos em estudo, através de métodos e aparelhos (Roche Hitachi
717 analyzer, Diamond Diagnostics Inc., Holliston, MA, EUA) padronizados para analises
clinicas. O sangue foi recolhido em seringas sem anticoagulante para recolha do soro

através de centrifugacdo a 1200 xg (15 minutos, a 4°C).

2.2.1 — Creatinina

Para a determinagdo da creatinina foi utilizado um “kit” comercial (Crea, Roche) que
tem por base um teste cinético colorimétrico. Em solucéo alcalina, a creatinina presente no
soro juntamente com o picrato formam um complexo amarelo-alaranjado. A intensidade
cromatica € directamente proporcional a concentracdo de creatinina e pode
consequentemente ser inferida fotometricamente. O analisador (Hitachi 717) calcula

automaticamente a concentragdo de creatinina em cada amostra.
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2.2.2 - Ureia

O teste utilizado para a determinac¢do da ureia em soro consiste numa analise (“kit”
comercial, Urea/Bun, Roche) que tem por base um método cinético enzimatico. A ureia é
hidrolisada a diéxido de carbono e amoniaco, por ac¢do da urease. Em consequéncia, 0
amoniaco formado reage com a-oxoglutarato e NADH, e sob ac¢do da enzima glutamato-
desidrogenase (GLDH) origina glutamato e NAD". A diminuigdo da concentragio de
NADH em resultado do consumo deste agente, como consequéncia da sua utilizacdo na
reaccdo, € medida cineticamente. O ensaio é realizado num analisador automatico (Hitachi

717) que determina a concentracdo da ureia em cada amostra.

2.3 — Avaliacdo da funcdo pancreética

De forma a analisar a fungdo pancredtica, quantificamos os niveis séricos da a-
amilase. Esta enzima é maioritariamente produzida no pancreas e participa na absorcao de
glicose pelo intestino. O teste utilizado para a determinacdo quantitativa da a-amilase
sérica consiste num ensaio de cor que emprega 2-cloro-4nitrofenil-a-D-maltotrideo
(CNPG3) como substrato. Este substrato reage directamente com a a-amilase e ndo exige a
presenca de enzimas auxiliares. A libertacdo de 2-cloro-4-nitrofenil (CNP) do substrato e o
resultante aumento da absorvancia a 410nm € directamente proporcional a actividade da
enzima na amostra. O ensaio € realizado num analisador OLYMPUS, apenas para

utilizacdo em diagnostico in vitro.
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3 — Avaliacao do stresse oxidativo

3.1 - Avaliacéo da agresséo oxidativa

3.1.1 — Doseamento de TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substances)

A sensibilidade da medicdo de TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substances) fez
desta analise um método de quantificacdo e acompanhamento da peroxidacdo lipidica,
caracteristica do stresse oxidativo. E por meio desta avaliacdo, que nos chega informacéo
importante a respeito da actividade de radicais livres em diferentes doengas e
consequentemente, que medimos a actividade antioxidante de varios compostos.

Uma das consequéncias da decomposicdo dos peroxidos lipidicos € o malondialdeido
(MDA). Este aldeido quando submetido a condi¢bes de pH acido (3,5) e temperatura
elevada (100°C), reage com o acido tiobarbitdrico (TBA) originando um aducto (TBA-
MDA) cromégenio (vermelho) que pode ser medido por espectrofotometria (532nm) ou
por fluorimetria (A de excitagcao 534 nm e A de emissdo 551nm).

Para a quantificacdo das concentracdes de MDA nas amostras, utilizou-se 100 ul de
soro, assim como 100 pl de tecidos (figado, coragdo, pancreas e rim) previamente
recolhidos e homogenizados e uma curva de calibragéo.

A curva de calibracdo foi feita partindo de uma solucdo mée de malondialdeido bis
(dimetilacetal) comercial de concentracdo 83,5 pmol/l, a partir da qual se preparam as
solugdes padrdo de concentragdes conhecidas (0,42; 0,83; 1,67; 2,5; 4,17; 8,3; 16,7
pmol/l), em conjunto com um branco.

Em tubos de 10 ml colocaram-se 100 pl de amostra, ou agua destilada (para o branco)
ou solucdo padrdo (para amostras padrdo). Independentemente do grupo, ainda foram
adicionados 100 ul de antioxidante Butil-hidroxitoluento (BHT) dissolvido em etanol; 100
pl de catalizador tricloreto de ferro hexahidratado (FeCls;.6H,O) dissolvido em &gua
destilada; 1,5 ml de solucdo tampéao de HCI-Glicina a pH = 3,5 e, por fim, 1,5 ml de
reagente cromogénio, o acido tiobarbitarico (TBA). Todos os tubos foram colocados no
escuro, a uma temperatura de 5°C, durante 60 minutos. Novamente durante 60 minutos, 0s
tubos “tapados” com esferas de vidro, permaneceram em banho-maria, a 95-100 °C.

Posteriormente ao banho, os tubos foram arrefecidos num banho de gelo, onde se procedeu
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a extraccao com 2,5 ml de uma solucdo de n-butanol-piridina (15:1 v/v) e 0,5 ml de agua
destilada. Em seguida, centrifugaram-se a 1000g, durante 10 minutos, onde no fim, o

sobrenadante foi recolhido e lida a absorvancia a 532 nm.

3.1.2 — Medicéo da concentracdo plasmatica de 3-nitrotirosina (3-NT)

A 3-nitrotirosina (3-NT) resulta da reaccdo do peroxinitrito com residuos de tirosina,
tornando-se um biomarcador do stresse oxidativo provocado por espécies reactivas de
nitrogenio.

A concentracdo sérica da 3-NT foi quantificada nas amostras de soro e por intermédio
de um kit de imunoensaio enziméatico (HyCult biotecnology b.v.) baseado na técnica de
ELISA. A quantidade de 3-NT na amostra liga-se, por um lado, ao anticorpo que reveste a
placa, e por outro, a um segundo anticorpo composto por biotina (tracer), completando o
método sandwich. A adi¢cdo de um substrato promove o desenvolvimento de cor, lida
espectrofotometricamente a 450 nm. Com o apoio de uma curva padrdo de concentracfes
conhecidas (de 4 a 326 nM) quantificou-se a 3-NT presente no soro, que é directamente

proporcional a cor.

3.2 - Defesas ndo enzimaticas contra o stresse oxidativo

3.2.1 — Quantificacdo do Estado Antioxidante Total (TAS)

O estado antioxidante total foi quantificado tanto no soro, como nos diferentes 6rgaos
extraidos, congelados a -80°C aquando o sacrificio dos ratos, e mais tarde homogenizados.

O pancreas, o figado, o rim, o coragdo e o musculo foram homogenizados partindo
apenas de 0,2g de tecido. Ao tecido foi adicionado 2ml de tampdo fosfato a pH 7,4 e 10 pl
de solugdo BHT em acetonitrilo, um antioxidante, estando assim, preparado para a
homogenizag¢do. Em seguida, centrifugou-se a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C, onde

recolhemos o sobrenadante para sonicar durante 3 minutos. Depois de mais uma
centrifugagdo a 4000 rpm, 4°C e durante 15 minutos, recolhemos novamente o
sobrenadante, agora pronto para ser quantificado.
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As amostras foram quantificadas utilizando um kit comercial Total Antioxidant Status
(Randox Laboratories Ltd., UK) e medidas num analisador Hitachi 704.

Este ensaio é baseado num método colorimétrico, onde e formado a ferrilmioglobina,
que resulta da reaccdo de metamioglobina, uma peroxidase, com o H,O,. Por sua vez, a
ferrilmioglobina, reage com o 2,2°- azino-di-(3-etilbenzotiazoline sulfanato) (ATBS),
formando um radical catiénico (ABTs™), que através da sua coloracio azul-esverdeada, é
detectada espectrofotometricamente a 600 nm. Na presenca de antioxidantes nas amostras,

estas inibem a producéo da coloracdo, numa razéo proporcional a sua concentragao.

4 — Avaliacdo do perfil inflamatorio

Através do método micro ELISA em sandwich, utilizando kits comerciais (R&D
systems, Minneapolis, USA), foram avaliados no soro alguns marcadores do perfil
inflamatorio, como a adiponectina, factor de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-6
(IL-6), interleucina-1p (IL-1P) e Proteina C Reactiva (PCR).

O método micro ELISA em sandwich utiliza um anticorpo monoclonal especifico de
rato e especifico para cada um dos elementos a dosear, a revestir a placa. Sdo pipetados
para 0s pogos 0s padrdes, 0s controlos ou as amostras, e a substancia a ser doseada
existente no soro liga-se a este primeiro anticorpo. Com o sentido de retirar todas as
substancias ndo ligadas € feita uma lavagem nos po¢os. Em seguida, um conjugado
enzimatico (conjugado de peroxidase) com um segundo anticorpo policlonal anti-citocina
ou anti-PCR de rato é adicionado aos pocos. Depois de uma segunda lavagem, é
adicionada uma solugdo contendo um substrato de enzima presente no conjugado. A
reaccdo enzimatica produz um produto azul que passa a amarelo quando a solucdo de
paragem (HCI) é adicionada aos pocos. A intensidade da cor € medida a 450 nm num leitor
de microplacas (LP400, Diagnostics Pasteur) e é proporcional a quantidade de substancia a
dosear. Tanto os valores de PCR como de citocinas séo lidos a partir de uma curva de
calibracdo elaborada para esse efeito.
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4.1 — Adiponectina

A adiponectina secretada pelos adipdcitos e fortemente relacionada com a sensibilidade
da insulina em obesos foi quantificada utilizando um kit comercial cuja técnica se encontra
acima descrita.

As determinagfes foram feitas em duplicado e foram utilizados 50 pl de amostra, soro
diluido a 1:1500 de acordo com as indica¢des do fabricante.

4.2 — Interleucina-6 (I1L-6)

As determinac@es desta citocina foram também efectuadas em duplicado, com 50 pl de
amostra de soro diluido a 1:1 de acordo com as indicacdes do fabricante. A semelhanca do
anterior, o método utilizado na quantificacdo foi a técnica micro ELISA em sandwich

acima descrito.

4.3 — Interleucina-1p (IL-1p)

As determinac6es foram feitas em duplicado tendo sido utilizados 50 ul de soro dos
animais diluido a 1:1 de acordo com as indica¢fes do fabricante. A leitura da absorvancia

foi feita a 450 nm utilizando como comprimento de onda de correccao os 550 nm.

4.4 — Factor de Necrose Tumoral (TNF-a)

A quantificagdo do TNF-a foi feita pela mesma técnica de ELISA em sandwich
anteriormente referida. Também da mesma forma, as determinagGes foram feitas em

duplicado, com amostras de soro de 50 pl diluido de 1:1.
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4.5 — Proteina C Reactiva (PCR)

Este marcador de processos inflamatdrios e infecciosos foi quantificado a partir de 50
ul de soro diluida a 1:4000, de acordo com as indicacdes do fabricante. Foi utilizado um
kit comercial (Helica Biosystems, Inc. Fullerton, Calif., USA) para a determinacdo desta
proteina, que emprega uma técnica quantitativa de micro ELISA em sandwich, semelhante

aos anteriores.
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Resultados

Tendo em conta a diversidade de grupos em estudo (4 controlos, 3 deles com farmaco,
e 4 diabéticos em idénticas condi¢cdes) e de periodos de comparacdo (To, Ti2, Tig), @
descricdo e analise dos resultados seré feita da seguinte forma:

1 — Nos parametros que pressupdem o estudo ao longo do tempo (p.ex: peso,
perimetro abdominal, glicemia) a apresentacdo dos dados serd separada por diversos
gréaficos, nos quais se pretende mostrar:
I\ — Comparacdo de ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa))
sem farmaco;
5] - Efeito da sitagliptina nos diferentes grupos controlo (ZDF (+/+));
— Efeito da sitagliptina nos diferentes grupos diabéticos (ZDF
(fa/fa)), nos diferentes tempos de administracdo Ty, Ts € Ti2 VS Sem

sitagliptina, respectivamente.

2 — Nos parametros apenas com avaliagdo pontual (no Ty, T1, € Tig), @ apresentacao
dos dados sera feita da seguinte forma:
I\ — Comparagéo de ratos controlo (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)) nos
3 tempos em estudo (To, Ti, Ty);
[El — Efeito da sitagliptina no tempo intermédio (T1,) nos ratos controlo (ZDF
(+/+)) e diabético (ZDF (fa/fa));
— Efeito da sitagliptina no tempo final (T1g) nos ratos controlo (ZDF (+/+))
e diabético (ZDF (fa/fa)).

Serdo comparados em termos estatisticos 0s ratos sem sitagliptina (controlo e
diabéticos) nos trés tempos de sacrificio, de forma a perceber a evolucdo dos parametros ao
longo da progressdo da diabetes. Serdo também comparados os trés grupos com sitagliptina

VS 0 respectivo grupo sem farmaco, para os ratos ZDF (+/+) e (fa/fa).
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1 — Evolucao do peso corporal e do perimetro abdominal

1.1 — Peso Corporal

500

500 1
-
aaa 38 a B ns,.go g0 T -
4001 222 & W38 @ .. aaa g aad 400 NOs -_-!;_'_‘t‘(',-_!" 2 4
5 JESS) So0 o
= 3 S e
3 - P c i
5 3001 s k S 300 . »_’i(.-l"
a i S »‘i."{ : -8~ 7ZDF (+/+) sem sita
S a0l ¢ - “ “u- ZDF (+4) sita TO
2 @ 7DF (+/+) sem sitag <2 ZDF (+/+) sita T6
ke 8- 7DF (falfa) sem sita? ZDF(+/+) sita T12
1004 1004
0 T T T T 0 T T T T
8(To) 14(Tq) 20(Typ) 26(T1g) 8(Tp) 14(Te) 20(T1o) 26 (T1g)
idade (semanas) idade (semanas)
-o- 7DF (fa/fa) sem sita
-m- ZDF (faffa) sita TO
-&- ZDF (falfa) sita T6 450-
4501 ZDF (falfa) sita T12 - ZDF (falfa) sem sita
-®- ZDF (fa/fa) sita TO
4001 4001
e E
g 3504 T 3501
a 2
: 5
o 300 g 3004
14 &
o
250 2504
200 T T T T 200 T T T T
8(To) 14 (Te) 20(T1p) 26 (T19) 8(To) 14 (Ts) 20(Ty,) 26 (T1g)
idade (semanas) idade (semanas)
4501 N
-~ 7DF (faffa) sem sita 40
ns ~&- ZDF (fa/fa) sita T6
AF A
§ A 5 N
8 400 - Cha % ~J—3
T © ' 4
s |\ E-$ S /
2 350 2 350 4
o o
o o /
§ § X
2 3001 Q3004 o~ 7DF (faffa) sem sita
Va 7DF (faffa) sita T12
\I'(
250 T T T T 250 T T T T
8(To) 14(Te) 20(Tyy) 26(Tsg) 8(To) 14(Tg) 20(Ty) 26(Tsg)
idade (semanas) idade (semanas)

Figura 33 - Evolucdo do peso corporal dos grupos controlo (ZDF (+/+)) e dos grupos diabético (ZDF (fa/fa))
ao longo do estudo. Compara-se: A - controlo vs diabético (sem sita); [£] — todos os controlos com sita vs
controlo sem sita; [€ — todos os ratos (fa/fa) com sita vs sem sita; [B] — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita To;
— grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Tg; — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Ty,. Significancia estatistica: ®
(fa/fa) vs. (+/+) ou (fa/fa) com sitagliptina vs. (fa/fa) sem sitagliptina. P<0,05, P<0,01 e P<0,001,
respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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Analisando a figura 33A, representativa da evolugdo do peso corporal nos diabéticos
ZDF (fa/fa) vs controlos ZDF (+/+)(ambos sem sitagliptina), verificamos que os ratos
diabéticos mostram um peso superior aos seus controlos até a semana 17. De forma
contréria ao controlo, o peso destes ratos (fa/fa) sofre um decréscimo e a partir da décima
nona semana de idade torna-se inferior ao seu grupo de comparacéo (Fig. 33A).

