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“Remember to look up at the stars and not down at your feet.

Try to make sense of what you see and wonder about what makes the universe exist. Be curious.
And however difficult life may seem, there is always something you can do and succeed at. It
matters that you don’t just give up.”

Stephen Hawking
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Figura 27

Figura 28

Figura 29
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Expressio do GLP-IR, em fundo gastrico isolado de rato,
quantificada por Western Blotting; W salino — rato Wistar administrado
com soro fisiolégico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200
pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com
soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido
(200 pug/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo; as diferencas estatisticas
foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK

salino.

Expressao da nNOS e da p-nNOS, em fundo gastrico isolado de rato,
quantificada por Western Blotting; W salino — rato Wistar administrado
com soro fisiolégico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200
pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com
soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido

(200 pg/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo.

Localizacdo celular do GLP-IR, em fundo gastrico isolado de rato,
determinada por Imunohistoquimica (DAB); O painel A refere-se a um
corte de pancreas isolado de rato GK salino, x200. O painel B refere-se a um
corte de fundo gastrico isolado de rato GK tratado com Liraglutido, x200. Os
painéis C e D referem-se a cortes de fundo gastrico isolado de rato Wistar
salino, X200 e x400 respetivamente. Visualizagdo da imunomarcagao do GLP-
IR a castanho, no ilhéu de Langerhans (1), nas células parietais das glandulas
fundicas (2), nas células musculares lisas (3), nas células ganglionares do plexo

nervoso (4) e nas células endoteliais de vasos sanguineos (5).
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Valores de E e pEC,, para os GLP-IRA em fundo gastrico

max
isolado de ratos Wistar e de ratos GK; E_, = contragio maxima em
mN de tensido; pEC;, = logaritmo negativo da concentragdo molar de GLP-
IRA necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = numero de
tiras de estdbmago / nimero de ratos de onde foram obtidas as tiras de
estdmago; os resultados estio apresentados como média + S.EM,; as

diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t de Student; * p <0,05 vs

GLP-1; # p <0,05 vs Wistar.

Efeito do antagonista seletivo do GLP-IR na resposta contritil de
fundo de estomago isolado de rato Wistar ao GLP-I; E_, = efeito
maximo em percentagem de contragdo induzida pelo GLP-1; pEC;, =
logaritmo negativo da concentragao molar de agonista que induz 50% do
efeito maximo; s/n = numero de tiras de estdbmago / nimero de ratos de
onde foram obtidas as tiras de estdbmago; os resultados estao expressos em
valores médios * S.E.M,; as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste

t de Student; * p <0,05 vs GLP-1.

Avaliacdo e comparacao do perfil bioquimico de ratos Wistar e
GK tratados e ndo tratados com Liraglutido; W salino — rato Wistar
administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com
Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki
administrado com soro fisiolégico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki
administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); os resultados
estao apresentados como média + S.E.M.; n = 4-8 por grupo; as diferengas
estatisticas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W

salino; # vs GK salino.
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Tabela 8

Tabela 9

Valores de E, ;, e pEC;, para o SNP em fundo gastrico isolado de
ratos Wistar e GK tratados e ndo tratados com Liraglutido; E_; =
resposta maxima de relaxamento em percentagem de inibigdo da contragio
induzida pelo Carbacol (CCh); pECy, = logaritmo da concentragio molar
de SNP necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = nimero de
tiras de estdomago / nimero de ratos de onde foram obtidas as tiras de
estdmago; os resultados estao apresentados como média + S.EM.; as
diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA seguido do teste de
Tukey de comparagbes mudltiplas; # p <0,05 vs Wistar (salino), Wistar
(Liraglutido) e GK (salino).

Valores de E, ;, e pEC;, para a NA em fundo gastrico isolado de
ratos Wistar e GK tratados e ndao tratados com Liraglutido; E_; =
resposta maxima de relaxamento em percentagem de inibigdo da contragio
induzida pelo Carbacol (CCh); pECy, = logaritmo da concentragio molar
de NA necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = nimero de
tiras de estdomago / numero de ratos de onde foram obtidas as tiras de
estomago; os resultados estdo apresentados como média + S.EM,; as
diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA seguido do teste de

Tukey de comparagdes multiplas; * p <0,05 vs Wistar (salino).
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RESUMO

O glucagon-like peptide | (GLP-1) corresponde a um dos principais, e mais recentes, alvos
terapéuticos para o tratamento da Diabetes Mellitus tipo Il, pois desempenha varias fungoes
metabdlicas benéficas para o tratamento desta patologia, tais como, a potenciagio da
secrec¢ao de insulina induzida pela entrada de nutrientes no organismo (“efeito incretina”), a
estimulacao da biossintese de insulina, a inibicdo da secrecao de glucagina e a melhoria da
funcao das células beta-pancredticas. O GLP-1 é também caraterizado por promover
cardioprotegao, induzir a saciedade, inibir o esvaziamento gastrico e a secregao acida
gastrica, e ainda, inibir a motilidade gastrintestinal através da ativagao de recetores (GLP-IR)
presentes em neurdnios entéricos e por via da libertagao de oxido nitrico.

Tém sido desenvolvidos novos farmacos agonistas do recetor do GLP-1 (GLP-1RA) que
mimetizam os efeitos do agonista endogeno e que sao resistentes a degradagao enzimatica
pela DPP-IV. Os GLP-1RA também tém sido aplicados na terapéutica da obesidade devido ao
efeito significativo desta classe farmacoldgica na inibicao do apetite e consequente perda de

peso.

O objetivo deste projeto consistiu no estudo do efeito dos GLP-IRA, GLP-I e
Liraglutido, sobre a motilidade gastrica e de que forma esta esta alterada na presenga da
diabetes tipo II.

Para esse fim, foram usadas tiras de fundo de estomago isolado de ratos Wistar (grupo
controlo) e Goto-Kakizaki (rato GK, modelo animal diabético do tipo Il nao obeso), com
dezasseis semanas de idade, para a realizagao de estudos funcionais de registo da contragao
isométrica de curvas cumulativas concentragao-resposta (CR) dos GLP-1RA (0,05 nM -

[ 11,1 nM) apos pré-contragao com carbacol 5 uM.

Ambos os GLP-1RA induziram contragao toénica, nio colinérgica e dependente da
concentragao, sendo que o GLP-| foi mais eficaz na indugao da contragao de fundo gastrico
isolado de rato GK comparativamente ao rato Wistar, enquanto os dois GLP-1RA foram
equivalentes no rato Wistar. Por outro lado, o Liraglutido foi o mais potente nos animais
controlo, sendo que ambos os GLP-1RA foram equipotentes nos animais diabéticos.

Comparando ambos os modelos animais, o GLP-1 foi mais eficaz em rato diabético

(comparado com rato Wistar). Este aumento de eficicia da resposta contratil ao agonista
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enddégeno pode relacionar-se com a tendéncia para o aumento da expressao do GLP-1R
observada por Western Blotting em lisados de fundo de estomago isolado de rato GK. O
aumento da expressao do recetor pode ser promovido pela patologia como mecanismo
compensatorio, uma vez que foi comprovada anteriormente por outro grupo de
investigadores a diminuicao dos niveis plasmaticos e pos-prandiais de GLP-1 em rato GK

(comparado com o rato Wistar).

Para a caracterizagao farmacologica da resposta contratil aos GLP-1RA, realizaram-se
segundas curvas CR ao GLP-I em tiras de estomago de ratos Wistar, na presenga e na
auséncia de 300 nM de Exendin-3 (antagonista seletivo do recetor do GLP-1) e curvas
cumulativas CR ao Liraglutido na presenca e na auséncia de 250 uM de N°-nitro-L-arginina
(L-NNA, inibidor nao seletivo da sintase do oxido nitrico), ambos adicionados ao banho de
orgaos trinta minutos antes da execugao das curvas.

Na presenga do antagonista Exendin-3, foi observada uma redugao estatisticamente
significativa (p <0,05) de 55% do efeito maximo de contragao induzida pelo GLP-1, sem
alteragao da poténcia, concluindo-se que a resposta contratil aos GLP-IRA é mediada
parcialmente pelo seu recetor especifico.

Na presenga do inibidor L-NNA, nao foram observadas alteragoes estatisticamente
significativas na resposta contratil ao Liraglutido, e portanto, esta nao parece ser dependente

da sintase do 6xido nitrico.

Procurando compreender melhor o observavel efeito contractil dos GLP-1RA na nossa
preparagao, procedeu-se a avaliagao do efeito do Liraglutido no relaxamento induzido por
um dador de oxido nitrico, o nitroprussiato de sédio e pela noradrenalina, em tiras de fundo
de estomago isoladas a partir de ratos Wistar e ratos GK tratados com o farmaco.

Para tal, animais com catorze semanas de idade foram divididos em quatro grupos: ratos
Wistar e ratos GK administrados com Liraglutido (200 pg/kg s.c.), duas vezes por dia e
durante catorze dias; paralelamente ratos Wistar e ratos GK foram administrados com soro
fisiologico NaCl 0,9% (grupo controlo). Foram realizadas medi¢oes diarias do peso corporal
e a ingestao calorica foi avaliada semanalmente. Os parametros bioquimicos, glicemia em
jejum (de seis horas), triglicerideos e colesterol total, e a sensibilidade periférica a insulina
foram avaliados no primeiro e no ultimo dia de tratamento com Liraglutido.

Apobs o tratamento e sacrificio dos animais, foram realizadas curvas cumulativas CR de

relaxamento isométrico ao SNP e a NA (0,01 uM - 631 pM) em tiras de fundo de estomago
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isolado de ratos Wistar e GK tratados e nao tratados com Liraglutido e pré-contraidas com
carbacol 5 uM.

Comprovamos que este GLP-IRA induziu melhorias no perfil glicémico e lipidico e na
sensibilidade periférica a insulina nos animais diabéticos sujeitos ao farmaco, e também,
redugao da ingestao calérica e perda de peso nos ratos tratados. Portanto, estes resultados
sao bons indicadores dos efeitos benéficos dos GLP-IRA para o tratamento da diabetes tipo

Il e da obesidade.

Quanto a resposta contratil do 6rgao isolado, uma diminuigao no relaxamento induzido
pelo SNP foi observada em ratos Wistar e GK tratados com Liraglutido (este efeito foi mais
acentuado nos animais controlo).

A perda de eficacia do efeito do SNP com o tratamento pode resultar de um possivel
efeito do Liraglutido na diminuicao da libertagao ou na degradagao do oxido nitrico, sendo
que um efeito direto do GLP-1RA sobre a sintese deste neurotransmissor é improvavel, uma
vez que nao foram observadas alteragoes significativas na expressao da nNOS e da p-nNOS
em lisados de fundo gastrico isolado de ratos controlo e diabéticos, tratados e nao tratados
com Liraglutido.

Além disso, é possivel que os GLP-IRA atuem por via da ativagio da eNOS, em
detrimento da nNOS. Deste modo, a redugcao da expressio do GLP-IR, como foi
demonstrada em ratos Wistar e GK tratados com Liraglutido, pode resultar numa redugao
da ativacdo da eNOS, o que por sua vez, resultaria numa diminuicdo da sintese e da
libertagao de oxido nitrico e na consequente inibicido do relaxamento do musculo liso
gastrico. De fato observou-se imunomarcagao do GLP-IR em células endoteliais de vasos
sanguineos co-localizados no plexo nervoso deste 6rgao. Contudo, ha que salientar que nao
foram observadas alteragoes significativas na curva CR ao Liraglutido na presenca de L-NNA,

um inibidor nao seletivo da NOS.

Sobre a reducao da expressao do GLP-IR em fundo gastrico isolado de ratos tratados
com Liraglutido, esta pode ser consequéncia de uma possivel internalizagao do GLPI-IR
induzida por uma estimulagao prolongada por parte do GLP-IRA. Além disso, também é
possivel que a perda de peso e a inibicio do apetite observada nos ratos tratados com
Liraglutido resulte num aumento da secrecao de GLP-lI e consequente diminuicio da

expressao de GLP-1R (mecanismo de feedback negativo).
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O efeito do SNP ¢ equipotente em ratos Wistar tratados e nao tratados com Liraglutido,
no entanto, foi observada perda de poténcia do efeito relaxante do SNP em animais
diabéticos tratados com o GLP-IRA, sendo que esta pode ser explicada pela perda de
neuronios nitrérgicos, como consequéncia da diabetes tipo Ill, e deste modo, diminui o
relaxamento por diminuicao da sintese e libertagao de éxido nitrico endégeno. De facto no
nosso estudo observou-se uma tendéncia para diminuicao da expressao da nNOS e/ou p-

nNOS no rato GK, relativamente ao rato Wistar.

No caso da noradrenalina, foi observada uma perda significativa de poténcia relativamente
a situagao controlo, determinada quer pela patologia, quer pelo tratamento.

Sendo que a perda de poténcia da noradrenalina com o tratamento pode relacionar-se
com a sub-regulacao da expressao do GLP-IR observada nos ratos tratados com Liraglutido,
o que por sua vez, pode resultar numa redugao da ativagao de vias nervosas adrenérgicas.
Enquanto a perda de poténcia da noradrenalina com a patologia pode ser explicada por uma
possivel sub-regulagao da expressio de recetores beta-adrenérgicos em fundo gastrico
isolado de rato diabético. Em ambos os casos, a acao da NA estaria diminuida, assim como,

o relaxamento induzido por esta.

Por fim, a imunomarcagao do GLP-IR foi detetada nas células parietais das glandulas
gastricas, nas células musculares lisas, nas células ganglionares do plexo nervoso e nas células

endoteliais dos vasos sanguineos, em fundo gastrico isolado de rato.