Em relacdo ao efeito da sitagliptina nos ratos (+/+), a figura 33B mostra-nos que este
farmaco parece ndo ter qualquer efeito no peso destes. Contudo, nos ratos ZDF (fa/fa) séo
evidentes algumas alteracdes (Fig. 33C). Ao compararmos o grupo ZDF (fa/fa) sem sita
com o (fa/fa) sita Ty, 0 peso corporal deste grupo com administracdo de sitagliptina é
bastante reduzido a partir da semana 13, 0 que se mantém até ao tempo final do estudo
(Fig. 33D). Tendéncia semelhante, ainda que ndo significativa, foi observada no grupo
ZDF (fa/fa) sita Tg (Fig. 33E). Contrariando estes dois Gltimos grupos, o grupo de ratos
fa/fa sita T1, parece mostrar-nos que a sitagliptina tem uma tendéncia para manter o peso,
qguando administrado numa fase final da doenca (Fig. 33F). Nestas condicdes, o declinio
observado no grupo ZDF (fa/fa) sem farmaco foi prevenido entre a semana 20 e a 26 de

idade, Ti, e Tig, respectivamente.

1.1 — Perimetro abdominal

Os ratos diabéticos iniciam o estudo (1% medicdo efectuada na semana 11 de idade)
com um perimetro abdominal bastante superior ao dos ratos do grupo controlo. Todavia, na
semana 19 estes valores tendem a diminuir e a igualarem-se aos do grupo ZDF (+/+) (Fig.
34A).

Entre os diferentes grupos de ratos controlos (com e sem farmaco), os valores do
perimetro abdominal tendem a ser bastante proximos, mostrando-se em concordancia com
0 peso corporal (Fig. 34B). A mesma concordancia com o peso foi observada entre os
grupos de ratos diabéticos (Fig. 34C), visto que o grupo ZDF (fa/fa) sita T, a partir da
semana 16, mostre a tendéncia em diminuir, em relacdo ao grupo sem sita (Fig. 34D), o
ZDF (fa/fa) sita Tg exibe valores de perimetro abdominal bastante préximos (Fig. 34E) e 0
ZDF (fa/fa) sita T, tende a aumentar a partir da semana 21 (Fig. 34F). Neste Gltimo caso,
as diferencas encontradas nas semanas 24 e 25 atingiram significado estatistico (P<0,05 vs
ZDF (+/+) sem sita).
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Figura 34 - Evolucéo do perimetro abdominal dos grupos controlo (ZDF (+/+)) e diabético (ZDF (fa/fa)) ao
longo do estudo. Compara-se: [] - controlo vs diabético (sem sita); [£] — todos os controlos com sita vs controlo
sem sita; — todos os ratos (fa/fa) com sita vs sem sita; — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita To; — grupo
(fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Ts; — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Tq,. Significancia estatistica: * (fa/fa)
vs. (+/+) ou (fa/fa) com sitagliptina vs. (fa/fa) sem sitagliptina. P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente
para uma, duas ou trés letras.
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Comida ingerida (g/dia)

2 — Monitorizagédo da comida ingerida

Ao longo de toda a experiéncia, a racdo de manutencdo foi pesada diariamente, sendo

os valores obtidos expressos em g/dia e apresentados na figura 35.

Comida ingerida (g/dia)
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Figura 35 - Valor médio da quantidade de racdo ingerida semanalmente (em g/dia) ao longo da experiéncia
nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa) com e sem sitagliptina. Compara-se: [ - controlo vs diabético (sem sita); [} —
todos os controlos com sita vs controlo sem sita; [ — todos os ratos (fa/fa) com sita vs sem sita; [B] — grupo
(fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Tg; [8 — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Tg; [§ — grupo (fa/fa) sem sita vs
(fasfa) sita T1,. Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+) ou (fa/fa) com sitagliptina vs. (fa/fa) sem sitagliptina.
P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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A quantidade de comida diaria ingerida pelos ratos ZDF (fa/fa) foi significativamente
superior aos grupos (+/+), mostrando ser um pouco diferente do percurso dos valores do
peso corporal, numa fase final do estudo (Fig. 35A).

Nos 3 grupos controlo com sita, a quantidade de comida ingerida teve tendéncia a ser
sempre bastante proxima daquela consumida pelo grupo sem sita, verificando-se apenas
uma pequena descida da comida ingerida nos ratos (+/+) sita T1,, a partir das 20 semanas,
ou seja, do inicio da administracdo de sitagliptina neste grupo (Fig. 35B).

Nos grupos ZDF (fa/fa) sita To, o consumo alimentar médio diminuiu
significativamente a partir da 15% semana em relacdo ao seu grupo de comparagdo. Esta
diminuicdo durou apenas 6 semanas, pois na semana 21 o consumo volta aproximar-se do
grupo sem sita (Fig 35D). De forma semelhante, o consumo alimentar do grupo ZDF
(fa/fa) sita Te foi bastante préximo ao do grupo sem sita, havendo também uma
diminuicdo, apesar de menos longa, entre a 192 e a 212 semana de idade (Fig. 35E). Esta
diminuicdo do consumo, nestes dois grupos com sitagliptina é acompanhada também por
uma diminui¢do do peso corporal, analisada anteriormente. O grupo ZDF (fa/fa) sita Ti,
contraria esta diminuicdo destes grupos de ratos diabéticos com sitagliptina, pois observa-
se um aumento do consumo alimentar a partir da semana 23 (Fig. 35F), o que também esta

de acordo com o perfil encontrado para a evolucao do peso corporal.

3 — Pressédo arterial e trofismo cardiaco

3.1 — Indicadores de trofismo cardiaco

No tempo intermédio, e relativamente aos grupos controlo, observamos que os valores
sdo bastante proximos para todos os parametros. Realcaremos apenas a tendéncia para uma
diminuicdo da razdo VE/massa corporal nos grupos ZDF (+/+) com sitagliptina e a
diminuicdo da razdo do VE/coragdo no grupo sita To, embora sem significado estatistico
(Tabela 11).

No tempo final, estes ratos controlos também apresentam valores semelhantes entre
grupos, na massa ventricular, na razdo VE/massa corporal e VE/coracdo. O peso do
coracdo é mais baixo nestes grupos com sita, com significado estatistico no grupo sita Ti,.

Da mesma forma, também a razdo coragdo/massa corporal tende a diminuir (Tabela 9).
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Tabela 9 — Parametros de trofismo cardiaco nos ratos controlo ZDF (+/+), no tempo intermédio (20 semanas)
e tempo final (26 semanas).

Parametro ZDF (/%)
Sem sitagliptina Sitagliptina T, Sitagliptina Tg Sitagliptina Ty,
Tempo intermédio (20 semanas)
Coragéo (9) 1,39 +0,01 1,42 +0,03 1,48 £ 0,06 n. a.

VE (g) 0,68 £ 0,07 0,55 £ 0,009 0,71+£0,04 n. a.
Coragdo/ b0 Corporal 3,56 + 0,07 3,73+0,32 3,39 +0,04 n.a.
VE/Massa %Orp”a' (x10 1,74+0,21 1,45+0,11 1,64+0,14 n.a.

VE / Coragdo 0,49 = 0,05 0,39 £ 0,003 0,48 0,05 n. a.

Tempo final (26 semanas)

Coragéo (g) 1,61 +0,04 1,47 £0,03 1,55 + 0,03 1,40 + 0,05
VE (9) 0,68 + 0,04 0,65 +0,07 0,68 + 0,02 0,65 + 0,03
Coragio ! ios CorPer 3,50+ 0,10 3,28 + 0,04 3,48 +0,11 3,29 +0,05
VE/ Massa Gorporal (0 1,51+0,09 145 +0,15 153+0,03 152+0,05
VE / Coragéo 0,42 £0,03 0,44 £ 0,04 0,44 £0,02 0,46 £0,02

- - _— . - * H
As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), = (P<0,01), (P<0,001) e comparam 0s
grupos ZDF (+/+) com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+). n.a. — ndo aplicavel.

A sitagliptina, ao tempo intermédio, parece ter diminuido todos os parametros
cardiacos dos ratos diabéticos, para ambos os grupos com sita (To e Tg) VS sem sita, ainda
que as diferencas encontradas ndao tenham atingido significado estatistico para todos os
parametros e grupos. Contudo, no tempo final, apenas alguns parametros e grupos
aparecem diminuidos, como é o caso da massa cardiaca dos grupos sita To e Tg € 0 VE no
grupo sita To. Nos outros grupos com sitagliptina, o inverso acontece e a massa ventricular

mostrar uma tendéncia para aumentar em relagéo aos diabéticos sem sita (Tabela 10).
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Ainda no tempo final, quando se comparam 0s grupos com e sem sitagliptina,
relativamente aos valores da razdo coracao/massa corporal, verifica-se que nos grupos sita
Te e T12 tende a diminuir, enquanto no grupo sita Ty 0s valores sdo aumentados. Os ratos
diabéticos sem sita parecem ter a relagdo VE/massa corporal mais baixa que 0s grupos com
sitagliptina (em especial dos grupos Ts e T12), embora sem significado estatistico, o que

também acontece para a maioria das diferencas registadas (Tabela 10).

Tabela 10 - Parametros de trofismo cardiaco nos ratos diabéticos ZDF (fa/fa), no tempo intermédio (20
semanas) e tempo final (26 semanas).

ZDF (fa/fa
Parémetro ( )
Sem sitagliptina Sitagliptina Ty Sitagliptina Tg Sitagliptina Ty,
Tempo intermédio (20 semanas)
Coragdo (g) 1,57 +£0,22 1,31 +£0,07 1,30 £ 0,02 n.a.
VE (g) 0,81 +0,20 0,60 + 0,03 0,65+ 0,04 n.a.
Coragdo/ P"fgi;‘ Corporal 4 574062 3,48 +0,06% 3,34 +0,09%* na
10 27 %0, 43 0, 34 £0, .
VE / Massa Corporal (x10%) 2,21 +0,55 1,59 £ 0,06* 1,65+0,10 n.a.
VE / Coragéo 0,51 +0,05 0,46 £ 0,01 0,50 + 0,04 n.a.
Tempo final (26 semanas)
Coragio (g) 1,30+ 0,02 1,23+0,08 1,23+0,05 1,30 + 0,06
VE (g) 0,52 + 0,009 0,47 £ 0,03 0,56 + 0,04 0,59 £ 0,03
Coragiol Mits Corporal - 362.4.0,14 3,96 +0,30 3,54+0,07 3,48 +0,16
VE / Massa Corporal (x10°%) 1,44 £0,07 1,51+0,04 1,60 +£0,11 1,58 £ 0,08
VE / Coragéo 0,40+ 0,01 0,39+ 0,04 0,45+ 0,04 0,46 + 0,03

As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), = (P<0,01), = (P<0,001) e comparam 0s
grupos ZDF (fa/fa) com sitagliptina vs grupo sem sita (fa/fa). n.a. — ndo aplicavel.
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3.2 — Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Numa fase final do estudo, mais precisamente na 252 semana, foram determinadas as
pressdes arteriais em todos o0s grupos de animais, de forma a avaliar qual a influéncia da
sitagliptina a este nivel, nos ratos controlo ZDF (+/+) e diabético ZDF (fa/fa) (Fig. 36).
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Figura 36 — Valores de presséo arterial e frequéncia cardiaca nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa), no tempo final.
Apresenta-se: [ — pressio arterial sistolica; [£] — pressdo arterial diastlica; [ — pressio arterial média; [B] —
pressdo diferencial; @ — frequéncia cardiaca. * (fa/fa) vs. (+/+);" com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-
grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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Ao compararmos a pressdo arterial sistélica, diastolica e média dos ratos ZDF (+/+) vs
(fa/fa), ambos sem sita, sdo-nos elucidadas as diferencas entre estes dois tipos de ratos.
Como esperado, os valores das pressdes dos ratos diabéticos sdo superiores aos controlos
(Fig. 36A, B, C).

A pressao arterial sistolica nos 3 grupos controlo com sitagliptina foi bastante proxima
da do grupo sem sita, havendo apenas um aumento, ligeiramente significativo, no grupo
sita T1, (Fig. 36A). Nas pressoes arteriais diastolica e média, estes grupos controlo voltam
a ndo mostrar alteragbes (Fig. 36B e C). No entanto, nos ratos diabéticos, o farmaco
promove uma diminuicdo da PA (sistolica, diastolica e média) nos 3 grupos vs grupo sem
sita (Fig. 36A, B e C).

Relativamente a pressao arterial diferencial, verificou-se um aumento tendencial no
grupo ZDF (+/+) sita Ty, vs (+/+) sem sita e, uma vez mais, uma diminui¢do nos 3 grupos
ZDF (fa/fa) com sita vs seu grupo sem sita, ainda que no grupo sita Ty a diferenca tenha
sido apenas tendencial (Fig. 36D).

A frequéncia cardiaca dos ratos diabéticos (ZDF (fa/fa)) é bastante mais baixa, quando
comparados com 0s grupos de controlo (ZDF (+/+)). Na verdade, os grupos diabéticos
administrados com sitagliptina desde as primeiras semanas do estudo ((fa/fa) sita To e Tg),
mostram um batimento cardiaco ligeiramente mais baixo. O mesmo ndo acontece com 0
grupo (fa/fa) sita T1,, cujos niveis sdo ligeiramente mais altos que os do grupo (fa/fa) sem
sita (Fig. 36E).

4 — Perfil glucidico

4.1 — Glicemia

Quando comparados os dois grupos ZDF (+/+) e (fa/fa) sem sita em estudo,
verificamos que os controlos tém uma glicemia constante (cerca de 90 mg/dl) ao longo do
estudo, enquanto que os diabéticos mostram uma hiperglicemia gradual, ja
significativamente superior no inicio do estudo (Fig. 37A).

Na avaliacdo relativa aos ratos ZDF (+/+) observamos valores de glicose muito
préximos entre 0s grupos sita Tg, Ts € 0 grupo sem sita. Contudo, no grupo (+/+) sita Ty
verificou-se, a partir da semana 22, uma ligeira diminuicdo dos niveis de glicose vs grupo
sem sita (Fig. 37B).
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Figura 37 — Evolugdo da glicemia sérica (em jejum), ao longo do tempo, nos grupos controlo (ZDF (+/+)) e
nos grupos diabéticos (ZDF (fa/fa)). Compara-se: [l - controlo vs diabético (sem sita); [E} — todos os controlos
com sita vs controlo sem sita; [§ — todos os ratos (fa/fa) com sita vs sem sita; [B] — grupo (fa/fa) sem sita vs

(fa/fa) sita To; |2 — grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Ts;

— grupo (fa/fa) sem sita vs (fa/fa) sita Ti,.

Significancia estatistica: ® (fa/fa) vs. (+/+) ou (fa/fa) com sitagliptina vs. (fa/fa) sem sitagliptina. P<0,05, P<0,01
e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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Nos ratos diabéticos sita Ty e T, 0 niveis de glicose sérica sdo bastante préximos ao
seu grupo de comparacdo, sem sita. Todavia, em ambos 0s grupos observa-se um pequeno
distanciamento entre a semana 18 e a 20, com valores superiores aos do grupo sem sita
(Figura 37C, D, E). O grupo sita Ty, parece ter sido o unico grupo diabético em que a
sitagliptina fez um bom controlo glicemico, pois verificou-se um decréscimo da glicemia a
partir da semana 20, ou seja, a partir do inicio da sua administracdo de sitagliptina. Porém,

na Gltima semana do estudo, estes niveis de glicose voltam a aumentar e a aproximar-se do

grupo sem sita (Fig. 37F).

4.2 — Hemoglobina glicosilada (HbALc)

Os niveis de HbAlc acompanham um pouco a glicemia dos ratos em estudo. Assim,
ndo se observam alteracdes nos ratos controlo, tendo todos os grupos registado valores de
HbAlc semelhantes aos do grupo sem sita (a rondar os 4%) e, como seria de esperar destes
ratos saudaveis, apresentam valores muito mais baixos que os ratos diabéticos (Fig. 38).

Nos ratos ZDF (fa/fa) apenas o grupo sita T;, promove uma diminuicdo significativa
da HbAlc, vs grupo sem sita, apesar de ainda ndo suficiente para um bom controlo

glicémico total (Fig. 38).
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Figura 38 — Valores séricos de Hemoglobina Glicosilada (HbA1c) nos ratos controlo (ZDF (+/+)) e diabéticos
(ZDF (faffa)), no tempo final (26 semanas). As diferencas significativas sdo representadas por * (fa/fa) vs.
(+/+); * com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para
uma, duas ou trés letras.

| 126



Resultados

4.3 — Insulina

A concentracgdo sérica da insulina nos ratos ZDF (fa/fa) com 8 semanas de idade difere
ja significativamente da apresentada pelos ratos controlo (+/+) com a mesma idade, sendo
que nestes ratos ndo diabéticos observam-se valores de insulinemia inferiores vs diabéticos
sem sita. A hiperinsulinemia verificada nos ratos diabéticos viria a diminuir e, as 20
semanas de idade, observa-se uma insulinopenia que se mantém até ao final do estudo (Fig.
39A). No grupo controlo observou-se uma ligeira diminuicdo dos niveis de insulina as 20

semanas, ndo se registando depois, alteracdes ao longo do estudo (Fig. 39A). Ao contrario

de estudos anteriores, ndo foram doseados os valores de insulina as 14 semanas.
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Figura 39 — Valores séricos de insulina nos ratos controlo (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). IA —
evolugdo ao longo do periodo experimental; [E] — representacio do tempo intermédio (20 semanas); (@ —
representacio do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® Ti vs. To e Tig Vs.
Ty; ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para
uma, duas ou trés letras.
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Enquanto no tempo intermédio os niveis de insulina dos ratos diabéticos foram ainda
superiores aos dos ratos controlo, no tempo final observou-se o perfil inverso, e os ratos
ZDF (fa/fa) mostram valores ligeiramente inferiores em relacéo aos ratos (+/+) (Fig. 39A,
BeC).

Quanto ao efeito da sitagliptina no tempo intermédio, apesar dos nossos resultados ndo
apresentarem significado estatistico, no grupo diabético sita T, observa-se uma diminuicéo
da insulina. Contudo, no mesmo grupo de sita mas controlo ZDF (+/+) sita Ty, vs controlo
sem sita, 0s niveis de insulina aumentaram (Fig. 39B).

No tempo final, e nos grupos controlo, assim como verificado nos diabéticos, o grupo
sita Ty, vs sem sita, foi 0 grupo de ratos com os valores de insulina sérica mais elevados,

mesmo que sem significado estatistico (Fig. 39C).

4.4 — Resisténcia a insulina - HOMA-IR

A sensibilidade (resisténcia) destes animais a insulina foi avaliada pelo indice HOMA-
IR. Para o seu célculo foram utilizados os niveis de glicose e insulina dos ratos ZDF (fa/fa)
e seu grupo controlo (+/+) no tempo final (semana 26), apds 12h em jejum (no caso da

glicemia). Os resultados obtidos encontram-se representados na figura 40.

301 —l
*
—
aaa

x 204
<
=
o]
T 104

0-

Q<o
Controlos ZDF (+/+) Diabéticos ZDF (fa/fa)

Q ©
&'{J’.. Q N\ ,(\')’
LI}

Sitagliptina (10mg/Kg)  Sitagliptina (10mg/Kg)

Figura 40 — Avaliagdo da Resisténcia a insulina através do indice de insulino-resisténcia (HOMA:
mmol/l.pU/ml) de ratos ZDF (+/+) e (fa/fa) no tempo final (26 semanas de idade). As diferencas
significativas sdo representadas por 2 (fa/fa) vs. (+/+); ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo).
P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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Constatou-se que os valores de HOMA-IR dos ratos ZDF (fa/fa) eram bastante
superiores aos seus controlos (+/+). Os resultados mostram que a sitagliptina ndo teve
qualquer efeito nos ratos controlo, ao contrario do que acontece com os diabéticos. Nos
grupos ZDF (fa/fa) To e T1p, vs (fa/fa) sem sita, verificou-se uma diminui¢do acentuada da
resisténcia a insulina, ainda que no grupo diabético sita T¢ se observe um ligeiro aumento
do HOMA-IR (Fig. 40).

5 — Perfil lipidico

5.1 — Colesterol total

Os niveis de colesterol total foram medidos nos trés tempos em estudo. Os resultados,
expostos na figura 41A, mostram um valor de colesterol constante ao longo do tempo nos
ratos ZDF (+/+) sem sita e um aumento progressivo nos ratos ZDF (fa/fa) sem sita, desde o
T, até ao tempo final (T1g). Como seria de esperar em ratos diabéticos, 0s niveis séricos de
colesterol total sdo muito mais elevados que nos ratos controlos (Fig. 41A).

A administracdo de sitagliptina nos ratos ZDF (+/+) ndo teve qualquer efeito ao nivel
do colesterol total, tanto no tempo intermédio como final (Fig. 41B e C). Contudo, nos
ratos diabéticos com sita, no tempo intermédio, encontramos valores mais elevados de
colesterol total, tanto no grupo que iniciou a administracdo no To cCOMO NO grupo que
iniciou no T (Fig. 41B). Todavia, no tempo final, verificou-se uma reducdo significativa
do colesterol total no grupo ZDF (fa/fa) sita T vs sem sita, sem alteracfes nos restantes 2
grupos (Fig. 41C).
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periodo experimental dos ratos sem sita; [El — niveis no tempo intermédio (semana 20); [€ — niveis no tempo
final do estudo (semana 26). Significancia estatistica: ® (fa/fa) vs. (+/+); ® Ti, vs. To e Tys Vs Tyo; ~ com

sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou
trés letras.
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5.2 — Triglicerideos

Ao longo do estudo, os niveis de triglicerideos (TG) nos ratos ZDF (+/+)
permaneceram constantes. Estes ratos apresentam uma concentragdo de TG muito mais
baixa que nos ratos diabéticos, que mostram uma ligeira diminuicdo no tempo intermédio,

apesar de sem significado estatistico (Fig. 42A).
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Figura 42 — Niveis séricos de Triglicerideos nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — evolugéo ao longo do periodo
experimental dos ratos sem sita; [5} — niveis no tempo intermédio (semana 20); [ — niveis no tempo final do
estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T1, vs. Toe Tig vs. T1; ~ com sitagliptina vs.
sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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Assim como verificado para o colesterol total, também os valores de TG
permaneceram semelhantes entre grupos ZDF (+/+), nos dois tempos em estudo (Fig. 42B
e C). Contudo, nos grupos ZDF (fa/fa) com sita, ocorreu uma reduc¢édo, vs grupo sem sita
(Fig. 42B e C), sendo muito mais significativa no tempo final, e para os trés grupos com
sita (Fig. 42C).

Assim, é possivel afirmar que a sitagliptina parece contribuir para um bom perfil

lipidico, pelo menos no que aos valores de TGs diz respeito.

5.3 — Colesterol - LDL

Analisando a figura 40, verifica-se que os niveis de colesterol-LDL no grupo (fa/fa),
quando comparados com o grupo ZDF (+/+) sdo mais elevados e, contrariamente aos
controlos, aumentam ao longo do estudo (Fig. 43A).

No tempo intermédio, os grupos controlo com sita ndo diferenciam do grupo sem sita.
Mas 0 mesmo néo aconteceu nos ratos ZDF (fa/fa) sita Tg, cujos valores de colesterol-LDL
foram superiores vs ZDF (fa/fa) sem sita (Fig. 43B). No tempo final, verificou-se um perfil
inverso, e os ratos (fa/fa) sita To e T a apresentarem um valor de colesterol-LDL
diminuido em relacdo ao do grupo sem sita (Fig. 43C). Estes resultados no tempo final
mostram um bom controlo lipidico por parte da sitagliptina, ndo sé ao nivel do colesterol-
LDL, como também do colesterol total e dos triglicerideos, anteriormente analisados,

particularmente no grupo To.
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Figura 43 — Niveis séricos de Colesterol-LDL nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — evolugio ao longo do
periodo experimental dos ratos sem sita; [5} — niveis no tempo intermédio (semana 20); [€ — niveis no tempo
final do estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® Ty, vs. To e Tig vs. Tip; ~ com
sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou
trés letras.

5.4 — Colesterol-HDL

Os resultados do colesterol-HDL, no grupo ZDF (fa/fa) sem sita mostram-nos um
aumento nas primeiras 12 semanas de tratamento, mantendo-se depois practicamente
constante até ao final do estudo. Estes ratos diabéticos apresentam valores superiores aos
dos ratos controlo. Os grupos ZDF (+/+) além de terem valores muito mais baixos sdo

tambem constantes ao longo do tempo (Fig. 44A).
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Figura 44 — Niveis séricos de Colesterol-HDL nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — Evolugéo ao longo do
periodo experimental dos ratos sem sita; [£] — Niveis no tempo intermédio (semana 20); [ — Niveis no tempo
final do estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® Ti vs. To e Tig Vs. Tip; ~ com
sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou
trés letras.

Quanto ao efeito da sitagliptina nos niveis de colesterol-HDL, ndo se verificou
qualquer efeito em nenhum dos grupos (ZDF (+/+) e (fa/fa)) e tempos (intermédio e final)

em avaliacdo (Fig. 44B e C).
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5.5 — Indices aterogénicos

A partir dos valores encontrados dos 4 parametros de perfil lipidico (colesterol total,
TGs, Col-LDL e Col-HDL), para os grupos em estudo e nos diferentes tempos de
apreciacdo, foram calculadas razbes que constituem indicadores de risco aterogénico,
designadamente: col-total/col-HDL, col-LDL/col-total e col-LDL/col-HDL. Os resultados
encontrados estdo expressos nas tabelas 11 (para os grupos controlo — ZDF (+/+)) e 12
(para os grupos diabéticos — ZDF (fa/fa)) no inicio do tratamento (semana 0) e apds 12 e

18 semanas de estudo.

Tabela 11 — indices aterogénicos dos ratos ZDF (+/+) com e sem sitagliptina as 8, 20 e 26 semanas de idade
(no inicio do tratamento e apds 12 e 18 semanas de tratamento).

R ZDF (+/+)
ParamEtrO - - - - - - - - - - - -
Sem sﬂaghptma Sltagllptma To Sltagllptma Te Sltagllptma TL
Tempo inicial (8 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,65+ 0,07 n.a. n.a. n.a.
Col-LDL/Col-total 0,27 £ 0,04 n.a. n.a. n.a.
Col-LDL/Col-HDL 0,43 + 0,06 n.a. n.a. n.a.
Tempo intermédio (20 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,93+0,18 1,76 £0,01 1,74 + 0,06 n.a.
Col-LDL/Col-total 0,27 £ 0,06 0,24 £ 0,07 0,26 £ 0,07 n.a.
Col-LDL/Col-HDL 0,51 £0,07 0,42 £0,12 0,44 £0,01 n.a.
Tempo final (26 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,82 +0,07 1,62 +0,02* 1,80 £ 0,02 1,77 £ 0,06
Col-LDL/Col-total 0,27 £0,03 0,19 + 0,05* 0,20 £ 0,02 0,23 £ 0,02
Col-LDL/Col-HDL 0,51 +0,06 0,43 0,06 0,35 £ 0,02* 0,41 £0,03

As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), = (P<0,01), = (P<0,001) e comparam 0s
grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+). n.a. — nao aplicavel.
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No inicio do estudo ndo se registaram diferencas significativas entre os ratos controlo
ZDF (+/+) e os ratos diabéticos ZDF (fa/fa) na tabela 11 e 12. Todavia, no tempo
intermédio verificou-se uma reducdo tendencial nos 3 indices para os grupos controlo sita
Toe Tg Vs controlo sem sita (tabela 11). Estas diferencas acentuaram-se no tempo final, em
especial para o grupo sita Ty vs sem sita (tabela 11).

Em relacdo ao efeito da sitagliptina nos ratos diabéticos ZDF (fa/fa), verificou-se no
tempo intermédio um aumento, ainda que apenas tendencial, da razdo col-total/col-HDL
nos grupos sita Ty e sita Ts vs sem sita (Tabela 12). No tempo final, houve uma tendéncia
generalizada para uma reducédo dos indicadores aterogénicos nos 2 grupos com sita To e Tg
VS sem sita, ainda que apenas tenha atingido significado estatistico, a reducdo de col-
total/col-HDL no sita Ty (Tabela 12).

Tabela 12 — indices aterogénicos dos ratos ZDF (fa/fa) com e sem sitagliptina as 8, 20 e 26 semanas de idade
(no inicio do tratamento e ap6s 12 e 18 semanas de tratamento).

R ZDF (fa/fa)
Parametro - - - - - - - - - - - -
Sem sitagliptina Sltagllptma Ty Sltagllptma Ts Sltaglletlna T
Tempo inicial (8 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,70 £ 0,02 n.a. n.a. n.a.
Col-LDL/Col-total 0,26 £0,03 n.a. n.a. n.a.
Col-LDL/Col-HDL 0,45 £ 0,04 n.a. n.a. n.a.
Tempo intermédio (20 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,51+£0,13 1,69 £ 0,08 1,63 +£0,03 n.a.
Col-LDL/Col-total 0,21 + 0,005 0,18 +0,02 0,22 + 0,02 n.a.
Col-LDL/Col-HDL 0,33 +0,03 0,25 + 0,07 0,35+0,03 n.a.
Tempo final (26 semanas)
Col-total/Col-HDL 1,77 £0,06 1,53 £0,01** 1,65 0,07 1,64 +0,02
Col-LDL/Col-total 0,23 £ 0,02 0,20 + 0,03 0,19 £ 0,002 0,25 +0,02
Col-LDL/Col-HDL 0,36 £ 0,04 0,31 +£0,04 0,30 £ 0,009 0,43 £0,03

As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), = (P<0,01), ~ (P<0,001) e comparam 0s
grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (fa/fa).
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6 — Funcéo renal

6.1 — Trofismo renal

O peso dos rins (esquerdo e direito) foi avaliado as 20 e 26 semanas de idade, assim
como, também foi calculado a razéo deste com a massa corporal de cada rato, de forma a
compreender melhor o aumento dos érgdos. Tanto ao tempo intermédio, como ao tempo
final, os 3 grupos controlo com sitagliptina mostram-se bastante proximos do grupo de

comparagdo, ZDF (+/+) sem sita (Tabela 13).

Tabela 13 — Trofismo dos rins dos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa) com e sem sitagliptina as 20 e 26 semanas de
idade (ap6s 12 e 18 semanas de tratamento).