Finalmente, a realizagao de novos estudos € necessaria para compreender melhor a real
contribuicao do oxido nitrico no mecanismo de agao subjacente ao efeito dos GLPI-RA
sobre a motilidade gastrica. E além disso, o uso de animais diabéticos com uma idade mais
avangada, ou até mesmo o uso de um outro modelo animal de diabetes tipo Il, poderia

ajudar a entender melhor as alteragoes promovidas pela patologia na motilidade gastrica.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo |l, motilidade gastrica, GLP-1, Liraglutido, GLP-IR,

oxido nitrico, nNOS.

Xiv



ABSTRACT

Glucagon-like peptide | (GLP-1) has been studied in the development of new therapeutic
strategies for the treatment of type Il diabetes because of its metabolic effects, like
stimulation of insulin secretion induced by nutrients (incretin effect), stimulation of insulin
biosynthesis, inhibition of glucagon secretion and improvement of beta-cell function. GLP-I
also promotes cardioprotection, induces satiety, delays gastric emptying, inhibits acid gastric
secretion and inhibits gut motility through activation of GLP-1R on enteric neurons and via
nitric oxide release.

GLP-1R agonists (GLP-1RA) are drugs that mimic the effects of GLP-1 and they are
resistant to enzymatic degradation by DPP-IV. GLP-1RA have also been used in the

treatment of obesity because of its significant effects in inhibition of appetite and weight loss.

The main aim of this project was to study the effects of GLP-1RA, GLP-I and Liraglutide,
in gastric motility and its alterations in the presence of type Il diabetes.

To this end, gastric fundus strips from Wistar rats (control group) and Goto-Kakizaki rats
(GK rat, animal model of spontaneous type |l diabetes and non-obese), with sixteen weeks
of age, were used in functional studies. Isometric contractile cumulative concentration-
response (CR) curves for GLP-IRA were performed (0,05 nM - 11,1 nM) and all gastric
fundus strips were pre-contracted with carbachol 5 pM.

Both GLPI-RA induced concentration-dependent, non-cholinergic and tonic contraction
of isolated rat gastric fundus. GLP-1 was the most effective in GK rat (compared to Wistar
rat) and both GLP-IRA were equivalent in Wistar rat. Inversely, Liraglutide was the most
potent in the control group and both agonists were equipotent in diabetic rats.

Comparing both animal models, GLP-1 was more effective in diabetic rats than in control
rats. This increased efficacy of GLP-I in diabetic rats can be explained, in part, by the
tendency of up-regulation of the GLP-IR expression determined, by Western Blotting, in
lysates from isolated gastric fundus from GK rat (compared to Wistar rat). This increased
GLP-1R expression can be promoted by type Il diabetes and can result from a compensation
mechanism since a reduction in plasma and post-prandial levels of GLP-l was reported in

GK rat (compared to Wistar rat).
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For pharmacological characterization of the contractile response to GLP-IRA, second
cumulative CR curves for GLP-I in gastric fundus strips from Wistar rats were performed in
the absence and in the presence of Exendin-3, 300 nM (selective GLP-IR antagonist) and
cumulative CR curves for Liraglutide were performed in the absence and in the presence of
NC-nitro-L-Arginine, 250 uM (L-NNA, non-selective inhibitor of nitric oxide synthase). Both
(Exendin-3 and L-NNA) were added to the organ bath thirty minutes before the CR curves.

The GLP-IR antagonist, Exendin-3, caused a statistically significant (p <0,05) reduction of
the contractile response induced by GLP-1, without changes in potency, so we can conclude
that contraction of gastric fundus induced by GLP-1RA is partially mediated by its specific
receptor.

No significant alterations in contractile response to Liraglutide were observed in the
absence and in the presence of inhibitor L-NNA, therefore gastric fundus contraction

induced by GLP-1RA is independent of nitric oxide synthase.

To better understand the contractile response to GLP-1RA, the effect of the treatment
with Liraglutide in isometric relaxation induced by a nitric oxide donor, sodium
nitroprusside (SNP) and by noradrenaline, in isolated gastric fundus from Wistar and GK
rats was evaluated.

To this end, Wistar and GK rats with fourteen weeks of age were divided into four
groups: Wistar and GK rats treated with Liraglutide (200 pg/kg s.c.) twice daily and for
fourteen days; and Wistar and GK rats treated with saline (NaCl 0,9% s.c.) during the same
period.

Body weight and caloric intake were evaluated daily and weekly, respectively. Biochemical
analyses (fasting glycaemia, triglycerides and total cholesterol) and insulin tolerance
evaluation were performed on the first and on the last day of the treatment.

After treatment with Liraglutide, cumulative CR curves for SNP and NA were performed
(0,01 uM - 631 pM) and all gastric fundus strips from Wistar and GK, treated and non-

treated, rats were pre-contracted with carbachol 5 pM.

We proved that Liraglutide induced an improvement of biochemical profile and peripheral
insulin tolerance in diabetic rats, and also, a significant decrease in caloric intake and body
weight in treated-rats. Therefore, we can conclude that GLP-IRA are beneficial for the

treatment of type Il diabetes and obesity.
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A decrease in relaxation induced by SNP was observed in Wistar and GK rats treated
with Liraglutide and this effect was more significant in Wistar rats.

The loss of efficacy of SNP effect determined by the treatment with Liraglutide can be
explained by a possible effect of this GLP-1RA in reduction of release or in degradation of
nitric oxide. A direct effect in nitric oxide synthesis is unlikely to occur because no significant
alterations were observed in nNOS and p-nNOS expression in isolated gastric fundus from
treated and non-treated rats.

Besides that, if GLPI-RA could act through eNOS activation, instead of nNOS, a
reduction in GLP-IR expression (demonstrated, in this study, in Wistar and GK rats treated
with Liraglutide) could result in a reduction of eNOS activation and consequently, in a
reduction of nitric oxide release and relaxation of gastric smooth muscle. In fact GLP-IR was
detected (by immunohistochemical studies) in endothelial cells of blood vessels co-localized
in nervous plexus of gastric fundus. But no significant alterations were observed in CR

curves to Liraglutide in the presence of L-NNA (a non-selective inhibitor of NOS).

About the significant reduction of GLP-1R expression in isolated gastric fundus from rats
treated with Liraglutide (compared to non-treated rats), it can be explained by a
compensation mechanism between a probable increase of plasmatic levels of GLP-I induced
by weight loss and inhibition of appetite and the reduction of GLP-IR expression in treated-
rats (negative feedback mechanism). Besides that, it’s possible that Liraglutide could promote

GLP-IR internalization induced by a prolonged stimulation to this GLPI-RA.

SNP was equipotent in Wistar treated and non-treated rats, but a loss of potency of SNP
effect was observed in diabetic and treated-rats and it can be explained by the fact that
diabetes promotes loss of nitrergic neurons and subsequent reduction of nitric oxide
synthesis and release, so relaxation of gastric smooth muscle is inhibited. In fact, in our
study, a tendency to decreased nNOS and p-nNOS expression in lysates from gastric fundus

was observed in GK rat (compared to Wistar rat).

Noradrenaline was less potent in Wistar and GK rats treated with Liraglutide, indicating
loss of potency with the treatment. Comparing control and diabetic rats, NA was
significantly less potent in GK rat, suggesting loss of potency determined by type Il diabetes.

Loss of potency of noradrenaline with the treatment can be related to the down-

regulation of GLP-IR expression in gastric fundus from treated-rats, since GLP|-IRA can act
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through GLP-IR and subsequent sympathetic adrenergic pathways activation. In this case, a
decrease in GLP-1R expression could result in a decrease in activation of sympathetic
adrenergic pathways and consequently, in inhibition of noradrenaline action.

Loss of potency of NA with the pathology can be explained by a possible down-regulation
of beta-adrenergic receptors in gastric fundus induced by type Il diabetes and therefore,

noradrenaline action would be reduced and also relaxation induced by NA.

Finally, GLP-IR immunoreactivity was observed in parietal cells of gastric glands, in
smooth muscle cells, in ganglion cells of nervous plexus and in endothelial cells of blood

vessels, in isolated rat gastric fundus.

To conclude, new studies are necessary to better understand the real contribution of
nitric oxide in the action mechanism of GLP-IRA effect in gastric motility. And the use of
older diabetic animals or even using another animal model of type Il diabetes could help

understanding gut motility alterations caused by diabetes.

Keywords: Type Il diabetes, gastric motility, GLP-I, Liraglutide, GLP-IR, nitric oxide,
nNOS.
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|. DIABETES MELLITUS TIPO Il

.1 Caraterizacao fisiopatologica da Diabetes Mellitus tipo Il

A Diabetes Mellitus tipo Il (DM Il) é uma doenga metabdlica croénica cuja prevaléncia
global tem vindo a aumentar nos Ultimos anos e que corresponde a cerca de 90% dos casos
diagnosticados de Diabetes Mellitus (os restantes 10% correspondem a casos de Diabetes
Mellitus tipo 1). Esta patologia é classificada como multifatorial e destacam-se os seguintes
fatores etiologicos: habitos alimentares nao saudaveis (dieta hipercalorica, por exemplo) e o
sedentarismo que contribui para um decréscimo no dispéndio energético.

O aumento da taxa de mortalidade e os elevados custos socioeconémicos (maior
dispéndio monetario e diminuicado da qualidade de vida) resultam sobretudo das
consequéncias fisiopatoldgicas da Diabetes Mellitus tipo Il, as complicagoes microvasculares
(neuropatia, retinopatia, nefropatia, disfuncao endotelial) e macrovasculares (doengas
cardiovasculares, como por exemplo enfarte agudo do miocardio). Além disso, o aumento
da prevaléncia da diabetes tipo Il também pode correlacionar-se com o aumento da

obesidade, sendo esta uma das comorbilidades mais comuns desta patologia.
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A Diabetes Mellitus tipo Il é caraterizada principalmente por insulinorresisténcia e/ou
deficiente secrecao de insulina e, por conseguinte, ha uma desregulacao da homeostase da
glicose que evolui para uma hiperglicemia crénica, e deste modo, para as complicagoes
caracteristicas desta patologia.®

Os individuos diabéticos do tipo Il podem apresentar inicialmente uma hiperinsulinemia
como resultado de uma fraca capacidade de “resposta” a insulina por parte dos tecidos
periféricos e de uma demanda continua sobre as células beta-pancreaticas dos ilhéus de
Langerhans, responsaveis pela biossintese e secregao de insulina em resposta ao aumento de

glicose no plasma.”'

A deficiente secregao de insulina resulta de uma disfungao das células beta-pancreaticas.
Por sua vez, esta disfungao resulta do aumento da apoptose das células beta-pancreaticas,
sendo que esta é induzida pela glucotoxicidade, pela lipotoxicidade, pelo stress oxidativo e
disfuncao mitocondrial, pelo aumento de citocinas inflamatorias e pela disfuncio dos
mecanismos de clearance celular (autofagia, por exemplo).’

A disfuncao das células-beta carateriza-se por uma incapacidade destas células em
sintetizar as quantidades adequadas de insulina, em resposta ao aumento da glicemia, e/ou
por um aumento na secregao desta hormona de modo a compensar e a manter os niveis de
glicemia “controlados”. Consequentemente, a clearance de glicose é insuficiente e tal resulta
numa intolerancia a glicose ou hiperglicemia. A disfungao das células-beta vai progredindo a

medida que a Diabetes Mellitus tipo Il evolui.

D|§fungao das Deﬁaepte secrecdo Hiperglicemia
células beta- de insulina / o
pancreaticas Insulinorresisténcia cronica

Figura 2 - llustracdo das principais carateristicas fisiopatologicas da DM Il e sua evolucao.

Além das alteragoes metabodlicas, também observam-se alteragoes estruturais nos ilhéus
pancreaticos de individuos diabéticos do tipo Il, nomeadamente arteriosclerose, formagao de
agregados de proamilina e a deposigao de amildide nos ilhéus de Langerhans, “infiltragoes”

de adipécitos, entre outros.’



A insulina é a principal hormona hipoglicemiante do organismo e promove a manutengao
dos niveis de glicemia e a regulagao do metabolismo da glicose. A sensibilidade dos tecidos
periféricos a insulina corresponde a um dos fatores fundamentais para um controlo
glicémico efetivo.

O estimulo para a secrecao de insulina consiste na interagao da glicose com o seu
respetivo transportador GLUT?2 (glucose transporter 2) presente na membrana da célula beta-
pancredtica; apos esta interagao, a glicose difunde para o meio intracelular; no citoplasma,
ocorre a glicdlise, e de seguida ocorre o ciclo de Krebs e a fosforilagao oxidativa na
mitocondria o que resulta num balango positivo do racio ATP/ADP; o aumento de ATP
intracelular promove o bloqueio de canais de potassio (K*) sensiveis ao ATP induzindo a
despolarizagio membranar; por sua vez, esta induz a abertura de canais de célcio (Ca*")
dependentes da voltagem; deste modo, o influxo de calcio para o meio intracelular aumenta
e € induzida a desgranulagao de vesiculas secretoras que armazenam a insulina; estas fundem-

se com a membrana citoplasmatica e consequentemente, a insulina ¢ libertada por exocitose.

Existe o conceito de um “cross-talk” entre as células beta-pancredticas e os tecidos
periféricos que pode ser descrito do seguinte modo: a secregao de insulina pelas células
beta-pancreaticas medeia a captagao de glicose pelos tecidos periféricos, e por conseguinte,
os tecidos periféricos “comunicam”, através de sinais neuronais e humorais, com os ilhéus
pancredticos para que estes iniciem ou cessem a secregao de insulina de acordo com as suas

“necessidades” metabdlicas.'