ZDF (+/4)

Paréametro (g) o o o o
Sem snagllptma Sltagllptlna Ty Sltagllptma T Sltaglletma Ty,

Tempo intermédio (20 semanas)

Rins (D+E) 2,39 0,08 2,20 +0,08 2,63+ 0,02 na.
Rins / Mfflsggg:orpora' 6,11 +0,15 5,75 +0,14 6,03 +0,14 na.
Tempo final (26 semanas)
Rins (D+E) 2,56 + 0,04 2,65 + 0,04 2,51 40,07 2,45+ 0,06
Rins / Mfflsg%:(’rpora' 5,71+ 0,07 5,93+ 0,16 5,63 + 0,15 5,69 + 0,18
ZDF (fa/fa)

Parametro (g) L L S L
Sem sitagliptina Sitagliptina T, Sitagliptina T, Sitagliptina T

Tempo intermédio (20 semanas)

Rins (D+E) 3,25+0,26 2,77 +0,09% 2,96 + 0,07 na.
Rins / M("‘flsg3)corp°ra' 8,82+0,73 7,40 + 0,23%* 7,58 +0,16* na.
Tempo final (26 semanas)
Rins (D+E) 3,02+ 0,09 3,01+0,11 3,57 + 0,18%%* 3,15+0,05

Rins / Massa Corporal

(*10%) 8,42 +£0,42 9,63 £0,35* 10,29 £ 0,17*** 8,42 +0,40

- m— = ——
As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), ~ (P<0,01), (P<0,001) e comparam 0s
grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+) e (fa/fa).
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Nos ratos diabéticos ZDF (fa/fa), os dois grupos com sita T € T N0 tempo intermédio
mostram uma diminuicdo no peso dos rins, que é depois confirmada com a também
diminuicdo da razdo rins/massa corporal (Tabela 13). No tempo final, verificou-se um
perfil inverso nos mesmos grupos com sita, a apresentarem uma razdo rins/massa corporal
bastante mais elevada, principalmente no grupo (fa/fa) sita T¢ (Tabela 13).

6.2 — Creatinina

Na figura 45A ¢ apresentado a evolucao da creatinina sérica ao longo do estudo para
0s grupos ZDF (+/+) e ZDF (fa/fa) sem sita, observando-se um comportamento inverso
entre estes dois grupos. Com efeito, enquanto no grupo ZDF (+/+), a creatinina aumenta de
uma forma bastante linear ao longo do estudo, j& com valores superiores aos do grupo ZDF
(fa/fa) no tempo intermédio, no grupo diabético ocorreu uma reducdo, a partir do tempo

intermédio, que € estaticamente inferior ao controlo (+/+) no tempo final (Fig. 45A).
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Figura 45 — Niveis séricos de Creatinina nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — evolugéo ao longo do periodo
experimental dos ratos sem sita; [5} — niveis no tempo intermédio (semana 20); [ — niveis no tempo final do
estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ° T1, vs. To e Tig vs. T1o; ~ com sitagliptina vs.
sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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No tempo intermédio, a sitagliptina ndo tem qualquer efeito nem em ratos ZDF (+/+)
nem em (fa/fa) (Fig. 45B). Contudo, no tempo final, verificou-se nos grupos diabéticos

com sita To e Tg um aumento significativo, vs ZDF (fa/fa) sem sita (Fig. 45C).

6.3 — Ureia

Os niveis séricos de ureia dos ratos diabéticos (sem sita) mostram um perfil bastante
semelhante aos niveis de creatinina, diminuindo numa fase mais avancada da doenca, o
que é, caracteristico da diabetes (Fig. 46A). Os ratos controlo ndo mostram alteracdes
destes valores ao longo do estudo, nem mesmo quando lhes é administrado a sitaglipitna
(Fig. 46A, B e C). No tempo final, apenas o grupo ZDF (fa/fa) sita T1,, foi capaz de
promover uma diminuicdo significativa, vs sem farmaco, para valores idénticos aos
registados nos ratos controlo (Fig. 46C).
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Figura 46 — Niveis séricos de Ureia nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — evolugdo ao longo do periodo
experimental dos ratos sem sita; [E} — niveis no tempo intermédio (semana 20); [ — niveis no tempo final do
estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T1, vs. Toe Tig vs. T1; ~ com sitagliptina vs.
sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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7 — Funcéo pancreatica

7.1 — Trofismo do pancreas

Na avaliacdo do trofismo do pancreas e da influéncia da sitagliptina nos dois tipos de
ratos ZDF (+/+) e (fa/fa), observamos que no tempo final os 3 grupos controlo com sita
tinham a razdo pancreas/massa corporal superior, vs ZDF (+/+) sem sita, mostrando assim,
um pequeno aumento do pancreas, apenas com significado estatistico no grupo ZDF (+/+)
sita To (Tabela 14). No grupo ZDF (fa/fa) T¢ verificou-se um aumento significativo do peso
do pancreas, vs ZDF (fa/fa) sem sita (Tabela 14).

Tabela 14 — Trofismo do pancreas dos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa) com e sem sitagliptina as 26 semanas de
idade (ap6s 18 semanas de tratamento).

L ZDF (+/+)
Orgéo () o L L T
Sem sitagliptina Sitagliptina T, Sitagliptina Tg Sltagllptma TL
Tempo final (26 semanas)
Pancreas 0,87 £0,05 1,09 +0,09* 1,02 + 0,08 0,92 + 0,08

Pancreas / Massa

**
Corporal (*103) 1,93+0,10 2,44 +£0,19 2,28 £0,20 2,17 £0,16
Orgao (g) - o _ZDF (fa/fa)_ o o
Sem sitagliptina Sitagliptina T, Sitagliptina Tg Sitagliptina Ty,
Tempo final (26 semanas)
Pancreas 0,79 £ 0,03 0,71+ 0,06 0,99 + 0,05* 0,76 £ 0,04

Pancreas / Massa

*k*k
Corporal (*10% 2,19+0,04 2,25+0,13 2,92+0,10 2,06 +0,10

As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), = (P<0,01), = (P<0,001) e comparam 0s
grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+) e (fa/fa).
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7.2 — a - amilase sérica

No tempo inicial, os niveis de alfa-amilase eram ja inferiores no grupo ZDF (fa/fa)
sem sita, vs ZDF (+/+), tendo sofrido uma diminuigéo a partir das 20 semanas de idade e
mantendo-se até ao final do estudo. Os ratos controlo iniciaram e finalizaram o estudo com
concentracdes de alfa-amilase mais elevadas que os diabéticos, porém ao tempo intermeédio
verifica-se uma ligeira diminuicdo (Fig. 47A). O ligeiro decréscimo no grupo ZDF (fa/fa)
nas ultimas 6 semanas, podera dever-se a um agravamento da doenca nesta fase (Fig. 47A).

No tempo intermédio e final a sitagliptina aumentou os niveis desta enzima
pancreatica em todos os grupos em estudo (ratos controlo e nos ratos diabéticos) (Fig. 47B
e C).
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Figura 47 — Niveis séricos de alfa-amilase pancreatica nos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa). [} — evolugdo ao longo
do periodo experimental dos ratos sem sita; [} — niveis no tempo intermédio (semana 20); [€ — niveis no
tempo final do estudo (semana 26). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T vs. Toe Tig vs. T1p; ~ com
sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou
trés letras.
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8 — Hemograma e agregacao plaquetar

8.1 — Hemograma

No tempo inicial (8 semanas de idade), verificava-se j& um aumento, ainda que
tendencial, de alguns parametros hematolégicos (GVs, HGB, HCT, CVE e PLT) no grupo
ZDF (fa/fa) sem sita vs ZDF (+/+) (Tabelas 15 e 16). Esta tendéncia manteve-se no tempo
intermédio e no tempo final, com excepcdo do PLT, que no tempo intermédio era superior
no grupo ZDF (+/+), sendo idénticos no tempo final (Tabelas 15 e 16).

Os ratos controlo ZDF (+/+) sem sita, no tempo intermédio, quando comparados com
os do tempo inicial, observa-se um ligeiro aumento de todos os parametros analisados no
hemograma (Tabela 15). Ainda no tempo intermédio, ndo se verificaram diferencas entre
0s grupos ZDF (+/+) com sita e o grupo (+/+) sem sita. Semelhante padrdo foi encontrado
o tempo final (Tabela 15).

Com valores bastante semelhantes aos dos controlos, e da mesma forma que estes,
também os diabéticos apresentam valores ligeiramente mais elevados no tempo intermédio,
qguando comparados com os do tempo inicial. Neste tempo intermédio, parametros como
RBC (hemécias), HGB (hemoglobina), HCT (hematdcrito) e PLT (plaquetas) aparecem
aumentados nos grupos sita T e Ts, em relagdo ao grupo sem sita, apesar de nem todos
terem significado estatistico.

No tempo final, as alteracGes observadas ficaram mais esbatidas, ndo se registando
diferencas significativas entre os 3 grupos com sita (To, Ts € T12) VS sem sita, e apenas se
verificando uma reducdo significativa do nimero de plaquetas no grupo ZDF (fa/fa) sita
T1, (Tabela 16).
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Tabela 15 — Pardmetros analisados no hemograma dos ratos controlos (ZDF (+/+)) com e sem sitagliptina as
8, 20 e 26 semanas de idade (no inicio do tratamento e ap6s 12 e 18 semanas).

ZDF (+/+)

Parametro
Sem sitagliptina Sitagliptina Ty Sitagliptina T Sitagliptina TL
Tempo inicial (8 semanas)
GVs (10%pL) 6,37+ 0,10 na. na na
HGB (g/dL) 12,10 £ 0,58 n.a. n.a. n.a.
HCT (%) 34,00 +0,51 n.a. n.a. n.a.
VCM (fL) 53,40 £ 0,17 n.a. n.a. n.a.
CVE (g/dL) 14,47 £0,19 n.a. n.a. n.a.
PLT (10%/uL) 790,30 + 16,60 n.a. n.a. n.a.
Tempo intermédio (20 semanas)
GVs (10%/uL) 7,40 £0,09 7,51 +£0,07 7,70 £0,20 n.a.
HGB (g/dL) 13,25 £ 0,05 13,75+ 0,15 13,65 £ 0,35 n.a.
HCT (%) 37,40 £ 0,40 38,25+ 0,45 39,50 + 1,00 n.a.
VCM (fL) 50,65 + 0,05 50,90 + 0,10 51,35 + 0,05 n.a.
CVE (g/dL) 15,40 £ 0,20 15,40 £ 0,30 15,80 £ 0,00 n.a.
PLT (10%uL) 950,00 + 42,00 1030,00 + 74,50 996,50 + 10,50 n.a.
Tempo final (26 semanas)
GVs (10°/pL) 6,95+ 0,11 6,87 + 0,15 6,70 + 0,17 6,98 + 0,09
HGB (g/dL) 12,45+ 0,27 12,48 + 0,26 12,13+ 0,36 12,57 +0,14
HCT (%) 34,77 £0,62 34,63 £0,75 33,88 0,74 35,23+0,34
VCM (fL) 50,03 + 0,26 50,43 £ 0,30 50,58 + 0,39 50,45 £ 0,37
CVE (g/dL) 15,92 £0,20 15,83 £ 0,27 1545 +0,16 15,68 £ 0,35
PLT (10%/uL) 861,30 + 17,23 878,80 + 23,37 855,50 + 27,45 751,30 + 49,92*

- m— - = ——
As diferencas significativas sdo representadas por = (P<0,05), ~ (P<0,01),

grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+).

(P<0,001) e comparam 0s
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Tabela 16 — Pardmetros analisados no hemograma dos ratos diabéticos (ZDF (fa/fa)) com e sem sitagliptina
as 8, 20 e 26 semanas de idade (no inicio do tratamento e ap6s 12 e 18 semanas).

ZDF (fa/fa)

Parametro
Sem sitagliptina Sitagliptina Ty Sitagliptina T  Sitagliptina T&
Tempo inicial (8 semanas)
GVs (10%pL) 6,85+ 0,24 n.a. n.a. n.a.
HGB (g/dL) 13,05 + 0,55 n.a. n.a. n.a.
HCT (%) 36,50 + 1,4 n.a. n.a. n.a.
VCM (fL) 53,35+ 0,15 n.a. n.a. n.a.
CVE (g/dL) 15,10 + 0,30 n.a. n.a. n.a.
PLT (10%/uL) 877,50 + 101,50 n.a. n.a. n.a.
Tempo intermédio (20 semanas)
GVs (10°/uL) 7,58 £ 0,26 8,23 £0,23* 8,22 £ 0,12* n.a.
HGB (g/dL) 13,55 0,35 14,45 0,39 14,55 + 0,32 n.a.
HCT (%) 39,45+ 0,65 41,98 + 1,30 43,00 £ 0,98 n.a.
VCM (fL) 52,00 £0,90 50,98 £ 0,53 52,28 £ 0,50 n.a.
CVE (g/dL) 16,50 £ 1,00 16,45 £ 0,85 15,53 +£0,20 n.a.
PLT (10%pL) 680,50 + 134,50 870,30 +40,43* 878,00 + 41,34* n.a.
Tempo final (26 semanas)
GVs (105/uL) 7,27 +0,19 7,22 £0,16 7,44 +0,17 7,45+0,14
HGB (g/dL) 13,02 £0,32 12,98 £ 0,26 13,38 £0,34 13,27 £0,26
HCT (%) 36,78 £ 0,82 36,73 0,69 38,40 £ 0,86 38,31+0,95
VCM (fL) 50,62 = 0,27 50,85 + 0,82 51,63 £ 0,05 51,39 £0,37
CVE (g/dL) 16,18 £ 0,35 16,50 £ 0,56 15,70 £0,34 16,41 +£0,24
PLT (10%/uL) 835,2 +32,77 735,8 +32,51* 7435 + 19,65 863,6 + 30,20

As diferencas significativas sio representadas por = (P<0,05),
grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (fa/fa).

m
(P<0,01),

(P<0,001) e comparam 0s
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8.2 — Agregacao plaquetar

Nos grupos ZDF (+/+) e (fa/fa) sem sitagliptina ndo se verificaram diferengas
significativas, nem no tempo intermédio nem no tempo final, tanto para ADP como para
Colageénio, apesar de um valor tendencialmente superior nos ratos diabéticos, vs controlos
(Fig. 48).

Ao analisarmos o efeito da sitagliptina na agregagdo plaquetar, observamos que esta
produz alguns efeitos positivos nos grupos controlo e diabético. Com efeito, na
estimulacdo com ADP verificou-se uma reducdo da agregacdo plaquetar para todos os
grupos com sitagliptina (To, Ts € T12) controlo vs sem sita, havendo também uma reducéo
no grupo diabético com sita Tp vs 0 seu homdlogo sem sita (Fig. 48A). Em relacdo a
agregacao plaquetar em sangue total estimulada com colagénio, verificou-se uma reducéo
tendencial nos grupos controlo com sita, sobretudo aqueles que iniciaram tratamento no Tg
e no Ty, vs 0 seu controlo, e uma reducdo, também tendencial, nos grupos diabéticos com

sita, principalmente no Ty e Tg vs ZDF (fa/fa) sem sita (Fig. 48B).

201

Agregacéao plaquetar (U)
5 &

Agregacéo plaquetar (U)
q

Q © Q ©
Qe SR . A ° < A 2 <&
it o Controlos ZDF (+/+) Diabéticos ZDF (fa/fa)
Controlos ZDF (+/+) Diabéticos ZDF (falfa) I i ! .
—ee] Sitagliptina (10mg/Kg) Sitagliptina (10mg/Kg)
Sitagliptina (10mg/Kg) Sitagliptina (10mg/Kg)

Figura 48 — Valores de agregagéo plaquetar dos ratos ZDF (+/+) e (fa/fa), no tempo final. [} — com ADP (1
uM); [ — com Colagénio (5 pg/ml). As diferencas significativas sio representadas por =~ (P<0,05),
(P<0,01), ™ (P<0,001) e comparam os grupos com sitagliptina vs grupo sem sita (+/+) e (fa/fa).

145 |



Resultados

9 — Marcadores de estado redox
9.1 — Peroxidacéo lipidica (MDA)
9.1.1 — Em soro

Inicialmente (To; 8 semanas de idade), os ratos controlos e diabéticos apresentavam
valores de malondialdeido (MDA) bastante proximos, que se mantiveram mais ou menos
constantes ao longo das semanas de estudo nos ratos ZDF (+/+). O mesmo ndo acontece no
grupo ZDF (fa/fa), que regista um aumento da peroxidacdo lipidica, sobretudo no tempo

final (T1g; 26 semanas de idade) (Fig. 49A).
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Figura 49 — Concentragdo sérica de malondialdeido (via TBARS) nos ratos ZDF controlos (+/+) e diabéticos
(fa/fa). ] — evolugéo ao longo do periodo experimental dos ratos sem sita; [£] — no tempo intermédio; [ — no
tempo final. Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T1, vs. To e T1g vs. T1o; ~ com sitagliptina vs. sem
sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.
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A concentracdo sérica de MDA, no tempo intermédio e final ndo mostra grandes
alteracdes entre os diferentes grupos controlo com e sem sita (Fig. 49B e C). Contudo, nos
ratos diabéticos verifica-se um aumento no tempo intermédio no grupo ZDF (fa/fa) sita Tg
vs grupo sem sita (Fig. 49B), equiparando-se os 4 grupos diabéticos no tempo final (Fig.
49C).

9.1.2 — Tecidular

Foram avaliados os niveis de MDA nos seguintes tecidos dos grupos em estudo:
figado, coracdo e rim, no tempo intermédio e final (Fig. 50) e pancreas e musculo, apenas
no tempo final (Fig. 51). Em nenhum dos 3 tecidos avaliados nos dois tempos (T; e Ty)
(figado, coracéo e rins) se observaram diferencas entre os valores de MDA nos ratos ZDF
(fa/fa) sem sita vs ZDF (+/+) sem sita (Fig. 50). Os 6rgdos avaliados apenas ao tempo final
(masculo e pancreas) mostraram niveis de MDA significativamente inferiores nos
diabéticos (Fig. 51).

Em relacdo ao efeito da sitagliptina, no tempo intermédio, as concentracdes de MDA
nos 3 6rgdos avaliados (figado, coracdo e rins) ndo mostraram muitas variagdes, vs 0S
respectivos grupos sem sita. Enquanto no figado e nos rins apenas se verifica uma ligeira
diminuicdo no grupo diabético sita Ty vs sem sita, no coracdo a diminuicdo é observada no
grupo com o mesmo tempo de administracdo mas controlo, ou seja, ZDF (+/+) sita Ty vs
(+/+) sem sita (Fig. 50A, C e E).

Nos ratos sacrificados as 26 semanas (tempo final), a sitagliptina parece demonstrar
mais alteracdes. Na figura 50B, representativa do figado, verificou-se um pequeno
aumento nos grupos ZDF (+/+) sita Tg, ZDF (fa/fa) sita Ty e ZDF (fa/fa) sita Ts, quando
comparados com 0s seus respectivos grupos sem sita, ZDF (+/+) e (fa/fa), respectivamente.
Todavia, o grupo diabético sita T1, € 0 que demonstra melhores resultados, pois mostra
uma diminuicdo bastante significativa (Fig. 50B). No MDA quantificado no coracao,
também as 26 semanas, observa-se um aumento nos ratos diabéticos com sitagliptina Tg e
uma diminuicdo nos dois grupos com sita T, ZDF (+/+) e (fa/fa), tendo o ultimo um
significado estatistico mais eminente (Fig. 50D). O farmaco nos rins parece apenas ter tido
efeito positivo, ao nivel da peroxidagéo lipidica, nos ratos diabéticos e nos grupos sita T e

T, verificando-se neste Ultimo uma vez mais, uma drastica diminuigéo (Fig. 50F).
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Figura 50 — Concentragdo de malondialdeido (via TBARS) em diferentes tecidos e tempos, nos ratos
controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). Representa: [} — o figado no tempo intermédio; - o
figado no tempo final; [§ — o coragfo no tempo intermédio; [B] — o coracéo no tempo final; [ — os rins no
tempo intermédio; @ os rins no tempo final. Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); P T, vs. Toe Tig Vs.
T; ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para
uma, duas ou trés letras.

No péancreas e musculo dos ratos controlo sita Tg e Ty, as concentragdes de MDA
revelam-se diminuidas em relacdo ao grupo controlo sem sita, enquanto o grupo diabético
sita T1 volta a diminuir significativamente, mostrando que a sitagliptina pode ter muito
bons resultados quando administrada numa fase mais avancada da doenca (Fig. 51A e B).
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Figura 51 — Concentracdo de malondialdeido (via TBARS) em diferentes tecidos dos ratos controlos (ZDF
(+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)), no tempo final (26 semanas de idade). Representa: [ — o pancreas; E}- o
musculo. As diferencas significativas sdo representadas por * (fa/fa) vs. (+/+); = com sitagliptina vs. sem
sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou trés letras.

9.2 — Estado antioxidante total

Os valores encontrados para a capacidade antioxidante total (TAS) para o grupo
controlo (sem sita) ndo diferem significativamente ao longo de todo o periodo
experimental. O mesmo ndo acontece com o grupo diabético que, para além de mostrar
valores mais elevados que o controlo, demonstra uma ligeira diminuigdo nas primeiras
doze semanas do estudo e um aumento a partir desse tempo intermédio até ao final (Fig.
52A).

Em relacdo ao efeito da administracdo da sitaglipitina, no tempo intermédio os valores
de TAS ndo sofreram alteracdes estatisticamente significativas, sendo que as 20 semanas a
sitagliptina ndo mostra resultados positivos nos grupos diabéticos e ndo diabéticos sita Ty e
T, ainda que parega haver um aumento tendencial nestes grupos vs ZDF (fa/fa) sem sita
(Fig. 52B).
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Figura 52 — Estado antioxidante total (TAS) sérico nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF
(fa/fa)). [ — evolugio ao longo do periodo experimental; [F — representagdo do tempo intermédio (20
semanas);.ﬁ — representago do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T1, vs.
To e Tis vs. Ty ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001,
respectivamente para uma, duas ou trés letras.

No tempo final, os resultados mostram-se em concordancia com o MDA de alguns
tecidos, uma vez que, apesar de se verificar um ligeiro aumento no grupo controlo sita Ty,
verifica-se uma diminuic¢do do TAS nos ratos diabéeticos com sita Ty, reflectindo assim um

efeito positivo na avaliagdo das defesas antioxidantes (Fig. 52C).
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9.3 — Malondialdeido (MDA)/Estado Antioxidante Total (TAS)

Ao estudarmos o razdo MDAJTAS nos diferentes grupos controlo e diabético,
observamos que os valores sdo bastante préximos entre si, mesmo quando comparados nos
diferentes tempos de estudo, mostrando que houve uma compensacdo das variacGes de
peroxidacao lipidica, através de um aumento de antioxidantes (Fig. 53A, B e C).

Os valores de MDA/TAS no tempo inicial sdo superiores nos ratos ZDF (+/+) vs
ZDF (fa/fa) sem sita. Este padréo é invertido até ao tempo final, ainda que a diferenga néo
seja estatisticamente significativa (Fig. 53A).

Em relacdo ao efeito do farmaco, verificou-se a existéncia de valores tendencialmente
superiores em todos os grupos diabéticos vs controlo, mas sem alterages com significado

estatistico com sita vs sem sita, nem nos controlos nem nos diabéticos (Fig. 53B e C).
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Figura 53 — Razdo MDAJ/TAS nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). [} — evolucéo ao
longo do periodo experimental; [5] — representacdo do tempo intermédio (20 semanas); [ — representacdo do
tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: ® (fa/fa) vs. (+/+); T, vs. Toe Ty vs. Ty com
sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para uma, duas ou

trés letras.
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9.4 — 3-Nitrotirosina (3-NT)

A producéo de espécies reactivas de nitrogénio, avaliada pela concentragdo serica de
3-NT, encontrava-se aumentada nos ratos ZDF (fa/fa), relativamente ao seu controlo ZDF
(+/+), ao longo do estudo (Fig. 54A). Nos grupos diabéticos e controlos com sita, ndo se

observaram alteracdes significativas entre os diferentes tempos de administracao, tanto no

tempo intermédio como no tempo final (Fig. 54B e C).
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Figura 54 — Concentracdo sérica de 3-NT nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). [ —
evolugdo ao longo do periodo experimental; [E — representagio do tempo intermédio (20 semanas); E—
representacdo do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: ® (fa/fa) vs. (+/+); ® Tip vs. To e Tig Vs.
T, com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para

uma, duas ou trés letras.
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10 — Perfil inflamatdrio
10.1 — Avaliacéo dos niveis de adipocitocinas
10.1.1 — Adiponectina

Relativamente a concentracdo sérica de adiponectina, os ratos ZDF (+/+) sem sita ndo
sofreram alteracdes significativas nos trés tempos avaliados, sendo os seus valores sempre
superiores aos observados no grupo ZDF (fa/fa). Estes ratos diabéticos sem sitagliptina,
entre as 8 e as 20 semanas, sofreram uma descida dos niveis de adiponectina que se
manteve até ao final do estudo (Fig. 55A).
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Figura 55 — Concentragdo sérica de Adiponectina nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)).
I — evolugdo ao longo do periodo experimental; [£] — representagdo do tempo intermédio (20 semanas); @ —
representacdo do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® T1, vs. To € Tyg Vs.

Ty; ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para
uma, duas ou trés letras.
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Nos tempos intermédio e final, os 3 grupos controlo com sitagliptina ndo mostraram
alteracdes nos seus niveis quando comparados com o grupo (+/+) sem sita (Fig. 55B e C).
Contudo, nos grupos diabéticos sita T e Tg 0s valores da adiponectina eram superiores ao
seu grupo sem sita, no tempo intermédio, pois no tempo final ndo se observaram alteragdes

entre os diferentes grupos (Fig. 55B e C).

10.1.2 — Interleucina-1p (IL-1p)

Na avaliacdo das citocinas pro-inflamatdrias, verificou-se que os niveis de IL-1 nos
ratos ZDF (fa/fa) foram sempre constantes ao longo do estudo e superiores aos niveis
encontrados nos ratos controlo (+/+), ambos sem sita (Fig. 56A).

No tempo intermédio, observamos que 0s grupos com sitagliptina ndo tiveram
qualquer efeito nos valores da IL-1p, tanto para ratos diabéticos como para controlos (Fig.
56B). Apenas no tempo final, se verificou um aumento desta citocina nos grupos ZDF

(fa/fa) e (+/+) sita Tg e uma tendéncia em diminuir do grupo diabético sita Tq, (Fig. 56C).
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Figura 56 — Concentragdo sérica de IL-1( nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). [ —
evolugdo ao longo do perfodo experimental; [ — representagdo do tempo intermédio (20 semanas); [@ —
representacdo do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: ® (fa/fa) vs. (+/+); ® T vs. To e Tig Vs.
Ti; ~ com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para

uma, duas ou trés letras.

10.1.3 — Interleucina-6 (I1L-6)

Na continuidade da avaliagdo das citocinas pro-inflamatdrias, observamos que o0s
niveis de IL-6 dos ratos diabéticos, no tempo inicial (8 semanas) e intermédio (20
semanas), eram superiores aos valores dos ratos controlo, ainda que sem significado
estatistico. Este perfil inverte-se ao tempo final e os niveis dos ZDF (fa/fa) passam a ser

inferiores ao seu grupo de comparacéo (Fig. 57A).
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No tempo intermédio todos os grupos avaliados ZDF (+/+) e (fa/fa) com sitagliptina
ndo mostraram alteracdes (Fig. 57B). No tempo final apesar de ndo ter havido alteracdes
estatisticamente significativas, no grupo ZDF (fa/fa) sita Ts verificou-se uma ligeira

tendéncia em aumentar os niveis séricos de IL-6 (Fig. 57C).
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10.1.4 — Factor de necrose tumoral-o (TNF-a)

No grupo controlo ZDF (+/+) e no grupo diabético ZDF (fa/fa), ambos sem sita, 0s
niveis séricos de TNF-a nao sofreram variagdes ao longo do periodo experimental, tendo

0s ratos diabéticos valores significativamente mais altos que os ndo diabéticos (Fig. 58A).

-®- ZDF (+/+) sem sita
-#- 7DF (fa/fa) sem sita

IN
=]
J

w
o
1

TNF-a (pg/ml)
3

=
o
1

0+t T T T
8(To) 14.(Te) 20 (T12) 26 (T1g)

idade (semanas)

601 40-
= = 309
£ 401 £E )
g g
5 S 204
N :
d o0l d
[ = 10
0 0-
L «0 &Q) 1 L &Q ,\(O 'l L &Q &b &';]/ T | &0 &6 '\'{'L ']
" Controlos ZDF (+/+) = Diabéticos ZDF (fa/fa) " Controlos ZDF (+/+) Diabéticos ZDF (fa/fa)
] I I 1 I |
Sitagliptina (10mg/Kg)  Sitagliptina (10mg/Kg) Sitagliptina (10mg/Kg) Sitagliptina (10mg/Kg)

Figura 58 — Concentragéo sérica de TNF-a nos ratos controlos (ZDF (+/+)) e diabéticos (ZDF (fa/fa)). [\ —
evolugdo ao longo do periodo experimental; [E| — representagio do tempo intermédio (20 semanas); [@ —
representacdo do tempo final (26 semanas). Significancia estatistica: * (fa/fa) vs. (+/+); ® Ti, vs. To e Tig Vs.
T, com sitagliptina vs. sem sitagliptina (intra-grupo). P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente para
uma, duas ou trés letras.
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No tempo intermedio verifica-se uma diminui¢do dos valores de TNF-a nos ratos
controlo (+/+) sita Ty vs sem sita. O mesmo ja ndo aconteceu com os ratos controlo (+/+)
sita Tg, que mostram 0s seus niveis de TNF-o muito mais elevados que o seu grupo
respectivo sem sita (Fig. 58B). Nos ratos diabéticos, o grupo sita T6 apresenta um perfil
inverso ao mesmo grupo controlo, observando-se uma diminuigdo da concentracdo sérica
de TNF-a (Fig. 58B). Apesar de todas estas alteragdes entre grupos no tempo intermédio,
nenhuma mostra significado estatistico.

No tempo final, enquanto os grupos controlo com sitaglipitina (T, T € T12), VS (+/+)
sem sita, ndo mostram alteracdes em relacdo a concentracdo sérica desta adipocitocina, no
grupo diabético sita T6, verificou-se uma diminuicdo dos seus valores e um aumento no

grupo (fa/fa) sita T1y, vs (fa/fa) sem sita, todos com significado estatistico (Fig. 58C).

10.2 — Avaliacéo de proteinas de fase aguda

10.2.1 — Proteina C reactiva (PCR)

Os niveis de PCR dos ratos diabéticos sem sita sofreram um aumento até as 20
semanas, acabando por se manterem até a Gltima semana de estudo (semana 26). O mesmo
perfil & observado nos ratos controlo, mas com niveis superiores aos ratos diabéticos,
apesar de com excepcdo no tempo final, onde os niveis do grupo ZDF (fa/fa) séo

ligeiramente superiores (Fig. 59A).
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uma, duas ou trés letras.

No tempo intermédio, verificou-se uma ligeira diminui¢cdo nos grupos diabéticos sita
To e T, apesar de sem significado estatistico (Fig. 59B). O mesmo acontece no tempo final
com estes grupos diabéticos com sita, tendo significado estatistico nos grupos ZDF (fa/fa)
sita Tg € T1» (Fig. 59C). Quanto aos controlos com sitagliptina, ndo se observaram
alterac6es nos dois Gltimos tempos analisados, tempo intermédio e tempo final (Fig 59B e
C).
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Discussao

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é a doenga com maior crescimento no mundo e a
principal causa da crescente morbilidade e mortalidade cardiovascular. Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial de Salde, prevé-se que em 2030 haja 300 milhdes de
doentes diabéticos em todo o mundo. Em Portugal, esta “epidemia do século XXI” toma
também proporcdes preocupantes, pois 11,7% da populacéo portuguesa é diabética.