Como referido acima, a obesidade é uma das comorbilidades da diabetes tipo Il e é
caraterizada por uma inflamagao sistémica que pode contribuir para a disfungao das células
beta-pancreaticas. A acrescentar a isto, a expansao do tecido adiposo esta associada a
deposicao e ativagao de macrofagos, o que por conseguinte, resulta num aumento da
expressao e secregao de citocinas pro-inflamatorias para a circulagao sanguinea, sendo que
estas vao atuar em tecidos periféricos, como o musculo e o figado, promovendo a
insulinorresisténcia destes por interrupgao da via de sinalizagao da insulina. Também podem
ocorrer processos inflamatorios a nivel central, nomeadamente no hipotdlamo, e tal pode

contribuir, por exemplo, para a resisténcia a leptina e o aumento de peso.'



Em relagao a regulagao do controlo glicémico, esta é efetuada diretamente por vias
neuronais e indiretamente por via humoral (o exemplo mais comum consiste no balango
entre a secregao de insulina e glucagina). O nervo vago participa na regulagao da secregao

0

hormonal pelos ilhéus pancreaticos.” E no sistema nervoso central, o hipotalamo

desempenha um papel fundamental na regulagao do peso corporal.

No que diz respeito ao sistema nervoso, as alteragoes metabolicas caracteristicas da
diabetes tipo Il podem causar lesoes a nivel neuronal que a longo prazo, podem evoluir para
uma neuropatia diabética ou disfuncao dos processos de aprendizagem, memoria e cognigao.
A diabetes tipo Il também compromete a plasticidade sindptica e induz diminuicao da
neurogénese e disfuncdo da neurotransmissao. Tal explica a correlagio positiva entre a
Diabetes Mellitus tipo Il e a progressao de doencas neurodegenerativas, como a doenga de
Alzheimer."

A hiperinsulinemia croénica e a insulinorresisténcia induzem diminuicao da expressao de
recetores da insulina presentes na barreira hemato-encefilica e consequente diminuicao da
captagao de insulina pelo cérebro, tal pode culminar numa insulinorresisténcia cerebral.
Além disso, a insulinorresisténcia e a desregulagao do metabolismo da glicose a nivel central

induzem decréscimo do fluxo sanguineo cerebral."

Concluindo e tendo em conta que atualmente a Diabetes Mellitus tipo Il é considerada
uma patologia epidémica global, pois o nimero de casos diagnosticados tem vindo a
aumentar e esta patologia surge a uma idade cada vez mais precoce, é essencial o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas ou a otimizagao das ja existentes.



1.2 Terapéutica da Diabetes Mellitus tipo 1l

Devido ao aumento da incidéncia e da prevaléncia da Diabetes Mellitus tipo Il nos ultimos
anos, a necessidade de prescrever terapéutica medicamentosa e de desenvolver novos
farmacos e novas estratégias terapéuticas com o objetivo de prevenir e tratar a diabetes tipo

Il tem vindo a aumentar exponencialmente.

Um dos farmacos antidiabéticos de “primeira linha” na terapéutica da Diabetes Mellitus
tipo Il é a Metformina. Este pertence a classe das biguanidas, é um insulino-sensibilizador,
promovendo a agao da insulina e a captagao de glicose pelos tecidos periféricos. Inibe
igualmente a neoglucogénese hepatica, diminui os niveis de hemoglobina glicosilada, previne
o aumento da oxidagao proteica e lipidica e tem efeito anti-inflamatorio. A Metformina
também estimula a biossintese e a secregao de glucagon-like peptide | (GLP-1) pelas células
enteroendécrinas do tipo L em roedores e nos humanos.”'>'"* E é eficaz em individuos

diabéticos do tipo Il obesos e nao-obesos.

As principais classes de farmacos antidiabéticos incluem os sensibilizadores da insulina,
como as biguanidas e glitazonas; os essencialmente insulinosecretores, como as sulfonilureias
e meglitinidas; os inibidores da alfa-glucosidase; os incretino-miméticos, como os agonistas
do recetor do GLP-I (GLP-1RA) e os inibidores da dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV); e os
inibidores dos co transportadores de sodio/glicose do tipo 2 (sodium-glucose cotransporter 2,

SGLT?2). A insulinoterapia também pode ser aplicada na terapéutica da diabetes tipo II."

Além da terapéutica medicamentosa referida, a adogao de habitos alimentares mais
saudaveis e a pratica de exercicio fisico também contribuem para a prevengio e o
tratamento da Diabetes Mellitus tipo Il e para a melhoria da qualidade de vida dos individuos.
E igualmente importante educar a populagio e alerta-la para os riscos e consequéncias desta

patologia.

Por fim, novas estratégias e alvos terapéuticos tém sido estudados, como exemplo, o

desenvolvimento de novas formulagoes de agonistas do GLP-IR que possibilitem a sua

administracio por via oral e/ou inalatéria.'*"



Sulfonil-

Inibidores da

Agonistas do GLP-1R

ureias Metformina | Glitazonas Curta duragio  Longa duragio
~ Aumento Aumento Aumento
Secrecdo de . .
insulina Aumento Sem efeito | Sem efeito | dependente | dependente da | dependente da
da glicose glicose glicose
Sensibilidade
das células-beta | Sem efeito Aumento Sem efeito Aumento Aumento Aumento
a glicose
Insulino-
sensibilidade Sem efeito Aumento Aumento --- --- ---
periférica
Proliferaciao das
células beta- --- --- --- --- Aumento Aumento
pancreaticas
HbAIc Redugao Redugao Redugao Redugao Redugao Redugao
Saciedade Sem efeito Sem efeito | Sem efeito Aumento Aumento Aumento
Esva,z |amento Sem efeito Sem efeito | Sem efeito Inibicao Inibicao Inibicao
gastrico
Peso Aumento Sem efeito Aumento Sem efeito Reducio Reducio
Reacoes
adversas Sim --- --- Sim Sim Sim
gastrintestinais
Risco de Sim Sim (risco Nio Nio Nio Nio
hipoglicemia baixo)

Tabela | - Comparacdo entre as principais classes farmacoloégicas para a terapéutica da DM Ii;

Adaptado de ¢



2. GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 (GLP-1)

2.1 Caraterizacdo biolégica e fisiolégica do GLP-I

O glucagon-like peptide | (GLP-1) é um péptido sintetizado e secretado pelas células
enteroendocrinas do tipo L localizadas maioritariamente no ileo (regiao distal do intestino
delgado).”” Este resulta da clivagem do proglucagon, pela prohormona convertase 1/3
(PCI1/3), em duas formas equipotentes, GLP-1 (7-36) e GLP-1 (7-37), sendo que a ultima
referida representa a maioria da forma bioativa do GLP-1 que difunde para a circulagao

sanguinea.®’

A secregao desta incretina ocorre em resposta a entrada de nutrientes no organismo,
principalmente quando os hidratos de carbono e a glicose entram em contacto com o limen
intestinal.*'>'* No entanto, ha outros fatores, de natureza neuronal e endécrina, que também
influenciam a secregao pos-prandial de GLP-1 e esta carateriza-se pela ocorréncia de dois
picos em tempos distintos: o primeiro ocorre dez a quinze minutos apos a ingestao de
alimentos e pode ser explicado pela chegada de nutrientes a regiao proximal do trato
gastrintestinal, estdbmago e intestino proximal, e por conseguinte, sao ativadas vias neuronais
aferentes (do nervo vago, por exemplo) que estimulam por sua vez a secregao de GLP-I
pelas células enteroendocrinas do tipo L; também o glucose-dependent insulinotropic peptide
(GIP) e alguns neurotransmissores (a acetilcolina, por exemplo) podem estimular a secregao
de GLP-1;"* o segundo pico de secrecio do GLP-1 ocorre durante a segunda hora do
periodo pos-prandial e é explicado pelo contacto direto dos nutrientes com as referidas
células enteroendocrinas localizadas no ileo. Apds o término da estimulagiao da secregao de

GLP-1, a concentragio deste péptido decresce até niveis basais.*®'>"®

O GLP-I desempenha inimeras fungoes metabolicas que sao benéficas para o organismo,
nomeadamente, potenciacao da secrecao de insulina induzida pela glicose (que corresponde
ao denominado “efeito incretina”), aumento da biossintese de insulina, inibicao da secregao
de glucagina (hormona hiperglicemiante) pelas células alfa-pancreiticas, estimulagao da
proliferacao e inibicio da apoptose de células beta-pancreiticas, melhoria da sensibilidade
dos tecidos periféricos a insulina, estimulacio da glicogénese nas células musculares, nos

hepatdcitos e nos adipécitos e inibi¢io do apetite.' "'



No caso particular do trato gastrintestinal, o GLP-| inibe a motilidade deste, inibe o
esvaziamento gastrico e diminui a secre¢ao acida gastrica por ativagao do GLP-IR presente
nas células parietais.

A nivel cardiovascular, este péptido promove cardioprotecao e melhoria da fungao
cardiaca, pois protege os vasos sanguineos do stress oxidativo e da apoptose, além de
melhorar também a disfuncao endotelial.

Os efeitos protetivos do GLP-1 sao dependentes da inibicao da Rho-cinase através de
uma via de sinalizagao mediada pelo AMPc e pela proteina cinase A (protein kinase A, PKA).
Foi ja demonstrado que o Liraglutido (agonista do GLP-1R) induz aumento da fosforilagao da
isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico (eNOS) e a consequente libertagao deste gas,
por ativacao de uma via de sinalizacao dependente da 5-AMP-activated protein kinase (AMPK),
em cultura de células.'

Em relagdo ao efeito do oxido nitrico sobre os vasos sanguineos, este gas induz
relaxamento das células musculares lisas vasculares. A sintese de oxido nitrico pela eNOS ¢é
mediada pela fosforilagio desta enzima e depende da ativagao da via de sinalizacao
fosfatidilinositol-3cinase (phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/ Activated protein kinase B (Akt). Este
gas difunde para o espago entre o endotélio e a camada muscular lisa vascular e estimula a
ativagao da enzima guanilato ciclase (GC) e consequente sintese de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) no meio intracelular, o que por fim, induz o efeito do 6xido nitrico sobre a
musculatura lisa dos vasos sanguineos.'’

No tecido adiposo branco, o GLP-1 inibe a lipogénese e diminui os niveis de
triglicerideos. Enquanto no tecido adiposo castanho, promove indiretamente termogénese
por via da ativagio de recetores do GLP-| localizados no cérebro.'

Esta incretina também possui efeitos anti-inflamatorios, nomeadamente no pancreas, no
sistema cardiovascular e no sistema nervoso através da inibicao da agao de citocinas pro-
inflamatorias e da inibigao da ativagao da microglia.

O GLP-1 “comunica” com o Sistema Nervoso Central através de vias sensoriais aferentes
do nervo vago, é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica e estimula a neurogénese

e a proliferagao de células neuronais, e por outro lado, inibe a sua apoptose.
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Figura 3 - Efeitos fisiol6gicos do GLP-1 e seus analogos (GLP-1RA); Adaptado de '

O GLP-1 é metabolizado rapidamente na circulagao sanguinea pela enzima DPP-IV, e por
essa razao, possui um tempo de semi-vida muito curto (aproximadamente, dois

minutos)."*”®

O recetor do GLP-l1 (GLP-1R) pertence a classe dos recetores transmembranares
associados a proteina G (recetores metabotropicos) e é caraterizado estruturalmente por
um dominio extracelular que corresponde a um terminal amino (NH,) responsavel pelo
reconhecimento e interagao ligando-recetor, por trés pontes dissulfeto e varios locais de

. . ~ ;. 6,14
glicosilagao no dominio extracelular.

O GLP-IR é também um recetor adenil ciclase (AC) positivo, e portanto, quando o GLP-
| interage com o seu recetor, o aumento do AMPc intracelular é induzido através da

ativacao da enzima.

No que diz respeito a via de sinalizagdo do GLP-1 na célula beta-pancreitica, a interagao
deste com o GLP-IR induz aumento do AMPc, consequentemente a PKA é ativada
induzindo o bloqueio de canais de potassio dependentes do ATP, e por conseguinte, ocorre

despolarizagao membranar; esta promove a abertura de canais de cilcio dependentes da
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voltagem induzindo o influxo de calcio; o aumento deste catiao no meio intracelular estimula

a fusao das vesiculas secretoras e armazenadoras de insulina com a membrana
. s . . . . 6,13,14

citoplasmatica, e por fim, ocorre a exocitose da insulina.

Na via de sinalizagao descrita acima, também ¢ ativada a proteina exchange protein
activated by cAMP (Epac) 2 que estimula a fusao das vesiculas secretoras com a membrana
citoplasmatica da célula beta-pancredtica e que esta envolvida diretamente na transcrigao

;. . . 6,14
génica da proinsulina.

Porém existem outras vias de sinalizagao, independentes da ativagao da PKA, que

explicam e contribuem para a potenciagao da secregao de insulina induzida pelo GLP-1.

Em relagao ao efeito desta incretina sobre a proliferagao das células beta-pancreaticas,
este depende da expressao génica do pancreatic and duodenal homeobox | (Pdx-1), pois o
aumento da sintese deste gene inibe vias de sinalizacdo pré-apoptoticas na célula-beta,

contribuindo assim para o efeito anti-apoptético do GLP-1."

A ativagao do GLP-IR também promove a ativagao do epidermal growth factor receptor
(EGFR), da PI3K e do extracelular-signal-regulated kinase |1/2 (ERK1/2), da via de sinalizagao do
IRS-2 (insulin receptor substrate-2) e da translocagao nuclear da proteina cinase C (protein
kinase C, PKC), e deste modo, o GLP-1 medeia a proliferacao e diferenciacao das células-

beta e induz a transcri¢io génica da insulina.”

A PB-arrestina-|1 regula a internalizacao e a dessensibilizagao do GLP-1R, mas também ¢é
necessaria para o efeito insulinotropico e citoprotetivo do GLP-1 na célula beta-pancreatica.

O GLP-1 também aumenta a expressao do insulin-like growth factor receptor | (IGF-1R) por
mecanismos dependentes do AMPc e da PKA e o ligando insulin-like growth factor 2 (IGF-2)
regula os efeitos biologicos do GLP-1 na célula-beta. A estimulagao das vias de sinalizagao do
IGF-1R/IGF-2 pelo GLP-I estimula a proliferacao das células beta-pancreaticas. Portanto, o

GLP-1 promove a sobrevivéncia celular aumentando a secregao de IGF-2 e estimulando a via

de sinalizagio IGF-1R/IGF-2."*'¢
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Figura 4 - Via de sinalizacio do GLP-IR na célula beta-pancreatica; Adaptado de 2

O recetor do GLP-lI esta expresso nas células beta-pancredticas, no intestino, no
estomago (mais propriamente nas células parietais e nas células enteroendocrinas das
glandulas géstricas, o que explica a regulagio da secregdo 4cida gastrica por este péptido'®),
tecido adiposo, rim, coragao, pulmao, cérebro (regides do hipotilamo e do hipocampo), em
neurénios do nervo vago e em neurénios entéricos."*'>'"” Ha estudos que reportam a
expressao do GLP-IR em células-alfa (responsaveis pela secregao de glucagina) e células-
delta pancreaticas (responsaveis pela secrecio de somatostatina).®

No Sistema Nervoso Central (SNC), o recetor do GLP-| estd expresso em regioes que
controlam o apetite, como o hipotalamo. Além disso, a ativagao de GLP-IR expressos a nivel
central medeia alguns dos efeitos indiretos deste péptido no controlo da homeostase

glicémica, da motilidade gastrintestinal, da ingestao de alimentos e da fungao cardiovascular.

Por fim, os efeitos fisiologicos do GLP-| sao mediados em parte pelo Sistema Nervoso
Autonémico (SNA) e por vias neuronais aferentes (nomeadamente as do nervo vago), pelo
Sistema Nervoso Entérico (SNE) e por agao direta sobre os tecidos e 6rgaos-alvo através da

ativagdo de recetores presentes nos locais-alvo.®
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2.2 O efeito do GLP-I na Diabetes Mellitus tipo Il

O “efeito incretina” encontra-se significativamente diminuido em individuos com diabetes
tipo |l o pode ser explicado pela diminuigao dos niveis plasmaticos do GLP-I e do GIP, pela
perda de efeito insulinotropico do GIP e por redugao da poténcia do efeito do GLP-1. A
insulinorresisténcia é também uma das explicagoes para a diminuigao da secregao e da agao
das incretinas na diabetes tipo I.""'>

A diminuicdo da secrecao do GLP-I e do GIP evolui com a progressao da Diabetes
Mellitus tipo Il. Porém, o GLP-1 mantém o seu potencial insulinotropico, razao pela qual se
tem tornado um importante alvo terapéutico no desenvolvimento de novos farmacos para a
Diabetes Mellitus tipo II.

No caso particular do estomago, os individuos diabéticos do tipo |l apresentam
diminuicdo da expressio do recetor do GLP-1 nas glandulas gastricas, sendo que a
hiperglicemia per si contribui para esta redugao na expressaio do GLP-IR na mucosa
gastrica.'®

A administragao continua de agonistas do GLP-IR a individuos diabéticos do tipo Il
promove reducao da glicemia em jejum e pos-prandial para niveis basais. Este efeito
hipoglicemiante é induzido principalmente pela estimulagao da secregao de insulina e inibicao
da secregao de glucagina, assim como pela inibicao do esvaziamento gastrico.

Os incretino-miméticos também promovem aumento dos niveis plasmaticos das
incretinas, e consequentemente, das suas agoes benéficas para o controlo glicémico e

tratamento da diabetes tipo I1.%°

Fenotipo Efeitos do GLP-1

Estimulagao da secregao de insulina induzida pela glicose; estimulagao da
biossintese de insulina; melhoria da funcdo das células-beta; estimulagao
da transcrigdo de genes essenciais para a fungdo das células-beta.

Diminuicao da massa de células | Aumento da proliferacdo e da diferenciagdo e inibicdo da apoptose de

Disfuncao das células beta-
pancreaticas

beta-pancreaticas células-beta.
Aumento da secrecao de e~ - .
) Inibicao da secrecao de glucagina.
glucagina
. Inibicido do esvaziamento gastrico e inibicio do apetite, promovendo
Obesidade ¢ & ¢ P P

perda de peso.
Complicagoes macrovasculares | Efeito cardiovascular benéfico/protetor.
Insulinorresisténcia Aumento da sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina.

Tabela 2 - Os efeitos do GLP-1 na DM II; Adaptado de ’
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2.2.1 Incretino-miméticos: agonistas do GLP-IR e inibidores da DPP-IV

O principal efeito dos incretino-miméticos, agonistas do GLP-IR e inibidores da DPP-IV,

consiste na potenciagio da via de sinalizagio e agio das incretinas GLP-1 e GIP.?

Os inibidores da DPP-IV, enzima responsavel pela degradagao rapida das incretinas GLP-|
e GIP logo apdés a sua entrada na circulagio sanguinea, promovem o aumento da
concentragao plasmatica das incretinas, e deste modo, é induzido o aumento da secregao de
insulina, a diminui¢ao da secregao de glucagina e consequentemente a diminuigao dos niveis
de glicose no plasma. Esta classe farmacolégica promove ainda diminuigao dos niveis
plasmaticos da hemoglobina glicosilada (HbAlc), aumenta a proliferacio e diminui a
apoptose das células beta-pancreiticas, além de melhorar a sensibilidade a glicose das

células-beta aumentando a expressao de GLUT2 e de hexocinase.

Os agonistas do recetor do GLP-1 mimetizam os efeitos fisiologicos deste péptido e sao
resistentes a agao enzimatica da DPP-1V, deste modo o tempo de semi-vida e a duragao de
agao sao superiores as do agonista endogeno. Os GLP-I1RA foram ja aprovados como
agentes monoterapéuticos e como adjuvantes no tratamento da Diabetes Mellitus tipo 1.2

Os principais efeitos que caraterizam esta classe farmacoldgica incluem diminuigao dos
niveis plasmaticos de HbAlc, aumento da secregao de insulina, redugao do risco de
hipoglicemia, melhoria da fungao das células beta-pancreaticas e perda de peso. Outros
efeitos benéficos incluem decréscimo da pressio arterial e aumento da frequéncia cardiaca.’

Porém, os agonistas do GLP-IR sao também caraterizados por efeitos adversos
frequentes sobre o trato gastrintestinal, nomeadamente, nauseas, vomitos e diarreia.

A administracao subcutinea destes firmacos demonstrou ser eficaz na melhoria do perfil
glicémico de individuos diabéticos do tipo |l

A acrescentar, a sinalizagao do GLP-IR exerce efeitos neurotroficos e neuroprotectivos,
com implicagdes na terapéutica de doengas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson)."* Ainda a nivel central, a perda de peso associada aos GLP-1RA pode

depender da ativagao de recetores do GLP-| localizados no cérebro e a nivel periférico.
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O primeiro agonista do GLP-1R aprovado para a terapéutica da diabetes tipo Il
corresponde ao Exenatido e este consiste num analogo do GLP-I com 53% de homologia e
de curta duragao de agao; foi isolado da saliva do lagarto Gila monster e possui um efeito
insulinotropico mais potente que o GLP-I enddgeno. O Exenatido diminui os niveis
plasmaticos de hemoglobina glicosilada e a glicemia (sendo que o seu efeito hipoglicemiante é
mais evidente no periodo pés-prandial), induz proliferagao das células beta-pancreaticas,

aumenta a sintese e secrecdo de insulina e inibe o esvaziamento gastrico.”®'*

O Liraglutido é um dos agonistas do GLP-IR de longa duragao de acao que entrou
recentemente no mercado e consiste no GLP-l conjugado a um acido gordo (o acido
palmitico), sendo que esta modificagao estrutural aumenta a ligagao deste bioconjugado a
albumina, e deste modo, promove a otimizagao da farmacocinética, nomeadamente da
distribuicao do farmaco no organismo, protegendo este agonista do GLP-1R da agao
proteolitica da DPP-IV e prevenindo a sua eliminagao por via renal.

O Liraglutido também diminui os niveis plasmaticos da HbAlc, diminui a glicemia pos-

prandial e em jejum, melhora a fungao das células beta-pancreaticas e promove perda de

2,3,7.8,14
peso.
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Figura 5 - Estrutura do GLP-I e seus analogos, Exenatido e Liraglutido; Adaptado de '
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Existem diferencas significativas entre os efeitos dos agonistas do GLP-IR de curta
duragao de agao e os de longa duragao de agao, das quais importa destacar: a inibicao do
esvaziamento gastrico € mais significativa com o uso de agonistas do GLP-IR de curta
duragao de agao, assim como, a redugao da glicemia pos-prandial; por outro lado, os
agonistas do GLP-IR de longa duragao de agao diminuem mais significativamente a glicemia
em jejum, sendo mais evidentes o aumento da secregao de insulina e a inibicao da secrecao
de glucagina, e portanto, o controlo glicémico é mais efetivo.

Relativamente aos efeitos adversos sobre o trato gastrintestinal, estes sao mais
frequentes com os GLP-IRA de curta duragao de agao, comparados com os de longa

duracio de acdo, e por isso, a tolerabilidade destes Ultimos é superior.*®

(A) P (8)

Saciedade ? 5 f Néusea Saciedade f XA\ NG f f Ndausea

GLP-1RA de curta

) ‘— 2 o | GLP-1RA de longa
‘ duracaoide agao / / duracdo de a¢do

Esvaziamento
gastrico

/

Insulina * r7 R ? 3 R
(’ ( ) | Absorgac de Insulina Vas . 5
\ & ) A
\®

\ glicose intestinal  Glycagina
Glucagina ¢ \‘ - *

Figura 6 — Comparacdo entre os agonistas do GLP-IR de curta duracdo de acdo (A) e os GLP-
IRA de longa duracio de acdo (B); Adaptado de ?

Estudos em modelos animais demonstraram que o GLP-| causa efeitos adversos mediados
pelo seu recetor no pancreas exocrino. Existe uma correlagio positiva entre o risco de
pancreatite em doentes diabéticos do tipo |l e a terapéutica com agonistas do GLP-1R, uma
vez que a ativagao do recetor presente nos acinos pancreaticos pode resultar na apoptose e
metaplasia destas células e consequente inflamagao (efeito pré-apoptético).®

Contudo, os efeitos adversos mais comuns dos agonistas do GLP-IR correspondem a
efeitos sobre o trato gastrintestinal, nomeadamente, nausea, vomitos e diarreia; e sao efeitos
dose-dependentes.”® Uma vez que estas reagdes adversas nio se observam com os

inibidores da DPP-1V, a tolerabilidade destes é superior a dos GLP-IRA.
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O desenvolvimento de novos farmacos pertencentes a esta classe farmacologica (GLP-
IRA) tem como objetivos a otimizagdo das propriedades farmacocinéticas e

farmacodinimicas e a diminuicio da ocorréncia de efeitos adversos.'®

Os agonistas do GLP-IR sao clinicamente mais eficazes que os inibidores da DPP-IV,
embora tenham que ser administrados por via parentérica, ao contrario dos inibidores da
DPP-IV que sao administrados por via oral. Ambas as classes farmacologicas nao apresentam

risco de hipoglicemia, uma vez que as incretinas nao estimulam a secregao de insulina

quando os niveis de glicose no plasma nao estio elevados.®

Efeitos das incretinas na GLP-1 endégeno | Agonistas do GLP-IR Inibidores da
DMII BENO " Exenatido Liraglutido DPP-IV
!Estln.ﬁulagao.da secrecao de Sim Sim Sim Sim
insulina induzida pela
glucose
Inlblga.o da secrecio de Sim Sim Sim Sim
glucagina
Aum.ento da sintese de Sim Sim Sim Sim
insulina
A’umento da massa de Sim Sim Sim Sim
células beta-pancreaticas
In'lblgao da apoptose das Sim Sim Sim Sim
células-beta
Inibicado do esvaziamento . . . Pouco
L Sim Sim Sim A
gastrico significativo
Inibicdo do apetite Sim Sim Sim Sem efeito
Perda de peso Sim Sim Sim Sem efeito

Tabela 3 - Comparacdao entre o GLP-1, os agonistas do GLP-IR e os inibidores da DPP-1V;
Adaptado de '
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3. SISTEMA GASTRINTESTINAL

3.1 Fisiologia do sistema gastrintestinal

O sistema gastrintestinal é responsavel pelo transporte, armazenamento e digestao dos
alimentos ingeridos e pela absor¢io dos nutrientes. Cada orgiao deste sistema possui
propriedades morfologicas e biomecanicas diferentes e que correlacionam-se com a sua

funcao.