A patogénese da DMT2 caracteriza-se por uma desordem endocrina e envolve
anomalias no metabolismo da glicose e lipideos, incluindo a secrecéo irregular de insulina
das células 3 e a resisténcia a actividade desta hormona. Sendo esta a defini¢dao abreviada
desta patologia, na verdade a DMT2 abrange uma série de outras interaccGes e
contribuicbes para o desenvolvimento da doenca. A susceptibilidade genética e ambiental,
sobretudo baseada no aumento da esperanca de vida, nas alteracGes na dieta e na actividade
fisica, respectivamente, resulta no aumento da obesidade e da sindrome metabolica
(Korenblum e col., 2005; Gerstein e col., 2006; Yache e col., 2006; Hanefeld e col., 2007,
Schwarz e col., 2007). A nivel molecular, a libertacdo de diversas hormonas e factores
inflamatorios pelo tecido adiposo estabelecem a ligacdo entre a obesidade e a diabetes,
havendo uma contribuicdo clara do excesso de gordura visceral e do desequilibrio
oxidativo para o desenvolvimento da insulino-resisténcia (Bornstein e col., 2000; Ehrhart-
Bornstein e col., 2003; Lamounier-Zepter e col., 2006; Ulgen e col., 2008; Mlinar e col.,
2007).

Apesar dos grandes avan¢os na medicina durante os Ultimos anos, a cura para a DMT2
ainda parece inatingivel, o que valoriza o estudo de outras formas de prevencdo do
crescimento desta doenca, bem como do retardamento da sua progresséo.

Os beneficios para a saude resultantes de uma dieta e pratica do exercicio fisico
regular sdo multiplos e de tal modo diversificados que podera afirmar-se que nenhum
sistema organico escapa a sua influéncia. A sindrome metabdlica, a obesidade, a doenga
cardiovascular e a diabetes figuram entre as patologias que beneficiam com estas
alteracfes do estilo de vida. Contudo, a evolugdo natural da DMT2 torna esta medida
insuficiente para o tratamento da doenca. E, desta forma, a estratégia terapéutica passa a
contemplar medidas farmacol6gicas. Consoante as necessidades do diabético e a fase da
doenga em que se encontra, é adoptado um regime terapéutico singular ou com associagoes

de diferentes agentes antidiabéticos, de modo a fazer um controlo da glicemia e uma
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correccdo ““fisiologica” da resisténcia a insulina e das anomalias verificadas na sua
secrecao.

Actualmente, existe ja uma considerdvel variedade de escolhas farmacologicas com
diferentes mecanismos de ac¢do, como 0 aumento da secre¢do de insulina pelo pancreas
(sulfonilureias), a diminuicdo da libertagdo de glicose pelo figado (metformina), a
diminuigdo da absor¢do gastrintestinal de hidratos de carbono (inibidores de a-glucosidase)
ou estimuladores da sensibilidade a insulina (metformina e tiazolidinediona). Apesar do
nimero de agentes antidiabéticos existentes, alguns apresentam algumas limitacdes,
designadamente sob a forma de efeitos adversos, como 0 aumento de peso
(tiazolidinediona), a hipoglicemia (sulfonilureias, insulina) ou a intolerancia gastrintestinal
(metformina).

Embora nas ultimas décadas o tratamento se tenha destinado a reduzir/controlar a
hiperglicemia, actualmente o foco comeca a mudar, virando-se para uma preservacdo e
regeneragdo das células B e prevencdo das complicacdes macro e microvasculares
associadas a doenca (Meier, 2008 e Reichard e col., 1993). Assim, surgiram os analogos de
GLP-1 que, para além da capacidade de diminuir a HbAlc e o peso, tentam melhorar a
fungdo das células B pancreaticas, apesar do risco de hipoglicemia ¢ a inconveniéncia da
administracdo intravenosa. Contudo, outros alvos surgiram de modo a aperfeicoar este
tratamento antidiabético. Incluidos neste grupo estdo os inibidores da dipeptidil peptidase
IV (como a sitagliptina), que parecem ter o potencial de aumentar a ac¢do da insulina nos
tecidos alvo, estimular o catabolismo das gorduras e hidratos de carbono, diminuir a
producdo de glicose endogena e aumentar a neogénese das células B e a sua secrecdo de
insulina estimulada por glicose (Jain, 2008).

Podendo a sitagliptina ser uma grande promessa na terapéutica da diabetes tipo 2,
tivemos como objectivo entender em que fase da doenca - pré-diabetes, diabetes ou
diabetes avancada - este farmaco poderia ser mais eficaz, ndo apenas no controlo
glicémico, mas também na preservagdo das células . Neste contexto, tentamos avaliar a
eficacia da sitagliptina na prevencdo e progressdo da DMT2 e das perturbacdes a ela
associadas, procurando desvendar e entender alguns dos mecanismos bioquimicos e
fisiopatolégicos de evolucdo da doenca e, sobretudo, a forma como o fa&rmaco poderia
prevenir, designadamente ao nivel da inflamac&o e stresse oxidativo.

Porém, a realizacdo destes estudos no homem é dificil e dai a necessidade de recorrer a

modelos animais que, ao possibilitarem a monitorizagdo das condi¢Ges ambientais, a
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recolha de sangue e a colheita de 6rgdos e tecidos, permitem uma investigagdo mais
detalhada dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a doenca e, consequentemente, da
sua prevencdo ou tratamento. Embora os resultados assim obtidos ndo possam ser
directamente extrapolaveis para o0 homem, eles constituem, sem duvida, uma abordagem de
grande utilidade para o estudo da patologia, suas complicacdes e eficicia da terapéutica.
Desta forma, iniciimos o presente estudo com a caracterizagdo do modelo

experimental escolhido e, em seguida avaliamos os efeitos da sitagliptina.

a) Caracterizagdo do modelo experimental de DT2 e progressdo da doenca

Como foi anteriormente descrito, 0 modelo animal utilizado para o estudo da diabetes
foi o rato Zucker Diabetic Fatty (ZDF). Estes animais tém origem dos ratos Zucker obesos
e possuem uma mutacdo espontanea no receptor de leptina, ou seja, no gene fa (Philips e
col., 1996), que estd associado a obesidade. De acordo com a literatura, os ratos ZDF
obesos que apresentam o genotipo (fa/fa) exibem uma série de anomalias metabdlicas
(hiperlipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina), cardiovasculares e renais, sendo
que, 0 aparecimento destas disfuncfes é progressivo. Estes ratos apresentam nas primeiras
duas semanas de vida um metabolismo lipidico anémalo, seguido de uma hiperinsulinemia,
uma intolerancia a glicose e hiperglicemia e uma resisténcia periférica a insulina (Peterson
e col., 1990). A resisténcia a insulina acontece em duas fases: na primeira desenvolvem
hiperinsulinemia e, numa segunda fase, uma insulinopenia relativa com diminuigdo da
massa das células B pancreaticas. Desta forma, este tipo de ratos consegue reproduzir 0s
diferentes estadios da diabetes humana. A escolha dos ratos ZDF (+/+) para grupo controlo
foi feita com base em alguns parametros que se mantém normais, COmo 0 peso, 0S niveis
de glicose e insulina, bem como o perfil lipidico (Liao e col., 1997; Lee e col., 2000).

Os tempos de estudo foram seleccionados de acordo com estudos prévios, e assim,
escolheu-se como ponto de partida as 8 semanas de idade, pois nesta idade 0s animais ja
apresentavam hiperinsulinemia e hiperglicemia moderadas. De acordo com estudos
anteriores do nosso grupo, as 14 semanas de vida, com a alimentacdo diabetogénica, 0s
ratos atingiriam o pico de hiperinsulinemia, encontrando-se numa fase pré-diabética. A
escolha das 20 semanas foi feita por ser o momento, de acordo com o estudo prévio, de
caracterizacdo da diabetes, uma vez que os animais estdo em insulinopenia. Contudo, no

estudo anterior ndo foi possivel esclarecer com exactiddao se os ratos na semana 20 ja
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teriam atingido uma fase de diabetes sustentada, uma vez que a insulinopenia encontrada
foi ainda muito moderada. No sentido de avaliar uma maior desregulacdo metabdlica,
acompanhada por uma disfun¢do das células B pancreaticas, prolongou-se 0 estudo até as
26 semanas.

Neste nosso ensaio, procedeu-se ao longo das semanas de estudo, a avaliacdo do peso
corporal e do perimetro abdominal, de modo a que este Gltimo parametro servisse como
referéncia a gordura abdominal. Os ratos controlo ZDF (+/+) mostram um crescimento
uniforme ao longo de todo o tratamento, enquanto nos ratos diabéticos ZDF (fa/fa), a
massa corporal e o perimetro abdominal, j& ligeiramente superiores as 8 semanas,
evoluiram muito acentuadamente numa fase inicial, o que € caracteristico da
obesidade/diabetes. Tal como acontece nos humanos, numa fase mais avancada da diabetes
(sensivelmente a partir das 14 semanas) os ratos diabéticos diminuiram ligeiramente de
peso e de gordura abdominal sem causa aparente, sendo este um dos principais “sintomas”
da doenca ja instalada.

Apesar destes ratos diabéticos diminuirem de peso numa fase mais avancada da
doenga, ndo mostram alteracbes na sua alimentagdo, comendo sempre quantidades
constantes de comida diabetogénica a partir de uma pré-diabetes. No entanto, constata-se
que a partir da semana 14/15 de estudo ha uma estabilizacdo, ou mesmo reducdo, da
quantidade de comida ingerida pelos ratos diabéticos, ao contrario dos controlos, o que
coincide com o periodo a partir do qual o peso e o perimetro abdominal comecam a
diminuir.

Em relacdo a pressdo arterial, verificou-se que os ratos diabéticos apresentavam
valores superiores aos dos ratos controlo, no fim do tratamento. Este dado esta de acordo
com o panorama no humano, uma vez que a diabetes, a obesidade e a
hiperglicemia/hiperlipidemia séo factores de risco para o0 desenvolvimento de hipertenséo
arterial, pelas implicacdes tanto a nivel vascular como cardiaco que estes factores
determinam.

Os indicadores de trofismo cardiaco estavam aumentados nos ratos diabéticos
sacrificados as 20 semanas relativamente aos controlos, o que estd associado a
perturbacdes do foro cardiovascular. Contudo, verificou-se que no tempo final os valores
se equipararam, o que poderd ficar a dever-se a uma faléncia da capacidade de
compensacdo cardiaca numa fase mais avancada da diabetes, e que coincidiu com uma

reducdo do peso dos animais, eventualmente por degradagédo funcional acentuada.
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Relativamente ao perfil glicémico, logo nas primeiras semanas avaliadas (com 11
semanas de idade) os ratos diabéticos apresentam valores de glicose significativamente
superiores aos dos ratos controlo. Esta hiperglicemia vai-se acentuando ao longo do tempo,
com um grande aumento por volta da semana 17, e ligeiras oscilagGes até ao tempo final,
enquanto os ratos controlo permanecem normoglicémicos. Este perfil confirma trabalhos
anteriores do nosso grupo (Teixeira de Lemos e col, 2009). Também os valores de HbAlc,
no tempo final, confirmam estes dados e validam o nosso modelo animal de diabetes tipo
2. Contudo, em relacdo a insulina os dados sdo mais curiosos, uma vez que no tempo
inicial ja se observa um hiperinsulinemia, ocorrendo uma perda da fungdo das células 8
pancreaticas observada, na semana 20, pela insulinopenia relativa que se vai acentuando
até ao final do estudo (semana 26). Esta insulinopenia severa observada nos ratos
diabéticos ao tempo final é acompanhada pelo elevado indice de insulino-resisténcia,
avaliado pelo HOMA-IR. Tendo em conta os resultados do estudo anterior, e oS agora
obtidos, podemos afirmar que no tempo inicial (8 semanas) ja existia uma hiperglicemia e
hiperinsulinemia, que se agravam até a semana 14 (Teixeira de Lemos e col, 2009),
momento a partir do qual os valores da glicemia estabilizam, ndo obstante a queda
acentuada na insulina. Ou seja, a insulinopenia relativa e a correspondente insulino-
resisténcia desenvolvem-se de forma mais clara entre a semana 14 e a 17, atingindo-se um
quadro de declarada diabetes, com insulinopenia severa e insulino-resisténcia, as 20

semanas de idade (Fig. 60).
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Figura 60 — Relac@o dos niveis de glicemia e de insulina ao longo do estudo.
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De acordo com o esperado, e confirmando os dados anteriores, também o perfil
lipidico se encontra alterado nos diabéticos. Com efeito, ja no tempo inicial se constata
uma dislipidemia, com valores elevados de colesterol total e de TGs nos ratos diabéticos,
vs controlos. Este padrdo agrava-se ao longo do tempo, acentuando a hiperlipidemia, que €
caracteristica da diabetes, com excepcdo dos valores de TGs que, apesar de sempre
superiores aos dos ratos controlo, sofrem uma ligeira reducdo no tempo intermédio (20
semanas de idade), voltando a elevar-se no tempo final.

A este perfil de disglicemia e dislipidemia estdo associadas anomalias metabdlicas e
resisténcia a insulina. O facto de existir insulino-resisténcia no tecido adiposo, traduz-se
num aumento de AG em circulacdo, explicada no capitulo | da introducdo. Este excesso de
AG livres possui a capacidade de se acumular, dando origem ao figado gordo. De acordo
com Marchesini e Forlani (2002) o aumento do peso do figado em ratos ZDF (fa/fa),
relativamente aos seus controlos ZDF (+/+), parece estar relacionado com a acumulagéo de
gordura. Com efeito, a nivel hepatico os AG livres aumentam o seu conteudo em
triglicerideos que se acumulam e provocam insulino-resisténcia hepatica, estimulando a
neoglucogénese e a saida de mais glicose para a circulacdo. Por outro lado, a acumulacéo
dos AG ao nivel do musculo esquelético conduz a uma diminuicéo da utilizacdo da glicose,
por inibicdo da sua oxidagdo e/ou por inibicdo da sinalizacdo insulinica.

Também os rins sdo alvo desta patologia, cuja faléncia e disfuncdo é observada no
aumento do peso do 6rgédo e nos valores séricos de creatinina e ureia. No tempo inicial a
concentracdo de ureia era ja superior nos ratos diabéticos vs controlo. Contudo, verifica-se
um ligeiro agravamento até as 20 semanas de idade, havendo depois uma acentuada
reducdo entre a semana 20 e a 26, para valores iguais aos dos ratos controlo. Um
comportamento semelhante foi observado para a creatinina sérica, sugerindo uma
acentuada nefrotoxicidade neste estadio da diabetes (depois da semana 20). Tendo em
conta que os diabéticos apresentam como uma das principais complicacdes a nefropatia
diabética, o que também foi constatado nestes animais em trabalhos anteriores, seria de
esperar um aumento da creatinina sérica, que é usado como marcador para a
lesdo/insuficiéncia renal. Os nossos resultados mostram um valor superior ao controlo logo
no tempo inicial, que se inverte na semana 20, o que devera ficar a dever-se aos valores
nédo esperados de creatinina nos ratos controlo, e que deverdo ser objecto de confirmagao
futura. Considerando o perfil de outros dados ja relatados (glicemia e insulinemia),

poderemos especular sobre a possibilidade de um agravamento dos valores de creatinina na
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semana 14 (o que ndo foi avaliado neste trabalho), depois decrescendo acentuadamente até
ao tempo final, coincidindo com a fase de deteorizacdo organica. De qualquer forma,
trabalhos posteriores deverdo ter em atencdo estes indicadores, tanto mais quanto a
observacdo macroscopica do rim no dia do sacrificio dos animais era suficientemente
reveladora da existéncia de nefropatia. Uma outra possivel explicacdo para estes valores
reside no papel do musculo esquelético nos niveis de creatinina sérica, tida como um
metabolito da creatina que, por sua vez, € quase exclusivamente de origem no musculo
esquelético. Tal como equacionado por Harita e col. (2009), uma redugdo da creatinina
sérica podera reflectir um menor volume de mdsculo esquelético. Sendo este um dos
principais alvos periféricos da insulina, e estando a resisténcia a insulina associada ao
desenvolvimento da DMT2, uma diminuicdo da massa muscular podera explicar a reducao
de creatinina sérica com o agravamento da diabetes, por um lado, e a insulino-resisténcia
devido ao menor nimero de alvos para a insulina, por outro. Esta associacao foi observada
em diabéticos japoneses (Harita e col., 2009), e parece também poder ser explicada pelos
nossos dados, uma vez que se verificou uma concordancia entre a reducdo dos valores de
creatinina e a redugdo de massa corporal entre a semana 20 e 26.