A nivel histologico, a parede do tubo digestivo é composta pelas seguintes camadas:
mucosa, muscular da mucosa, submucosa, camada muscular e serosa. A mucosa reveste
internamente a parede do trato gastrintestinal e é constituida por um epitélio no qual
existem células exocrinas responsaveis pela secrecao de muco para o limen do tubo
digestivo e células endodcrinas responsaveis pela secrecao de hormonas para a circulagao
sanguinea; sobre esta camada epitelial assenta uma de tecido conjuntivo e rica em vasos
sanguineos denominada lamina prépria. A muscular da mucosa consiste numa camada de
tecido muscular liso que separa a mucosa da submucosa, esta Ultima consiste numa camada
de tecido conjuntivo na qual localiza-se uma rede de células nervosas designada por plexo
submucoso. Sobre a submucosa, assenta uma camada de mdsculo liso sendo que esta
subdivide-se numa camada muscular lisa circular, na qual as células musculares lisas estao
orientadas concentricamente em relagdo ao lumen e cuja contragiao possibilita o
estreitamento deste; e numa camada muscular lisa longitudinal cuja contragao promove o
encurtamento do tubo digestivo sendo por isso, responsavel pelos movimentos de
propulsio do conteudo luminal ao longo do trato gastrintestinal. Entre estas duas camadas
de musculo liso localiza-se outra rede de células nervosas denominada plexo mientérico. E

por fim, a serosa corresponde a camada mais externa.
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Figura 7 - llustragdo da histologia do trato gastrintestinal; Adaptado de *

No caso particular do estomago, existe uma terceira camada muscular (a mais interna)
com orientagao obliqua e na mucosa deste 6rgao encontram-se depressoes tubulares cujo
comprimento varia consoante a regiao gastrica, sendo mais longas na regiao pilorica; estas
denominam-se fossetas gastricas e na regiao mais profunda localizam-se as glandulas
gastricas, nas quais estao localizadas células produtoras de muco e células enteroendécrinas

que secretam varias hormonas.
Anatomicamente, o estomago ¢ dividido em cardia, fundo, corpo e antro; a regiao

proximal é responsavel pelo armazenamento e acomodagio dos alimentos ingeridos,

enquanto na regiao distal ocorre predominantemente a digestao.
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3.2 Motilidade do sistema gastrintestinal

A motilidade do trato gastrintestinal é determinada pela atividade contratil da camada
muscular lisa gastrintestinal e é regulada por mecanismos intrinsecos, tais como, as
propriedades mecanicas e elétricas das células musculares lisas e por mecanismos
extrinsecos de natureza neuronal e hormonal. Além disso, a motilidade gastrintestinal
influencia a secregao enteroendocrina e a inter-relagio entre ambas é fundamental para a
regulagao da homeostase glicémica.

Ha regices do trato gastrintestinal nas quais predomina uma resposta contratil de
natureza tonica, como € o caso do fundo gastrico, e tal relaciona-se com a sua fungao, como
exemplo, a capacidade de armazenamento dos alimentos ingeridos e a manutengao do tonus
do o6rgao. Por outro lado, ha regidces (como exemplo, o intestino delgado) onde dominam as

contragoes fasicas que permitem o transporte dos alimentos ingeridos.

O principal estimulo para a contragao do musculo liso corresponde ao aumento da
concentragao intracelular de cilcio e a resposta contratil das células musculares lisas é
regulada pela interagao entre as duas principais proteinas contrateis, miosina e actina.

Uma variagao no potencial de membrana também estimula a contragao do musculo liso,
através da ativagao de canais de calcio dependentes da voltagem do tipo L que localizam-se

na membrana citoplasmatica.

Foram identificadas duas vias de sinalizagao que descrevem e explicam a contragao do
musculo liso: uma via dependente da formagio do complexo Ca**-calmodulina e outra via

dependente da ativagao da proteina cinase C (protein kinase C, PKC).

Relativamente 2 via dependente do complexo Ca*'-calmodulina, o aumento de célcio
intracelular, que provém do reticulo sarcoplasmatico ou do meio extracelular entrando na
célula muscular lisa através de canais de calcio presentes na membrana, promove a formagao
do complexo Ca**-calmodulina. Este, por sua vez, induz a ativagio da cinase das cadeias leves
de miosina (myosin light chain kinase, MLCK) e esta fosforila as cadeias leves de miosina.
Deste modo, as cadeias leves de miosina fosforiladas permitem o estabelecimento de pontes
cruzadas entre as cabecas da miosina pesada e os filamentos de actina, o que por

conseguinte, resulta na contragao da célula muscular lisa.
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No que diz respeito a via dependente da PKC, esta explica a contragao da musculatura
lisa induzida por um neurotransmissor (como exemplo, a acetilcolina). A interacao desse
neurotransmissor ou seus analogos agonistas com recetores metabotropicos (ou seja,
acoplados a proteina G) induz a ativagao da PKC e esta catalisa a sintese de dois segundos
mensageiros, inositol trifosfato (IP,) e diacilglicerol (DAG).

O IP; estimula a libertagao de calcio do reticulo sarcoplasmatico enquanto o DAG
estimula a fosforilagao de proteinas reguladoras da contragao, através da ativacao da

PKC.5'2|'22
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Figura 8 — Contracdo da célula muscular lisa; Adaptado de °
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Por outro lado, o relaxamento da célula muscular lisa é induzido por uma diminuigao da
concentragio de calcio intracelular, dissociagio do complexo Ca**-calmodulina e
desfosforilagao das cadeias leves de miosina catalisada pela fosfatase (myosin light chain
phosphatase, MLCP).

O decréscimo na concentragao intracelular de calcio pode resultar da captacao de calcio
para o reticulo sarcoplasmatico que é dependente da hidrolise do ATP e da ativagao de
Ca,MgATPases. A inibicao e consequente bloqueio dos canais de cilcio dependentes da
voltagem presentes na membrana citoplasmatica também contribui para a diminuicao da
concentragao intracelular do cilcio, e portanto, induz o relaxamento do musculo liso.

A ativagao da MLCP é regulada pela via de sinalizagio RhoA/Rho-cinase, uma vez que a
Rho-cinase fosforila a MLCP e deste modo, induz a inibicao desta fosfatase e promove a

contracio da célula muscular lisa.’?
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Figura 9 — Relaxamento da célula muscular lisa; Adaptado de °
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3.2.1 Regulacdo da motilidade gastrintestinal

A motilidade gastrintestinal permite o transporte dos alimentos ingeridos e o
processamento dos nutrientes ao longo do trato gastrintestinal e é regulada por mecanismos
de natureza neuronal e hormonal, além de depender também do tipo e do conteldo
calérico e nutricional dos alimentos ingeridos.

A atividade motora e secretora do trato gastrintestinal diferem durante o periodo de

jejum e o periodo pés-prandial, sendo mais intensa neste Gltimo.”**

A inervagao do trato gastrintestinal desempenha um papel fundamental na regulagao
neuronal da contratilidade da musculatura lisa gastrintestinal e esta depende do Sistema
Nervoso Autondomico (controlo extrinseco) e do Sistema Nervoso Entérico (controlo
intrinseco).

A inervagao autondmica permite a “comunicagao” entre o Sistema Nervoso Central e o
trato gastrintestinal. Por ativagao de vias nervosas parassimpaticas colinérgicas, € promovida
a contragao do musculo liso gastrintestinal, por outro lado, o relaxamento depende da

ativagao de vias nervosas simpaticas adrenérgicas.

Em relagao ao Sistema Nervoso Entérico, este controla a resposta contratil
gastrintestinal, a nivel local, e € composto por redes de células nervosas que correspondem
aos denominados plexos mientérico (ou plexo de Auerbach) e submucoso (ou plexo de
Meissner), e ainda, pelas células intersticiais de Cajal.

O plexo mientérico localiza-se entre as duas camadas de musculo liso (longitudinal e
circular) e é responsavel pelo controlo da atividade contratil da musculatura lisa, enquanto o
plexo submucoso localiza-se entre a submucosa e a camada muscular e controla a atividade
secretora do trato gastrintestinal.

No plexo mientérico, entre as terminagoes de células nervosas e as células musculares
lisas, esta presente uma rede de células especializadas designadas por células intersticiais de
Cajal, estas encontram-se eletricamente acopladas as células musculares lisas e sao
responsaveis por gerar e propagar “sinais” elétricos que regulam a resposta contratil fasica
do musculo liso; além disso, medeiam a neurotransmissao entre os neuronios motores

entéricos e as células musculares lisas.?
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Uma disfungao do Sistema Nervoso Entérico acarreta consequéncias patologicas para o
trato gastrintestinal, nomeadamente, disfungao da motilidade gastrintestinal. E um exemplo

de patologia em que tal acontece corresponde a Diabetes Mellitus tipo |I.

O nervo vago regula a motilidade do trato gastrintestinal através de vias nervosas
colinérgicas excitatorias e vias nervosas nao-adrenérgicas e nao-colinérgicas inibitorias
(possivelmente nitrérgicas, e portanto, mediadas pela libertacio de éxido nitrico).”* E a
ativagao de vias nervosas aferentes do nervo vago pode ser induzida por estimulos

mecanicos, como é o caso da distensio (aumento do volume) do estdbmago.”

Além da regulagao da motilidade do trato gastrintestinal por mecanismos neuronais (SNA
e SNE), esta também é regulada por mecanismos hormonais que incluem a secregao de
péptidos, neuropeptideos e neurotransmissores, induzida por estimulos mecanicos e/ou
quimicos, sendo que algumas destas substiancias podem atuar diretamente sobre as células
musculares lisas ou indiretamente por via de fibras nervosas aferentes e sobre as regides do
sistema nervoso central que participam no controlo da motilidade gastrintestinal. Além
disso, a regulagao quimica pode ser de natureza excitatoria (como exemplo, a acetilcolina)
ou inibitéria (como exemplos, a noradrenalina, o Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP) e o
oxido nitrico).

A acetilcolina é o principal neurotransmissor do Sistema Nervoso Parassimpatico que
atua sobre o trato gastrintestinal e o principal mediador da contragao da musculatura lisa
gastrintestinal, através da ativagao de recetores muscarinicos do tipo M3, sendo que as vias
nervosas entéricas sao maioritariamente colinérgicas.

A serotonina (ou 5-hidroxitriptamina, 5-HT) pode atuar como neurotransmissor
inibitorio ou excitatorio (pois ha recetores serotoninérgicos presentes em ambos os tipos
de neuronios referidos) e é sintetizado e secretado por neuronios entéricos e células
enterocromafins localizadas no epitélio da mucosa do trato gastrintestinal. Em estomago de
rato, a serotonina inibe o esvaziamento gastrico, sendo este efeito mediado por recetores
serotoninérgicos do tipo 5-HT,.

O VIP é um mediador de relaxamento da musculatura lisa gastrintestinal, de natureza nao
adrenérgica e nao colinérgica, e portanto, inibe a motilidade do trato gastrintestinal.

O oxido nitrico (nitric oxide, NO) também induz relaxamento nao adrenérgico e nao

colinérgico da musculatura lisa. Em estomago de rato, a estimulagao do nervo vago aumenta
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a secregao de NO. E o relaxamento da musculatura lisa induzido pelo NO é mediado pela
ativagao da guanilato ciclase e pelo aumento do GMPc.

A colecistoquinina (Cholecystokinin, CCK) é secretada pelas células enteroendocrinas
situadas no intestino proximal e esta envolvida num mecanismo de feedback negativo que
consiste na inibicao do esvaziamento gastrico apos a ingestao de alimentos, e também inibe a
motilidade do cdlon.

Tal como o GLP-I, o peptideo YY (Peptide YY, PYY) é também secretado por células
esvaziamento gastrico, o transito intestinal e a motilidade do colon.

Por fim, tanto o GLP-I e o PYY inibem a motilidade da regiao proximal do trato
gastrintestinal aquando da chegada de nutrientes a regiao distal do intestino, em particular os
hidratos de carbono (mecanismo de feedback negativo).

A acrescentar ao efeito destes neurotransmissores e neuropeptideos, algumas hormonas
também regulam a motilidade do trato gastrintestinal, nomeadamente a motilina e a grelina

que estimulam a motilidade gastrica.”**
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3.2.2 Alteragdes da motilidade gastrintestinal na Diabetes Mellitus tipo Il

A Diabetes Mellitus tipo Il nao s6 é caraterizada por alteragdes metabolicas, como
também, por uma disfungdo na motilidade do trato gastrintestinal, sendo que esta é
caraterizada por diminuicao da motilidade esofagica, diminuicao do relaxamento do fundo
gastrico, inibicao do esvaziamento gastrico, diminuicao ou aumento (disfungao) do transito
intestinal, aumento do transito no célon e alteracées na flora microbiana.?”

A disfungao da motilidade do trato digestivo reflete-se na sintomatologia gastrintestinal
que afeta uma parte significativa dos individuos diabéticos do tipo Il. Os sintomas mais
frequentes incluem disfagia, refluxo gastroesofagico, desconforto/dor abdominal, nauseas,
vémitos, diarreia, sindrome do célon irritavel, obstipagdo e incontinéncia fecal.”®*°

Além das consequéncias fisiopatologicas da Diabetes Mellitus tipo I, também os efeitos
adversos da terapéutica medicamentosa contribuem para a disfungido da motilidade
gastrintestinal. Como exemplo, a diarreia nao diabética que corresponde a um dos efeitos
adversos mais frequentes da Metformina. No caso da denominada diarreia diabética, esta
resulta da propria patologia e da disfungao autondémica.

Os principais fatores de risco da sintomatologia gastrintestinal incluem a neuropatia
autonomica diabética, a hiperglicemia, o stress oxidativo, alteragoes na secregao das
principais hormonas gastrintestinais, alteragoes estruturais e funcionais das células
musculares lisas do trato gastrintestinal, dos neurdnios entéricos e das células intersticiais de

Cajal.

Existe uma inter-relagao entre motilidade gastrintestinal e controlo glicémico, visto que
os niveis plasmaticos pos-prandiais de glicose influenciam a fungao motora gastrintestinal e
vice-versa.” Por exemplo, em individuos diabéticos do tipo Il, um aumento na glicemia pés-

. 4 . 4 . 113 H ”» H
prandial esta associada a um decréscimo “proporcional” da taxa de esvaziamento do

30,31

estdbmago.”’ E ha estudos®®' que reportam que o esvaziamento gastrico é significativamente

mais lento e que a contratilidade do antro gastrico diminui nos individuos diabéticos do tipo
Il.

Além disso, a hiperglicemia esta associada a uma diminuigao do ténus gastrico, inibicao da
contratilidade do antro gastrico e estimulagio da contratilidade do piloro, o que
corresponde a um padrao de atividade motora associado a um retardamento do

esvaziamento do estdomago.”

27



A inibicao do esvaziamento gastrico relaciona-se com aumento da reten¢ao do quimo no
estomago e disfungao da motilidade da parede gastrica. Além disso, o esvaziamento gastrico
também depende da fungao do nervo vago que pode estar comprometida na Diabetes
Melllitus. De facto a hiperglicemia crénica promove igualmente o desenvolvimento e a
progressao da neuropatia, pois ocorrem alteragdes metabdlicas em neurdnios, e tal
contribui para a disfuncao da motilidade do trato gastrintestinal, uma vez que parte das
fungcoes deste sistema de orgaos é mediada por mecanismos neuronais dependentes do

sistema nervoso autonémico e do sistema nervoso entérico.’%2

Mais ainda o stress oxidativo, prevalente num quadro de Diabetes Mellitus tipo Il, promove
lesoes celulares e parece afetar, de um modo mais significativo, as subpopulagdes neuronais
inibitorias. Em alguns modelos animais de diabetes, observou-se diminuicao de neurodnios
entéricos, em particular dos neurdnios nitrérgicos inibitorios (por conseguinte, decresce a
expressao da sintase do 6xido nitrico neuronal - nNOS - e consequente sintese de oxido
nitrico) e de células intersticiais de Cajal.””**** Sendo que esta Gltima também se observa em

individuos diabéticos do tipo Il e/ou em individuos com disturbios gastrointestinais graves.

As células intersticiais de Cajal medeiam a neurotransmissao entre neurdnios
autonomicos e entéricos, e também, entre neurénios entéricos e as células musculares. A
reducao do numero destas células na musculatura lisa do fundo gastrico esta associada a
alteragao do relaxamento desta regiao do estomago, enquanto a reducao do numero de
células intersticiais de Cajal no plexo mientérico esta associada a diminuicao dos
movimentos peristalticos. A redugao do nimero destas células especializadas verifica-se em
varias regides do trato digestivo (estomago, intestino e coélon) e esta diminuicao
correlaciona-se com o decréscimo do numero de neurdnios nitrérgicos aferentes do nervo

vago, e vice-versa.”

As alteragoes neuronais consequentes da Diabetes Mellitus também podem ocorrer no
Sistema Nervoso Central e nao apenas no Sistema Nervoso Periférico.
Por vezes, os individuos diabéticos do tipo Il que sofrem de disturbios motores

gastrintestinais graves sao assintomaticos devido a uma disfungao nos nervos sensoriais.
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Ainda sobre a disfungao motora e sensorial gastrintestinal, esta pode também ser devida a
uma remodelagao morfologica e biomecanica da parede do trato digestivo. As principais
alteragoes observadas na Diabetes Mellitus tipo Il incluem aumento da espessura da parede
do trato gastrintestinal e remodelagio das células intersticiais de Cajal no estdmago.****°

A disfuncao das células musculares lisas (miopatia) da parede do trato gastrintestinal
também contribui para a disfungao da motilidade do sistema digestivo e carateriza-se por

degeneracio das células musculares, fibrose e atrofia do musculo liso gastrintestinal.*
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3.2.3 O efeito do GLP-1 na motilidade gastrintestinal

O GLP-I participa na regulacao de algumas fungoes motoras do sistema gastrintestinal das
quais se destaca a inibicdo do esvaziamento gastrico e a inibicio da motilidade intestinal, o
que contribui para a acomodagao pos-prandial do estomago, aumenta o tonus pilorico e
acelera o transito no colon, o que pode explicar uma das reagoes adversas mais frequentes
dos agonistas do GLP-IR, a diarreia.”

Além dos efeitos referidos acima, o GLP-I promove aumento do volume gastrico, tanto
em jejum como no periodo pos-prandial. Sendo que o efeito do GLP-1 sobre a acomodagao

gastrica pés-prandial é mediado pela libertagio de éxido nitrico.”*

Os efeitos do GLP-1 sobre a motilidade gastrintestinal sao mediados a nivel central e por
vias nervosas aferentes (do nervo vago, por exemplo), e também, por mecanismos neuronais
periféricos, em particular através da ativagao de recetores do GLP-| localizados em

neuronios do plexo mientérico.’*”’

Viarios estudos?®3>%738

sugerem que os efeitos inibitorios do GLP-| sobre a motilidade do
trato gastrintestinal sao mediados por via da libertagao de oxido nitrico, que por sua vez, é
mediada pela ativagao dos respetivos recetores (GLP-1R) pré-sinapticos localizados nos
neuronios entéricos.

No caso particular da inibicao da motilidade e do ténus gastrico, o GLP-1 pode atuar a

nivel central e através da ativagao de vias nao adrenérgicas e nao colinérgicas, e também,

através da libertagio de éxido nitrico.”

Os efeitos do GLP-1 na motilidade gastrintestinal influenciam os seus efeitos sobre a
homeostase glicémica. Por exemplo, a inibicio do esvaziamento gastrico desacelera a
entrada de nutrientes no intestino e, por conseguinte, a absor¢ao destes. Além do efeito
desta incretina sobre a fungao motora gastrintestinal, o GLP-1 também diminui a secregao

4cida gastrica.>***

O GLP-1 consegue difundir pela barreira hemato-encefalica e ativar os seus recetores
especificos localizados no sistema nervoso central, e deste modo, alguns dos efeitos deste
péptido sobre a motilidade gastrintestinal podem também ser mediados a nivel central (e
nao apenas a nivel periférico), como exemplos, a inibicio do esvaziamento gastrico e a

aceleracio do transito do célon."
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Por outro lado, o GLP-1 pode atuar indiretamente sobre o SNC por via da ativagao de
recetores presentes nas vias nervosas aferentes vagais. E portanto, o nervo vago e suas vias
nervosas aferentes desempenham um papel preponderante, pois estabelecem um “elo de
ligacao” entre o GLP-1 que se encontra em circulagao e o SNC e deste modo, medeiam
alguns dos efeitos do GLP-I sobre a motilidade gastrica, nomeadamente o esvaziamento do

estdmago.

Concluindo, além do efeito “incretina”, o GLP-I inibe o esvaziamento do estomago e a
motilidade intestinal; efeito este j4 demonstrado no ser humano, em rato e em ratinho.
Varios estudos sugerem que os efeitos do GLP-I| sobre a motilidade do trato gastrintestinal
sao mediados por vias nervosas aferentes vagais ou a nivel central (SNC) e que existem
locais de agao periféricos do GLP-1 no SNE, nomeadamente nos neuronios do plexo

mientérico.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS






Objetivos

O principal objetivo deste projeto consistiu no estudo dos efeitos dos GLP-IRA sobre a
motilidade gastrica e de que forma esta esta alterada na presenca de Diabetes Mellitus tipo II.

Para tal foram definidos os seguintes objetivos:

|. Através de estudos funcionais, avaliar o efeito dos GLP-1RA, GLP-I e Liraglutido, na
resposta contratil de fundo de estomago isolado de rato Wistar (rato controlo) e de
rato GK (modelo animal diabético do tipo Il nao obeso) com a realizagao de curvas
cumulativas concentragao-resposta dos GLP-1RA;

2. Caraterizar farmacologicamente o efeito dos GLP-1RA na resposta contratil de fundo
gastrico isolado de rato Wistar, recorrendo ao antagonista seletivo do GLP-IR,
Exendin-3 e a um inibidor nio-seletivo da sintase do &xido nitrico, N°-nitro-L-
arginina (L-NNA);

3. Avaliar o efeito do tratamento com Liraglutido no relaxamento induzido por um

dador de oxido nitrico, o nitroprussiato de sodio e pela noradrenalina, em tiras de
fundo de estomago isoladas a partir de ratos Wistar e ratos GK.
Durante a realizagao dos estudos in vivo com Liraglutido, avaliar o perfil bioquimico, a
ingestao calorica, o peso corporal, e ainda a sensibilidade periférica a insulina dos
ratos Wistar e GK tratados com Liraglutido, comparando com os correspondentes
grupos controlo nao tratados;

4. Determinar a densidade do recetor do GLP-I (GLP-1R), da nNOS (isoforma
neuronal da sintase do oxido nitrico) e da p-nNOS (forma fosforilada da nNOS) por
Western Blotting e em fundo de estomago isolado de rato dos quatro grupos de
animais;

5. Determinar a localizagao celular do GLP-1R em fundo de estomago isolado de rato

dos quatro grupos de animais por Imunohistoquimica.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS






I. Modelos animais

Foram usados ratos Wistar como grupo controlo e ratos Goto-Kakizaki, um modelo
animal de Diabetes Mellitus tipo II*', ambos provenientes do biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, no qual os animais foram mantidos em condigoes-
padrao de ventilagio, temperatura (22-24°C), humidade (50-60%), num ciclo de
luz/obscuridade de doze horas e com acesso livre a 4dgua e ragao (dieta padrao A03, SAFE,
Barcelona).

O rato Goto-Kakizaki corresponde a um modelo animal de Diabetes Mellitus tipo Il nao
obeso que resulta do cruzamento seletivo entre ratos Wistar com os niveis de glicemia mais
elevados e apresenta hiperglicemia moderada, resisténcia a insulina e deficiente secregao da
mesma, desenvolvendo complicagdes associadas a diabetes tipo |l semelhantes as que

ocorrem no ser humano.”?
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2. Estudos funcionais

2.1 Isolamento e preparacao do 6rgao

As dezasseis semanas de idade, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical,
tendo sido previamente anestesiados intraperitonealmente com cetamina (75 mg/kg de peso
corporal; Pfizer Inc., Nova lorque, EUA) e clorpromazina (3 mg/kg de peso corporal;
Laboratérios Vitoria, Amadora, Portugal). O estomago foi isolado e colocado, de imediato,
numa solugao gelada de Krebs-Henseleit (composicao em mM: NaCl 118,67, KCI 5,36;
MgSO,.7H,0 0,57; CaCl,. 2H,0 1,90; KH,PO, 0,90; NaHCO, 25; glicose I1,l) a pH 7,4 e
arejada com carbogénio (95% O, / 5% CO,).

Posteriormente o fundo foi dissecado e lavado com a mesma solugao fisiologica,
resultando em quatro tiras longitudinais ao longo da pequena e grande curvaturas, de 1,5 cm
de comprimento e 4 mm de largura, segundo a metodologia descrita por Riazi-Farzad et al.
(1996)* com base na original de Vane (1957).*

Finalmente, procedeu-se a suspensao das tiras de fundo de estomago entre duas ansas de
fio de platina, sob uma tensao o6tima basal de 19,6 mN, em banhos de orgaos de 10 mL,
preenchidos com solugao de Krebs-Henseleit, aquecida a 37°C e arejada com carbogénio. E
por fim, procedeu-se a um periodo de incubagao e estabilizagao de duas horas, com lavagens

a cada trinta minutos.

As variagoes de tensao isométrica das tiras de fundo gastrico foram registadas com
recurso a transdutores de forga (LETICA Scientific Instruments, Barcelona, Espanha) ligados a
um poligrafo de quatro canais (Polygraph 4006, LETICA Scientific Instruments, Barcelona,

Espanha).
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Figura 10 — Sistema de banho de 6rgios e poligrafo de quatro canais.

2.2 Protocolo experimental de caraterizacdo da resposta contratil de fundo
gastrico isolado de rato ao GLP-I

Apo6s o periodo de equilibrio, as tiras de fundo de estomago foram pré-contraidas com
Carbacol (CCh) 5 uM* e a partir do respetivo platd de contragio, procedeu-se a realizagio
de curvas cumulativas concentragao-resposta (CR) de GLP-1 (0,05 nM - |1 1,1nM).

Para caracterizagao da resposta contratil ao agonista endogeno, realizaram-se segundas
curvas CR ao GLP-I em tiras de estomago de ratos Wistar, na presenga e na auséncia de
300 nM de Exendin-3 (antagonista seletivo do recetor do GLP-I) adicionado ao banho de
orgaos trinta minutos antes da segunda curva CR.

Nas experiéncias em que foram efetuadas duas curvas cumulativas CR, obedeceu-se a um
intervalo de recuperagao de pelo menos uma hora entre cada curva, em que as preparagoes
foram lavadas com solugao fisiologica de Krebs-Henseleit até atingirem novamente o ténus
basal inicial e foram utilizadas tiras controlo, as quais foi adicionado o solvente apropriado
do antagonista.