Assim, os ratos ZDF (fa/fa) utilizados exibiram: obesidade, com aumento de perimetro
abdominal até a semana 14-15, com posterior perda de peso, eventualamente por
degradacdo acentuada resultante de um estado de diabetes agravado; hiperglicemia,
crescente ao longo das semanas do estudo e confirmada pelos valores de HbAlc no tempo
final; hiperinsulinemia logo no tempo inicial (8 semanas) mas evoluindo rapidamente para
insulinopenia sugestivo de rapida degradacdo da funcdo pancreética; disfuncdo ao nivel
renal, demonstrada pelos niveis séricos de ureia e creatinina; hipercolesterolemia,
confirmada pelos niveis elevados de colesterol-total e colesterol-LDL e
hipertrigliceridemia, evidenciada pelos valores de TG.

Para além do papel desempenhado ao nivel da insulino-resisténcia periférica, os AG
poderdo ainda ser responsabilizados pela diminui¢do da funcdo das células f pancreaticas e
até mesmo apoptose, que ocorrera num estadio mais avancado da DMT2. Nos ratos
diabéticos observa-se uma diminuicdo da massa pancreatica, numa fase mais avancada da
doenca, e presumivelmente associada a uma disfuncdo do 6rgdo e a uma insulinopenia
(Vesterhus e col., 2008). Os valores de a-amilase em soro eram inferiores aos dos ratos
controlo, com excepcao do tempo intermédio, onde se observou uma ligeira diminuicao

nos ratos controlo. A o-amilase sérica € geralmente usada como um marcador de
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lesdo/disfuncdo pancreética, razdo pela qual esperariamos um aumento nos ratos diabéticos
em relacdo aos controlos, o que ndo se verificou. Ainda que estes valores devam ser
confirmados posteriormente, até porque outros parametros (nomeadamente a evolucdo dos
niveis de insulina) sugerem disfuncdo das células B pancreaticas, outras explicagcdes podem
ser equacionadas. Com efeito, niveis reduzidos desta enzima séo detectados em individuos
obesos, 0 que podera explicar os resultados por nos alcancados.

Aparentemente, existirdo varias explicacdes para as alteracdes existentes ao nivel das
células B pancredticas, como a glicotoxicidade, o incremento de espécies reactivas de
oxigenio e azoto e possiveis fendmenos inflamatdrios.

O stresse oxidativo indica a acumulacdo intracelular de espécies reactivas de oxigénio
e de azoto e tem sido implicado em numerosas patologias como a aterosclerose, as
complicacdes microvasculares da diabetes, a apoptose das células B pancredticas
(Robertson, 2006; Evans e col., 2003; Brownlee, 2005) e as diferentes formas de insulino-
resisténcia (Evans e col., 2002; Evans e col., 2005).

A comparacdo dos parametros de equilibrio oxidativo entre os animais diabéticos ZDF
(fa/fa) e o seu grupo controlo ndo diabético, ZDF (+/+), mostra um aumento de dano
originado pelo ataque dos compostos oxidantes aos lipideos da membrana. Este aumento
da peroxidacao lipidica (MDA) e das espécies reactivas de nitrogénio (3-NT) ao longo do
tempo foi acompanhado por uma acrescida producéo de espécies antioxidantes (TAS) ja no
tempo inicial, eventualmente para compensar a agressao oxidativa, que se manteve ao
longo do tempo. Esta resposta antioxidante podera justificar a ndo existéncia de niveis
superiores de peroxidacdo lipidica, em comparacdo com os dos ratos controlo, na maioria
dos tecidos avaliados.

Na procura de outras causas da desregulacdo metabodlica verificada no modelo de
DMT?2 utilizado, consideramos a inflamacdo, onde avalidamos algumas adipocitocinas
(adiponectina, IL-6 e TNF-a) e a proteina de fase aguda (PCR).

Ao contrario das citocinas pro-inflamatérias séricas e tal como no nosso estudo, a
adiponectina representa niveis diminuidos nos ratos diabéticos. Os factores que intervém
na diminuicdo dos niveis ndo sdo ainda totalmente conhecidos, sabendo-se, no entanto, que
0s seus niveis circulantes tém sido inversamente correlacionados com os niveis de AGL e
de TG (Punyadeera e col., 2005), com o peso corporal e com as concentracGes de insulina
(Maeda e col., 2001; Combs e col., 2002). Os niveis dos mediadores inflamatorios
avaliados (TNF-a, IL-1B e IL-6), apresentam-se aumentados neste modelo de DMT?2,
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contribuindo 0 TNF-a para a insulino-resisténcia. Os resultados obtidos em todos os
parametros séricos de avaliacdo de inflamacdo sugerem que as maiores diferencas
relativamente aos ratos diabéticos sdo observadas na fase de uma diabetes ja estabelecida,
uma vez que, apesar do ndo agravamento dos parametros pro-inflamatérios, hd uma
marcada reducéo da concentracdo de adiponectina. Em relagdo a PCR, nos ratos diabéticos
verificou-se um aumento acentuado entre o tempo inicial (8 semanas) e o tempo
intermédio (20 semanas), mantendo-se depois sensivelmente constante até ao tempo final
(26 semanas). Tendo em conta que este € um marcador de fase aguda da inflamacdo, esta
variacdo esta de acordo com um agravamento progressivo destes mecanismos ao longo do
desenvolvimento da diabetes. No entanto, o perfil idéntico encontrado nos ratos controlo,
que por ser inesperado devera ser oportunamente confirmado, retira algum significado a

variacdo encontrada nos diabéticos.

b) Avaliacdo do papel da sitagliptina na DMT?2

Sabendo que a sitagliptina parece ser util na prevencdo e tratamento do
dismetabolismo diabético, fomos avaliar os efeitos provocados por este farmaco em
diferentes fases da diabetes, tendo um grupo iniciado a administra¢do as 8 semanas, numa
fase em teoria ainda pré-diabética, outro iniciado as 14 semanas numa fase de clara
hiperglicemia e eventual inicio de resisténcia a insulina, e por fim, um Gltimo grupo com
sitagliptina apenas quando esta instalada uma diabetes avangada, a partir das 20 semanas
de idade.

A partir dos resultados obtidos, observamos que a sitagliptina ndo leva a alterac6es do
peso corporal e perimetro abdominal, enquanto ratos com um metabolismo normal.
Todavia, num diabético este farmaco em diferentes tempos parece mostrar diferentes
efeitos, pois a administracdo de sitagliptina iniciada as 8 (ZDF (fa/fa) sita Ty) semanas
mostrou uma ligeira diminuicdo do peso e perimetro abdominal, enquanto no grupo
diabético sita Te, esta parece néo ter tido qualquer efeito, uma vez que os valores destes
parametros se encontrarem sempre bastante proximos ao grupo sem sita. O melhor perfil
foi observado no grupo ZDF (fa/fa) sita T12, no qual o peso e o perimetro abdominal se
mantiveram até a semana 26 sempre constantes, sem chegar a apresentar a diminuicdo do
peso que é uma das caracteristicas de um estadio avancado da diabetes. Tendo sido este o

grupo diabético que apresentou uma massa corporal mais elevada, também foi o que
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mostrou quantidades mais elevadas de comida ingerida, durante as semanas de
administracdo do farmaco. Nos outros dois grupos de ratos diabéticos com sita (sita T e
Ts), observaram-se quantidades sempre bastante proximas ao grupo de comparacdo, ZDF
(fa/fa) sem sita. Apenas, se verificou uma pequena descida do consumo na semana 20, em
ambos 0s grupos, provavelmente como resultado de alguma perturbacdo pontual.

De acordo com o panorama humano, também os ratos diabéticos utilizados
apresentavam os factores de risco (hiperlipidemia, obesidade e hiperglicemia) para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial. Desta forma, a sitagliptina parece ter tido um
papel importante na diminuicdo dos valores de P.A. em todos os grupos diabéticos,
eventualmente por uma diminuicdo das implicac6es a nivel vascular e cardiaco associadas
a doenca. Provavelmente este efeito se deve aos niveis elevados de GLP-1, que exibem
efeitos protectores a nivel cardiaco em modelos animais (Baggio e Drucker, 2007) e, na
verdade, 0s nossos resultados indicadores de trofismo cardiaco dos ratos diabéticos com
sita, no tempo intermédio, se mostravam inferiores em relacdo ao grupo sem sita, 0 que nos
permite dizer que a este tempo a sitagliptina consegue diminuir as perturbacdes a nivel
cardiovascular. Contudo, no tempo final, os grupos diabéticos ndo mostram diferengas
entre si, 0 que podera dever-se a uma grande faléncia da capacidade de compensacdo
cardiaca e uma degradacdo funcional acentuada, que a sitagliptina é incapaz de corrigir,
visto se tratar de uma fase mais avancada da diabetes.

O melhor controlo glicémico pela sitagliptina foi observado quando administrada
apenas as 20 semanas, mostrando ser mais eficaz quando fornecida num estadio mais
avancado da doenca. Como confirmacdo destes resultados da glicemia, é somente neste
tempo que a HbAlc demonstra valores inferiores aos dos ratos diabéticos sem farmaco.
Contudo, verifica-se que a reducdo € ainda pequena, o que podera dever-se ao curto espacgo
de tempo entre a administracdo de sitagliptina e a medicdo de HbAlc (entre a semana 20 e
26) ou a um efeito reduzido do farmaco, apesar da reducdo concludente de glicemia o
desmentir. Apenas na semana 26 se verifica um novo aumento de glicose sérica neste
grupo com sitagliptina a partir do T1,, 0 que deixa ddvidas se se trata de uma perturbagéo
pontual ou de um efeito hipoglicémico muito transitorio. Esta melhoria do perfil glicemico
poderd ser consequéncia do aumento da ac¢do da GLP-1 que, por sua vez, estimula a
sintese de glicogénio, assim como a captacdo de glicose nos adipocitos e hepatdcitos e

diminui a producéo hepatica de glicose (Baggio e Drucker, 2007).
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Também é no tempo final que se observa uma tentativa da sitagliptina em aumentar de
forma moderada os niveis de insulina no grupo diabético sita Ti,, VS grupo sem sita. Esta
variacdo é concordante com a reducdo, uma vez mais modesta, da resisténcia a insulina
neste grupo, avaliada pelo HOMA-IR. Este parametro registou uma diminui¢do no grupo
diabético sita To e 0 aumento no grupo ZDF (fa/fa) sita Ts, que estdo associados a uma
ligeira diminuicdo e a um aumento, respectivamente, dos niveis de insulina, quando
comparados com o grupo (fa/fa) sem sita. Ainda assim, e até pelo perfil de insulina
encontrado no tempo intermédio, sem variagdo em nenhum dos grupos (diabético sita Ty e
Te), reforca a ideia ja expressa de melhor efeito da sitagliptina quando administrada numa
fase mais avancada da diabetes (20 semanas — sita Tip), uma vez que permite uma
diminuicdo importante da glicemia, acompanhada de uma correc¢do, ainda que moderada,
da HbAlc, da insulina e da resisténcia a insulina.

Ao nivel do perfil lipidico observaram-se resultados positivos nos animais diabéticos.
Relativamente ao colesterol-total, apesar de no tempo intermédio os grupos com
sitagliptina ndo terem conseguido diminuir os seus niveis, no tempo final o grupo diabético
sita Ty foi o Unico onde se verificou uma diminui¢do dos valores de colesterol. Contudo, no
tempo final, verificou-se que em todos os grupos diabéticos com sitagliptina, os niveis de
TG eram inferiores aos do grupo sem sita. Este panorama ja se faz sentir, no tempo
intermédio, com a diminuicdo dos niveis no grupo (fa/fa) sita To. A sitagliptina ndo mostra
qualquer efeito ao nivel do col-HDL, o que deve ser interpretado com algumas cautelas,
nomeadamente quando se pretende fazer uma extrapolacdo para 0 humano, uma vez que 0s
ratos nao possuem a enzima de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP). No que diz
respeito aos niveis de col-LDL, nos grupos diabéticos com sita Ty e T sdo inferiores ao
seu grupo de comparagdo, no tempo final. Assim, a sitaglipitna, principalmente quando
administrada desde uma fase inicial da diabetes, mostra uma correcgéo da dislipidemia.

Em relacdo a funcdo renal, a sitagliptina melhorou os niveis séricos de ureia,
normalmente elevados em diabéticos, quando administrada numa fase de diabetes ja
instalada e avancada, ou seja as 20 semanas de idade. Apesar de ndo ser significativa,
existe também uma tendéncia em diminuir no mesmo grupo (sita T12) nos ratos controlo.
Também em relacdo a creatinina, a sitagliptina parece ter tido um efeito positivo observado
numa fase final do estudo. Recentemente, surgiu a hipotese de niveis baixos de creatinina
séricos estarem relacionados com a perda de volume do musculo esquelético, grande alvo

da insulino-resisténcia e produtor desta proteina e, consequentemente, com o risco de
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diabetes tipo 2 (Harita e col, 2008). Assim, 0 mesmo parece acontecer no nosso estudo nos
ratos diabéticos, sendo atenuado pela administracdo de sitagliptina, que promoveu um
aumento dos niveis de creatinina.

A alfa-amilase é uma enzima envolvida na absor¢do de glicose pelo intestino, sendo
maioritariamente sintetizada pelo pancreas. Em situacdes de doenca pancredtica (como na
pancreatite aguda) € normal encontrar valores aumentados desta enzima, o que néo foi
verificado nos ratos diabéticos. No entanto, niveis reduzidos de a-amilase sdo encontrados
em obesos, 0 que podera encontrar paralelismo com as variagGes observadas nos ratos
diabéticos, vs controlo. Assim, a recuperacdo dos valores de a-amilase nos grupos (fa/fa)
com sitagliptina, tanto no tempo intermeédio (sita To e Tg) como no final (sita T € T12),
podera ser demonstrativa de alguma eficacia do farmaco no que concerne a melhoria da
funcéo pancreética.

Entre os pacientes diabéticos, a incidéncia elevada de complicacbes vasculares esta
relacionada com anormalidades na funcdo plaquetar (em resultado da elevada glicacéo),
nos factores da coagulacdo e na actividade fibrinolitica (o PAI-1 tem sido cada vez mais
implicado na patogénese da injaria vascular). Os niveis elevados de PAI-1 estdo
fortemente associados aos parametros da sindrome metabdlica: indice de massa corporal
elevado, aumento da gordura visceral, hipertensao arterial, hiperinsulinemia e dislipidemia
(Juhan-Vague e col., 2003). Assim, 0s nossos estudos mostram que nos diabéticos a
sitagliptina diminui a agregacao plaquetar, principalmente nos grupos cuja administragdo
de farmaco foi iniciada as 8 e 14 semanas de idade. Esta diminuicdo da funcdo plaquetar
estimulada pela sitagliptina é também verificada nos ratos controlo, reforcando a
probabilidade da gliptina ter um efeito benéfico a este nivel, e assim, a nivel do risco
cardiovascular.