As respostas contrateis ao GLP-| foram expressas em percentagem da resposta contratil
de cada tira ao CCh. Cada tira funcionou como controlo de si propria, ja que as respostas
ao GLP-I da segunda curva foram expressas em percentagem da contragdo maxima obtida
na primeira curva CR da respetiva tira. Os resultados finais de cada experiéncia com este

protocolo foram expressos em percentagem da resposta obtida nas tiras controlo.
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2.3 Protocolo experimental de caraterizacio da resposta contratil de fundo
gastrico isolado de rato ao Liraglutido

Foi igualmente estudada a resposta contratil ao agonista do GLP-IR, Liraglutido, em ratos
Wistar e em ratos GK, sendo que para a respetiva caraterizagao farmacologica, realizaram-
se curvas cumulativas CR ao agonista exdgeno em tiras de estomago de ratos Wistar pré-
contraidas com 5 uM de CCh*, na presenca e na auséncia de 250 uM de N®-nitro-L-arginina
(L-NNA, inibidor nao seletivo da NOS), adicionada ao banho de o6rgaos trinta minutos antes
da curva CR. Foram igualmente utilizadas tiras controlo, as quais foi adicionado o solvente
apropriado do inibidor. Neste conjunto de experiéncias, as respostas contrateis ao

Liraglutido foram expressas em percentagem da resposta contratil de cada tira ao CCh.
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Figura |11 - Registo representativo de curvas cumulativas CR ao GLP-1 (A) e ao Liraglutido (B)
em fundo gastrico isolado de rato apés pré-contracdio com CCh 5 pM.

2.4 Tratamento dos resultados dos estudos de caraterizacdo da resposta
contratil de tiras de fundo gastrico aos GLP-1RA

As respostas contrateis de cada GLP-IRA foram ainda traduzidas em termos de mN de
tensao para traduzir a eficacia (E,,) e em termos de logaritmo negativo da concentragao
molar de GLP-1RA capaz de induzir metade da resposta maxima (pEC,,) para traduzir a
poténcia. Os valores de pEC,, foram obtidos por interpolagao de cada curva cumulativa CR
em escala semilogaritmica (% da contragao maxima versus logaritmo da concentragao em
mol/L), usando métodos computacionais (CurveExpert, versao |.4 para Windows).

No que se refere ao tratamento estatistico dos dados, foram avaliadas as diferengas entre
os valores de E_, e pEC;, dos GLP-IRA de animais controlo (rato Wistar) e rato GK, bem
como as diferengas entre as respostas contrateis induzidas por cada dose da curva CR de

GLP-1RA executada na auséncia e na presenga de exendin-3 ou L-NNA.
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3. Estudos in vivo com Liraglutido em rato Wistar e em rato Goto-Kakizaki

3.1 Descri¢ao do tratamento com Liraglutido

Dois conjuntos de oito ratos Wistar e oito ratos GK, com catorze semanas de idade,
foram divididos em dois grupos: quatro animais foram administrados, duas vezes por dia*
com Liraglutido (200 pg/kg s.c.) durante catorze dias e os outros quatro animais foram
administrados com soro fisiologico NaCl 0,9% (grupo controlo) no mesmo periodo de
tempo.

Durante o periodo de tratamento, foram realizadas medi¢coes de peso corporal didrias
para ajuste da dose a administrar no dia seguinte e os animais tiveram acesso livre a agua e
racao (dieta padrao AO03, SAFE, Barcelona) e foram mantidos em condi¢oes padrao de

temperatura e humidade e num ciclo de luz/obscuridade de doze horas.

3.2 Determinacao dos parametros bioquimicos de rato Wistar e de rato GK
tratados com Liraglutido

Tanto no primeiro como no ultimo dia de tratamento, foram realizadas medi¢oes de
glicemia em jejum (de seis horas), usando um glucémetro (Elite, Bayer, Portugal), de
colesterol total e triglicerideos, usando um medidor portatil (Accutrend GCT, Roche,
Portugal) e procedeu-se a colheita de sangue da veia da cauda para um tubo Vacuette K3E
K3EDTA; de seguida, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante quinze minutos a 4°C, e
no fim, o plasma foi aliquotado e guardado a -80°C. Foi ainda realizada a prova de tolerancia
a insulina: os ratos foram injetados com insulina (0,25 U/mL) por via intraperitoneal e a
glicemia foi medida aos 15, 30, 60 e 120 minutos.

Tanto no primeiro como no ultimo dia de tratamento, apenas se procedeu a uma

administragao de Liraglutido/soro fisioldgico.
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Wistar Soro fisiologico (NaCl 0,9%, 2x/dia)

Wistar Liraglutido (200pg/kg, 2x/dia)

Goto-Kakizaki Soro fisiologico (NaCl 0,9%, 2x/dia)

Goto-Kakizaki Liraglutido (200pg/kg, 2x/dia)

14 semanas 16 semanas
l l
Gli em jejum, Col, TG, PTI Gli em jejum, Col, TG, PTI

Figura 12 — Esquema temporal ilustrativo dos estudos in vivo com Liraglutido.

3.3 Colheita de sangue e isolamento do 6rgao

No décimo-quinto dia, depois de 6 horas de jejum, os animais previamente anestesiados
com cetamina/clorpromazina foram sacrificados por deslocamento cervical, como descrito
anteriormente, tendo-se procedido a colheita de sangue por pungao cardiaca, para um tubo
Vacuette K3E K3EDTA, para plasma e para um tubo BD Vacutainer SST |l Advance, para soro;
o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante quinze minutos a 4°C, e depois aliquotado e
guardado a -80°C.

O estomago foi isolado e colocado, de imediato, numa solugao gelada de Krebs-Henseleit

arejada com carbogénio (95% O, / 5% CO,).

3.4 Protocolo experimental de estudo da resposta contratil de fundo gastrico
isolado de rato Wistar e rato GK tratados com Liraglutido

O fundo de estomago foi dissecado e montado em banho de 6rgaos como descrito
anteriormente. Apos o periodo de equilibrio, as tiras de fundo de estomago foram pré-
contraidas com 5 pM de CCh* e a partir do respetivo platd de contragio, procedeu-se a
realizacdo de curvas cumulativas CR de relaxamento ao nitroprussiato de sédio (sodium

nitroprusside, SNP) e a noradrenalina (NA) com a janela de concentragoes 0,01 uM - 631 pM.
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Figura 13 - Registo representativo de curvas CR ao SNP em fundo gastrico isolado de rato
Wistar ndo tratado (A) e rato Wistar tratado com Liraglutido (B) apds pré-contragio com CCh
5 uM.

Nestas experiéncias em que foram efetuadas duas curvas cumulativas CR, obedeceu-se a
um intervalo de recuperagao de pelo menos uma hora entre cada curva em que as
preparagoes foram lavadas com solugao fisiologica de Krebs-Henseleit até atingirem
novamente o toénus basal inicial.

Finalmente, amostras de fundo gastrico nao usadas nos estudos funcionais e de pancreas
foram fixados numa solugao de formol tamponado a pH 6,9 e processados de forma
convencional, com posterior inclusio em parafina; ou foram congeladas a -80°C para

posterior lise e homogeneizacao.

3.4.1 Tratamento dos resultados do estudo da resposta contratil de fundo
gastrico isolado de rato Wistar e rato GK tratados com Liraglutido

Neste conjunto de experiéncias, as respostas contracteis ao SNP e a NA, e
nomeadamente a respetiva resposta maxima (E,,), foram expressas em percentagem da
inibicao da resposta contratil de cada tira ao CCh.

A poténcia foi traduzida através do pEC;, (logaritmo negativo da concentragao molar de
SNP/NA capaz de induzir metade da resposta maxima). Os valores de pEC,, foram obtidos
por interpolagao de cada curva cumulativa CR em escala semilogaritmica (% do relaxamento
maximo versus logaritmo da concentragao em mol/L), usando métodos computacionais
(CurveExpert, versao |.4 para Windows). Os resultados foram ainda analisados em termos de

) do

max

mN de tensao, de forma a traduzir por valores absolutos, a atividade intrinseca (E
CCh em induzir contragao.

No que se refere ao tratamento estatistico dos resultados, foram avaliadas as diferengas
entre os valores de E, ., e pEC;, do SNP e da NA de animais controlo e diabéticos do tipo Il

tratados e nao tratados com Liraglutido.
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3.5 Analise estatistica dos resultados dos estudos funcionais

Para a determinagao das diferencas estatisticas entre dois grupos de valores utilizou-se o
teste de t de Student para dados nao emparelhados e para comparagao da resposta contratil
de fundo de estomago isolado de ratos controlo e diabéticos do tipo I, tratados ou nao com
Liraglutido, o teste ANOVA (Analysis of variance) seguido do teste de Tukey de
comparagoes multiplas.

Foi também aplicado ANOVA a dois fatores (com ou sem tratamento com Liraglutido e
rato controlo ou diabético) quando verificados os respetivos pressupostos de aplicagao.

Os valores de p inferiores a 0,05 (p <0,05) foram considerados indicadores de diferengas
estatisticamente significativas. Todos os resultados presentes neste trabalho estao expressos
como média * erro padrao da média (Standard Error of the Mean, S.E.M.) do nimero de tiras
(s) por animal (n) indicado. Todos os dados foram processados e analisados por métodos

computacionais, nomeadamente GraphPad Prism PC Software e IBM SPSS Statistics.

3.6 Reagentes e Solucdes usados nos estudos funcionais

Os reagentes usados na preparagao da solugao fisioloégica de Krebs-Henseleit foram
adquiridos na Panreac (Barcelona, Espanha) e foram produtos pro analysi. Para os estudos
funcionais foram usados os seguintes farmacos: Carbacol (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
Glucagon-like peptide | (GLP-1; Tocris, Bristol, GB), Liraglutido (Victoza® — Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Dinamarca), Exendin-3 (Tocris, Bristol, GB), N°-nitro-L-arginina (L-NNA; Tocris,

Bristol, GB), noradrenalina e nitroprussiato de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
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4. Estudos moleculares

4.1 Protocolo experimental de determinacdo da densidade de GLP-IR, nNOS e
p-nNOS por Western Blotting

Preparacdo de lisados: foram preparados homogeneizados de 100 mg de fundo de
estomago em 500 pL de tampao de lise (Tabela 4) e tanto este como as amostras tecidulares
foram mantidas em gelo no decorrer do protocolo. Os homogeneizados foram
centrifugados a 14000 rpm durante vinte minutos e a 4°C. Depois, o sobrenadante foi
recolhido e procedeu-se a uma segunda centrifugacdo nas mesmas condigoes referidas

anteriormente. Por fim, o sobrenadante foi aliquotado e as amostras foram congeladas a -

80°C.

Preparacdo das amostras para Western Blotting: foi adicionado o tampao de
desnaturagao (Sample Buffer, 2x) as aliquotas dos homogeneizados, numa proporgao de I:| e
depois, as respetivas amostras foram diluidas novamente com o mesmo tampao a Ix.
Posteriormente, as amostras foram sonicadas durante dez segundos e a uma frequéncia de

70 Hz, e também, foram aquecidas durante trés minutos a cerca de 90°C.

Eletroforese SDS-PAGE: foram preparados géis de poliacrilamida a 8%, de | mm de
espessura e com |0 pogos. Na preparagao dos géis Resolving e Stacking foi seguido o
protocolo apresentado na tabela 4. Apds a polimerizagao dos géis, procedeu-se 2 montagem
do sistema de eletroforese e subsequente adigao das amostras. Encheu-se o sistema com
tampao de corrida (Tabela 4) e iniciou-se a eletroforese. Tendo em conta que a velocidade
de migragao das proteinas depende do seu peso molecular e de modo a controlar a
migragao e separagao proteica, foi adicionado o padrao GRS Protein Marker MultiColour a um

dos pogos.

Transferéncia gel — membrana PVDF: apos a conclusao da eletroforese, procedeu-se a
transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (polyvynilidine fluoride, PVDF) para Western Blotting. Em primeiro lugar,
procedeu-se a ativagao da(s) membrana(s) e preparacao do tampao de transferéncia (Tabela
4) usado para encher o sistema Transfer Blot. Hd parametros que tém de ser controlados no

decorrer da transferéncia do gel para a membrana de PVDF, nomeadamente: amperagem
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constante nos 750 mA, a voltagem nao deve ultrapassar os 120 V, temperatura e duragao da

transferéncia (1h45-2h).

Incubacdo com solucdo bloqueio: apds a transferéncia, as membranas foram incubadas
com uma solugao de TBS-T 0,1% (Tabela 4) e BSA (Bovine Serum Albumin) a 5% durante duas

horas.

Incubacdo com o anticorpo primdrio: apds o bloqueio, as membranas foram incubadas

com o anticorpo primario: Calnexina (que corresponde ao padrao interno usado), GLP-1R

(1:250), nNOS (1:500) e p-nNOS (1:500); durante a noite e a 4°C.

No fim, procedeu-se a lavagem das membranas com TBS-T 0,4% (Tabela 4) durante uma

hora e meia.

Incubacdo com o anticorpo secunddrio: apos a lavagem, as membranas foram incubadas
com o anticorpo secundario especifico para cada anticorpo primario (anti-cabra e anti-

coelho (1:5000, BioRad, EUA) durante duas horas e a temperatura ambiente.

Mais uma vez, no final procedeu-se a lavagem das membranas com TBS-T 0,4% (Tabela 4)

durante uma hora e meia.

Revelagcdo das membranas por Quimioluminescéncia: em primeiro lugar, o substrato
ECL (Enhanced Chemiluminescence) foi preparado adicionando luminol e perdxido de
hidrogénio numa proporgao I:l e usando o respetivo kit (Clarity Western ECL Substrate,
BioRad, EUA). De seguida, o substrato foi adicionado a membrana e a revelagao das
membranas foi realizada no sistema de dete¢ao de luminescéncia VersaDoc (BioRad, EUA),
com o respetivo programa associado Quantity One. A analise e a quantificagao das bandas foi

realizada com recurso ao software Image Quant® (Molecular Dynamics, EUA).
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4.1.1 Reagentes e Solucoes usados na técnica Western Blotting

Os reagentes usados foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St Louis, EUA) e em relagao aos

anticorpos primarios usados: Calnexina (Sicgen, Portugal), GLP-1R (Bioss, EUA), nNOS

(Abcam, EUA) e p-nNOS (Abcam, EUA).