Na avaliacdo do equilibrio oxidativo em soro observdmos que ndo existem alteragdes
nos grupos com sitagliptina, em relacdo aos parametros avaliados (MDA, TAS e 3-NT).
Assim, 0 aumento da formacdo das espécies reactivas de oxigénio e nitrogenio observado
nos diabéticos, vs controlos, resulta também num aumento dos niveis de antioxidantes.
Contudo, os valores de stresse oxidativo determinado nos orgéos, no tempo final, mostram
0 grupo sita T1, como o melhor momento para a diminui¢do da peroxidacg&o lipidica, visto
qgue os niveis de MDA em todos os 6rgdos avaliados se encontravam diminuidos,
provavelmente em resultado dos baixos niveis de glicemia e da resisténcia a insulina,

observada neste grupo. Os outros grupos ZDF (fa/fa) sita To e Tg ndo sO ndo tiveram
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efeitos idénticos aos do grupo sita T1,, como ainda agravaram os niveis de MDA, em
alguns orgaos.

No perfil inflamatorio, os niveis de adiponectina nos ratos diabéticos, vs os controlos,
encontravam-se diminuidos nos dois tempos avaliados. A sitagliptina apenas demonstrou
alteracbes benéficas no tempo intermédio, através do aumento dos niveis desta
adipocitocina nos grupos diabéticos sita To e Tg. Possivelmente devido ao aumento do
dismetabolismo associado a doenca, a sitagliptina no tempo final deixa de produzir este
efeito.

Para além da adiponectina, foram também avaliadas citocinas pro-inflamatorias,
encontrando-se sempre niveis séricos mais elevados nos ratos diabéticos. Desta forma, os
niveis de TNF-a dos ratos diabéticos apresentaram-se superiores aos seus controlos durante
todo o estudo. Neste pardmetro ndo se observaram muitas alteracdes significativas de
relevo entre os grupos diabéticos com sitagliptina, sendo apenas de realgar a reducao no
tempo final para o grupo sita Tg, enquanto o grupo sita T, apresentou niveis aumentados,
ao contrario do que seria eventualmente de esperar. Porém, com um perfil inverso ao TNF-
a, a IL-1p mostrou melhores resultados no grupo diabético sita T1,, quando se verificou
uma tendéncia em diminuir os niveis desta citocina, e um agravamento no grupo sita Tg por
aumento dos valores. Na avaliacdo da IL-6, este agravamento do grupo diabético sita T €
também observado no tempo intermédio e final.

Como que acompanhando o agravamento progressivo da diabetes, a proteina de fase
aguda (PCR) nos ratos diabéticos tende a aumentar ao logo do estudo. Enquanto no tempo
intermédio (as 20 semanas) a sitagliptina ndo mostrou qualquer efeito, no tempo final (26
semanas) os trés grupos diabéticos com sita (sita To, Te € T12) apresentam uma diminuicdo
desta proteina, mostrando alguma eficacia do farmaco numa fase de diabetes severa,

relativamente a este parametro.
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c) Resumo do efeito da sitagliptina nos trés tempos em avaliacao

Com o objectivo de estudar os trés tempos de administracdo de sitagliptina e,

consequentemente, avaliar o melhor efeito deste farmaco na prevencédo e/ou regressao da

DMT?2, tentdmos clarificar e simplificar todos os nossos resultados do tempo final, atraves

da representacdo esquematica da tabela 17.

Tabela 17 — Representacdo dos pardmetros avaliados nos trés grupos diabéticos com sitagliptina (ZDF (fa/fa)
sita Ty, Tg € T1y)), N0 tempo final.

Parametros
avaliados

Inicio da administracédo de sitagliptina

Massa corporal

Pressdo arterial

Perfil glucidico

Perfil lipidico

Funcdo renal

Funcéo pancreatica

Agregacéo plaquetar

Stresse oxidativo

Inflamagé&o

To (8 semanas) Ts (14 semanas) T12 (20 semanas)

Com excepgdo do HOMA-
IR - Meloria
Com excepgdo dos TG

sem alteracdes - Melhoria

sem alteragdes sem alteracdes sem alteragGes

Com excepgdo do Ti -

alteragoes|
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i) Sita T, (administracgdo iniciada as 8 semanas)

A sitagliptina, quando administrada as 8 semanas de idade, ou seja, numa fase de
Anomalia da Tolerancia a Glicose (ATG), mostrou alguns efeitos positivos, ndo sendo, no
entanto, o melhor perfil por nés estudado. Assim, este farmaco, quando introduzido desde
a fase de hiperglicemia e hiperinsulinemia moderada, consegue diminuir a hipertensao e,
pelo menos, até a uma fase de diabetes instalada (tempo intermédio) diminui também o
peso do coracdo e ventriculo esquerdo, contribuindo para a diminuicdo do risco
cardiovascular. Apesar da baixa insulino-resisténcia, como resultado dos niveis baixos de
insulina, a administracdo a este tempo ndo mostra qualquer efeito que merega algum
destaque ao nivel do perfil glucidico. No entanto, ao nivel do perfil lipidico este tempo €,
sem davida, o melhor, com baixos niveis de TG, col-total e col-LDL. Diminuindo o risco
de perturbagdes ao nivel vascular, este farmaco é também um bom anti-agregante plaquetar
desde o tempo inicial.

Apenas até ao tempo intermédio (20 semanas), a sitagliptina aumentou os niveis de a-
amilase, assim como 0s niveis de creatinina (huma fase final), demonstrando alguma
melhoria na fungdo pancredtica e renal. Quanto aos restantes parametros avaliados, a
sitagliptina ndo tém efeitos ao nivel do stresse oxidativo, quando administrada desde a fase
inicial, e no perfil inflamatorio, apenas se observou um aumento dos niveis de adiponectina
no tempo intermédio e diminuicdo da PCR no tempo final. Ou seja, quando uma diabetes
avancada é alcancada e, consequentemente, uma grande desregulacdo metabdlica, a
sitagliptina deixa de ter efeito na enzima pancreatica e nos niveis de adiponectina.

Desta forma, quando administrada desde uma fase pré-diabética a sitagliptina melhora,
a longo prazo, o perfil lipidico, a hipertensdo, a agregacao plaquetar e o perfil inflamatorio,

apenas ao nivel da PCR (Ty) e adiponectina (T;).
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ii) Sita T (administracdo iniciada as 14 semanas)

Este grupo cuja administracdo do farmaco foi iniciada numa fase de hiperinsulinemia e
hiperglicemia mais marcadas (as 14 semanas de idade), ndo mostrou qualquer alteracdo no
perfil glucidico e ao nivel do desequilibrio oxidativo. Tal como o grupo sita T, também
este tempo registou efeitos positivos no “combate” a hipertensao, na agregagao plaquetar e
na funcdo pancreatica. No perfil lipidico observou-se alguma melhoria, assim como no
perfil inflamatdrio, principalmente na capacidade em diminuir os niveis de TNF-o e da
PCR. Apesar de neste tempo também se observar uma diminui¢do da adiponectina, esta
apenas se verifica no tempo intermédio.

Assim, a sitagliptina quando administrada numa fase ainda de pré-diabetes, mas ja
com elevada hiperglicemia, hiperinsulinemia e, eventualmente, intolerancia a glicose com
insulino-resisténcia moderada, consegue obter melhorias ao nivel da pressao arterial, da
agregacao plaguetar, da funcdo pancreética e alguns efeitos positivos no perfil lipidico e

inflamatorio.

iii) Sita T1, (administracéo iniciada as 20 semanas)

A sitagliptina, quando administrada desde uma fase de insulinopenia relativa e,
previsivelmente, disfun¢do das células B, ou seja, num estadio de diabetes ja instalada,
apresenta o melhor perfil na melhoria das principais perturbacGes metabolicas
caracteristicas da DMT?2.

A sitagliptina iniciada a este tempo mantém o peso do diabético, impedindo a perda de
peso na fase final, diminui bastante os niveis de glicose, para valores similares ao dos
estadios iniciais, tentando uma homeostase a este nivel, assim como a HbAlc (de forma
mais moderada). Mais ainda, aumenta os niveis de insulina na fase da insulinopenia e
diminui a insulino-resisténcia.

Relativamente ao perfil lipidico, apenas melhorou os niveis de TG. No que diz
respeito & funcdo renal e pancreatica os resultados parecem ser melhores, com uma
diminuigdo de ureia ¢ aumento de a-amilase, respectivamente, e em sentido contrario ao

encontrado na evolucdo da diabetes nestes animais. Também ao nivel do risco
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cardiovascular tem efeitos que merecem alguma evidéncia, como a diminuigéo da pressao
arterial, apesar de ndo mostrar qualquer alteracdo na agregacéo plaquetar.

No stresse oxidativo tecidular, a sitagliptina quando administrada numa fase de
diabetes instalada, parece ser capaz de resultados muito positivos, diminuindo bastante a
peroxidacgdo lipidica, em todos os 6rgdos avaliados. Na inflamacéo, este grupo diminui os
niveis de PCR e mostra uma tendéncia para diminuir os valores de IL-1p e IL-6.

Assim, este grupo para aléem de mostrar melhorias em muitos dos parametros
avaliados conseguiu, principalmente, alcancar um bom controlo glicémico e uma

diminuicdo da peroxidacdo lipidica nos 6rgdos avaliados, como o pancreas.

d) Papel do controlo glucidico/lipidico na eficicia da terapéutica

Apesar do grande numero de antidiabéticos disponiveis no mercado e,
consequentemente, da variedade de mecanismos de acc¢do, o objectivo principal passa
sempre por obter um bom controlo glicémico. Deste modo, a sitagliptina € merecedora de
alguma importancia pois, para além de tentar obter um controlo glicémico, sem risco de
hipoglicemia, parece ter também alguma participa¢do na preservagao das células .

De forma sucinta, sdo basicamente os niveis plasmaticos de glicose e de AGL que, de
diferentes formas, determinam o perfil pro-inflamatério e de desequilibrio oxidativo
encontrado na diabetes tipo 2 (Fig. 61).

A hiperglicemia é o principal motor da formacdo de espécies reactivas de oxigénio e
de nitrogénio, assim como produtos avancados de glicacdo, que levam a um desequilibrio
oxidante/antioxidante. Este stresse oxidativo, para além de induzir lesbes a nivel celular,
também promove a diminuicdo da translocacdo de glicose pelo GLUT4 nos 6rgdos
periféricos, contribuindo desta forma para o aumento da IR.

Os niveis elevados de glicose tém também um papel importante no perfil inflamatério,
por estimulacdo de algumas citocinas inflamatorias e inibicdo da funcdo leucocitaria,

culminando muitas vezes na apoptose.
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Figura 61 — Esquema representativo dos desequilibrios associados a insulino-resisténcia e a hiperglicemia.

Porém, ndo é s6 o excesso de glicose leva ao stresse oxidativo, também o excesso de
AGL, por aumento do gradiente de protdes na mitocéndria, estimula a producdo de ROS.
Este aumento dos AGL é uma consequéncia da hiperglicemia, da insulino-resisténcia e da
elevada lipdlise. Os AG originam um aumento da resisténcia a captacdo de glicose
estimulada por insulina nos tecidos periféricos, assim como estimulam a invasdo dos
macrofagos no TA. Tanto os macr6fagos como os adipdcitos, nestas condigdes, libertam
citocinas pré-inflamatérias que tém a capacidade de contribuir para 0 aumento de AGL,
para o desenvolvimento de IR e da inflamacdo e, consequentemente,
células B. Adicionalmente, também a secrecao da adiponectina, dotada de actividades anti-

inflamatdrias e anti-diabéticas, se encontra diminuida. Como a resposta inflamatéria resulta

para a apoptose das
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da activacdo da transcricdo de NF-kB, e este se encontra envolvido nos mecanismos de
dano oxidativo, encontra-se explicada a associacdo da inflamagéo ao stresse oxidativo.
Desta forma, torna-se clara a importancia da glicemia no desenvolvimento da diabetes
e das suas complicacBes. Neste contexto, um bom controlo dos niveis de glicose é
fundamental para a prevencgdo ou melhoria do perfil inflamatdrio e do dano oxidativo. Com
base nisto, podemos afirmar que a sitagliptina, numa fase de diabetes severa, parece ser
mais eficiente no controlo glicémico e nos mecanismos associados, apesar de ainda ndo o
suficiente. A enorme variedade e quantidade de desregulagdes metabdlicas que os
diferentes estadios da diabetes tipo 2 envolvem, ajuda a justificar a grande “divergéncia”
dos nossos resultados. Contudo, mais estudos serdo necessarios para clarificar esta opcao
farmacoldgica, assim como a avaliacdo da eficacia de uma terapéutica combinada da

sitagliptina com outros antidiabéticos, nomeadamente com metformina.
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O trabalho realizado visou dois objectivos principais:
1- Caracterizagdo do modelo de diabetes tipo 2 e sua evolugdo ao longo do tempo;
2- Avaliacdo do melhor momento para iniciar a terapéutica com sitagliptina, tendo
em conta as 3 fases distintas da DMT2.
Estes objectivos foram perseguidos atraves de pardmetros de caracterizagao
metabolica geral (perfil lipidico e glucidico), cardiovascular, de carécter inflamatorio e de

equilibrio oxidativo.

1 - O modelo animal experimental ZDF (fa/fa) utilizado apresentou as seguintes
alteracgdes:
a) Aumento progressivo do peso corporal e abdominal, com decréscimo apos a

semana 20;

b) Desregulacao do perfil glucidico:

As alteragdes do perfil glucidico s@o caracterizadas por algumas variacfes ao
longo das semanas de estudo, que representam as diferentes fases da evolugdo da diabetes.
Assim, este modelo as 8 semanas de idade apresentava uma hiperglicemia e uma
hiperinsulinemia moderadas, com eventual intolerancia a glicose e insulino-resisténcia
ainda em fase inicial. As 20 semanas caracterizava-se por uma insulinopenia relativa e
hiperglicemia, que se foram acentuando até ao final do estudo (semana 26), com previsivel
agravamento da fun¢do das células  pancreaticas;

c) Dislipidemia, expressa por niveis elevados de colesterol e TG;

d) Hipertensao arterial;

e) AlteracOes da funcéo renal e pancredtica;

f)  Aumento da lesdo oxidativa;

g) Desregulagdo do perfil inflamatério, com diminuicdo dos niveis de
adiponectina (adipocitocina anti-inflamatoria) e aumento de algumas citocinas

pro-inflamatorias;
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2 - No que diz respeito a avaliagdo do efeito da sitagliptina verificou-se:

a) Nenhum dos tempos de administragdo foi totalmente eficaz na prevencdo da
evolucdo da diabetes;

b) A administracdo do farmaco nos tempos 0 e 6 semanas nao corrigiu a glicemia
tendo, no entanto, apresentado efeitos positivos no perfil lipidico e ao nivel da
hipertensao arterial e agregacao plaquetar;

c) A administracdo da sitagliptina no tempo 12 mostrou o melhor perfil glucidico,
com correccao da glicemia, da HbAlc, dos niveis e da sensibilidade a insulina,
e ainda ao nivel do dano oxidativo, com diminuigdo da peroxidacao lipidica em

todos os 6rgédos avaliados.

Em suma, constata-se que a sindrome diabética observada no modelo experimental
escolhido apresenta factores de risco cardiovascular, insulino-resisténcia e hiperglicemia
progressiva, com consequente desenvolvimento de stresse oxidativo e de inflamagéo
cronica.

A administracdo da sitagliptina a partir das 20 semanas, ou seja, a partir de uma fase
muito mais agravada da doenca, com uma insulinopenia relativa, com uma hiperglicemia
bastante instalada e j& com algumas perturbacfes associadas a diabetes, corrigiu o perfil
glucidico e alguns mecanismos associados. Contudo, este farmaco mostrou algumas
dificuldades em estabilizar alguns parametros avaliados, como o perfil glicémico. Neste
contexto, sdo necessarios mais estudos para clarificar as reais vantagens desta op¢éo
terapéutica, pondo a hip6tese de uma terapia combinada com outros antihiperglicémicos, ja

existentes no mercado.
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