Tampao de lise (para um Vgna de 5 mL):

2,5 mL tampao de homogeneizagao 2x;

50 pL Triton-X;

30 pL Inibidor de proteases;

250 pL PMSF (fluoreto de fenilmetanosulfonil);
1,72 mL agua miliQ.

Resolving Gel (8%) * Stacking Gel*

12 mL Resolving Buffer; 3,75 mL Stacking Buffer;

4.8 mL Acrilamida 40%,; 0,852 mL Acrilamida 40%,;

7,2 mL agua miliQ; 2,978 mL agua miliQ;

180 pL APS (persulfato de amonio) 10%; 45 pL APS 10%;

12 uL TEMED (N,N,N',N'-tetrametilinediamina). | 8,26 uL TEMED.

(*para 6 géis de 0,75 mm de espessura) (*para 6 géis de 0,75 mm de espessura)

Tampao de corrida (Vsna de IL):

200 mL Running Buffer 5x;
800 mL agua miliQ.

Tampao de transferéncia (Vnade IL):

100 mL CAPS (acido ciclohexilamina propanosulfénico) 10x;
100 mL metanol;
800 mL agua miliQ.

Tampao de lavagem (Vsna de IL):

100 mL TBS;
900 mL agua miliQ;
| ou4 mL Tween (quando a 0,1% ou 0,4%, respetivamente)

Tabela 4 - protocolos para preparacdao das solucdes usadas na Eletroforese e em

Western Blotting.
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4.1.2 Analise estatistica dos resultados obtidos na técnica Western Blotting

Para a determinacao das diferencas estatisticas entre os quatro grupos de estudo para
cada variavel avaliada utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis ANOVA bidirecional (teste nao
paramétrico para dados independentes), enquanto as diferengas entre duas variaveis dentro
de cada grupo foram calculadas utilizando o teste de Wilcoxon (teste nao paramétrico para
dados emparelhados). Os valores de p inferiores a 0,05 (p <0,05) foram considerados
indicadores de diferencas estatisticamente significativas. Todos os resultados estao
expressos como média * erro padrao da média (Standard Error of the Mean, S.E.M.). E todos

os dados foram processados e analisados por métodos computacionais, nhomeadamente

GraphPad Prism PC Software e IBM SPSS Statistics.

4.2 Protocolo experimental de determinacao da localizacao celular do GLP-IR
por Imunohistoquimica

Amostras de fundo de estomago e de pancreas foram fixadas numa solugao de formol
tamponado a pH 6,9 e processadas de forma convencional, com posterior inclusao em
parafina. Com estas amostras, foram realizados cortes histolégicos de 3 um de espessura,

que foram sujeitos inicialmente a coloragao com hematoxilina (HE).

Em primeiro lugar, os cortes foram desparafinados com uma solugao de desparafinagao
(solugao Bond Dewax, Leica Biosystems), e de seguida foram rehidratados com lavagens
sucessivas com alcool a 100% e finalmente lavadas com uma solugao tampao (solugao Bond
Wash, Leica Biosystems).

Para a recuperagao dos epitopos, os cortes foram incubados em tampao citrato 10%
(v/v), pH 6 (solugao Bond Epitope Retrieval, Leica Biosystems), durante vinte minutos.

Depois de lavados, os cortes foram incubados durante cinco minutos com uma solugao
de perdxido de hidrogénio, 3-4% (v/v) (solugao Peroxidase Block BOND, Leica Biosystems)
para inibir a atividade da peroxidase endogena.

Apobs nova lavagem com solugao tampao, os cortes foram incubados com o anticorpo
policlonal primario de coelho anti-GLP-IR de rato (Bioss, EUA), diluido (1:200) na solugao de

diluigao Bond Primary Antibody Diluent (Leica Biosystems) durante quinze minutos.
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Os cortes foram novamente lavados tendo-se procedido posteriormente a incubagao
com um anticorpo de uniao pos-primario (Post Primary BOND, Leica Biosystems) durante oito
minutos.

Seguiu-se nova lavagem e os cortes foram incubados com um reagente polimérico que
inclui conjugados de anticorpos terciarios de peroxidase polimérica de rabano picante (HRP)
(Polymer BOND, Leica Biosystems) durante oito minutos.

Depois, os cortes foram lavados com solugao tampao de lavagem uma ultima vez, e de
seguida, foram lavados com agua destilada.

Os cortes foram finalmente revelados com o cromogénio diaminobenzidina (Mixed DAB
Refine BOND, Leica Biosystems) durante dez minutos, e apés nova lavagem com agua
destilada, foram contrastados com hematoxilina (Hematoxylin BOND, Leica Biosystems)
durante cinco minutos, apés o que se procedeu a diafanizagao, desidratagao e montagem em
meio sintético DPX e posteriormente, os cortes foram analisados no microscopio otico

Nikon Eclipse 80i.
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CAPITULO 4

RESULTADOS






|I. Caraterizacdao da resposta contratil de fundo gastrico isolado de rato aos
agonistas do recetor do glucagon-like peptide | (GLP-1RA)

Os GLP-1RA caraterizam-se por efeitos no trato gastrintestinal, nomeadamente a inibigao
do esvaziamento gastrico, a diminuigdo da secrecao acida gastrica e a inibicdo da motilidade
intestinal, sendo que estes efeitos contribuem para o aumento da saciedade e consequente

perda de peso.

Um dos objetivos definidos para este projeto consistiu no estudo dos efeitos dos GLP-
IRA sobre a motilidade gastrica, mais propriamente sobre a entrada de alimentos no
estomago. Sendo assim, foi avaliada a resposta contratil isométrica induzida pela adicao
cumulativa de concentragoes crescentes de GLP-1RA, nomeadamente o agonista endégeno
(GLP-1) e o Liraglutido (GLP-1RA de longa duragao de agao) em fundo gastrico isolado de

rato Wistar (grupo controlo) e de rato GK (modelo animal diabético tipo |l nao obeso).

Ambos os GLP-1RA estudados induziram contragao dependente da concentragio do
fundo de estomago isolado de ratos Wistar e GK pré-contraido com carbacol (CCh) 5 pM
no intervalo de concentragoes testadas (0,05 nM — I I,I nM) (Figura | |A e | IB).

E além disso, na presenca de atropina (antagonista nao seletivo dos recetores
muscarinicos) e sem pré-contragao do carbacol foi observado que o GLP-l induzia

contragoes fasicas da mesma preparagao (dados nao apresentados).

Com o intuito de caraterizar farmacologicamente a resposta contratil dos GLP-IRA,

foram calculados os parametros farmacologicos E,, e pEC., que traduzem eficicia e

X

poténcia respetivamente (Tabela 5).
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Es (MN) Epax (MN) PECso PEC;,
'max ‘max / W / GK
W) (GK) (ogIM) W) | (logim)) (k) | MW | sin(CK)
GLP-1 5,6+0,69 9,09+ |,44* 8,33+0,16 8,58+0,16 16/4 12/4
Liraglutido 4,69+0,80 3,76+1,01* 9,6240,23* 9,06+0,51 13/4 5/3

Tabela 5 — Valores de E,;, e pEC;, para os GLP-IRA em fundo gastrico isolado de ratos Wistar e
de ratos GK; E,.., = contragdo maxima em mN de tensdo; pEC;, = logaritmo negativo da concentragdo molar
de GLP-IRA necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = nimero de tiras de estobmago / nimero de
ratos de onde foram obtidas as tiras de estomago; os resultados estdo apresentados como média + S.E.M,; as
diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t de Student; * p <0,05 vs GLP-1; # p <0,05 vs Wistar.

Comparando os dois GLP-1RA, o agonista enddgeno foi mais eficaz que o Liraglutido em
induzir contragao de tiras de fundo de estomago isolado de ratos GK, tendo sido
equivalentes nos ratos Wistar. Inversamente o Liraglutido foi mais potente que o GLP-| nos

animais controlo.

Por fim, comparando a resposta contratil induzida pelo GLP-I em rato Wistar e em rato
GK, o agonista endogeno foi mais eficaz no modelo animal diabético, tendo sido
equipotente. Enquanto o Liraglutido foi equivalente nos dois modelos animais em termos de

eficacia e poténcia.
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Com o objetivo de verificar se o efeito do GLP-1 sobre a contratilidade de fundo gastrico
isolado de rato é mediado ou nao pelo GLP-IR, procedeu-se a realizacao de ensaios nos

quais se utilizou o antagonista seletivo para o GLP-IR, o Exendin-3 na concentragao 300 nM.
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Figura 14 - Resposta contractil ao GLP-1 de tiras de estomago isolado de rato Wistar, na
presenca e na auséncia de 300 nM de Exendin-3, antagonista seletivo do GLP-IR; os resultados
estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam o S.E.M.; a significancia das
diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t de Student; * p <0,05 vs GLP-I.

E o (%) pEC50 ( - log[M]) sin
GLP-I 100+0,00 8,46+0,13 14/4
GLP-1 + 300 nM Ex3 55,08+9,26* 8,30+0,23 10/4

Tabela 6 - Efeito do antagonista seletivo do GLP-IR na resposta contratil de fundo de estomago
isolado de rato Wistar ao GLP-I; E_, = efeito miaximo em percentagem de contragao induzida pelo GLP-

I; pECs, = logaritmo negativo da concentragdo molar de agonista que induz 50% do efeito maximo; s/n =
numero de tiras de estdbmago / nimero de ratos de onde foram obtidas as tiras de estdbmago; os resultados
estdo expressos em valores médios + S.E.M,; as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t de Student;
*p <0,05 vs GLP-1.

A presenca de Exendin-3 induziu alteragoes significativas na curva CR do GLP-I,
provocando um desvio para a direita com redugao significativa (p <0,05) da resposta
maxima, dentro da janela de concentragoes utilizada (Figura 14; Tabela 6). No entanto, nao

se observou uma redugao estatisticamente significativa na poténcia (p> 0,05) (Tabela 6).
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De modo a avaliar se o oxido nitrico desempenha alguma fungao sobre a contragao
induzida pelos GLP-1RA nesta preparagao, procedeu-se a realizagdo de ensaios na presenga
do inibidor nao seletivo da sintase do éxido nitrico, a N®-nitro-L-arginina (L-NNA), na

concentragao de 250 uM.
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Figura 15 — Resposta contractil ao Liraglutido de tiras de estomago isolado de rato Wistar, na
presenca e na auséncia de 250 uM de N°-nitro-L-arginina (L-NNA), inibidor nio seletivo da NOS;
os resultados estio expressos em valores médios + S.E.M; as barras verticais representam o S.EM; n = 6-11.

O L-NNA nao alterou significativamente (p> 0,05) a resposta contratil de fundo gastrico

isolado de rato Wistar ao Liraglutido (Figura 15).
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2. Avaliacdo do efeito do tratamento com Liraglutido sobre o perfil
bioquimico de rato Wistar e de rato GK (estudos in vivo)

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento com Liraglutido na resposta contractil
de tiras de fundo de estomago isoladas a partir de ratos Wistar e ratos GK, procedeu-se
paralelamente a avaliagdo do efeito deste farmaco sobre o perfil bioquimico, a ingestao

caldrica, o peso corporal e a sensibilidade periférica a insulina em ambos os modelos animais.

Os parametros bioquimicos avaliados foram a glicemia em jejum, colesterol total e
triglicerideos, determinados no primeiro dia e no décimo-quarto (e ultimo) dia do
tratamento com Liraglutido e os valores obtidos estao apresentados na tabela 7. Na tabela

constam também os valores médios de ingestao calorica didria por rato em gramas de ragao.

W salino GK salino W Lira GK Lira
Grupo
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
G"ce'(“r:;::‘_)'e’“m 9229436  84,1442,4 150,5+26,1% 14054253 93,4437 87,86+4,6 17575+42,5% 115545, 1%
Colesterol total 167,86+22 16757428 171414  17625+27  170+16 169,25+1,4 173,5+2,8 174£2,5
(mg/dL)
Triglicerideos )
101449  106,14+9,0 162,5+24,5% 207,5+52,3% 111479 10025+7,8 161,75+184% 11125466
(mg/dL)
Ingestdo calérica 16.9+0.6 183+ 1.6 I1,+ 0,8* 1,6%1,3%

(gl/rato/dia)

Tabela 7 - Avaliacdo e comparacido do perfil bioquimico de ratos Wistar e ratos GK tratados e
ndo tratados com Liraglutido; W salino — rato Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato
Wistar administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki
administrado com soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas
vezes por dia); os resultados estio apresentados como média + S.E.M.; n = 4-8 por grupo; as diferencas
estatisticas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK salino.

Em relagao a glicemia em jejum, existe diferenga estatisticamente significativa (p <0,05)
entre rato Wistar e rato GK, o que ja era expetavel uma vez que uma das principais
carateristicas do modelo animal diabético do tipo |l nao obeso usado corresponde a
hiperglicemia moderada. No entanto, comparando os ratos tratados com Liraglutido e os
ratos nao tratados, em ambos os modelos animais, nao existem diferencas estatisticamente
significativas na glicemia em jejum.
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Porém, no rato GK observou-se uma tendéncia de diminuigao da glicemia em jejum com
o tratamento com Liraglutido; no caso do rato Wistar, uma vez que este modelo animal ja
apresenta a glicemia normalizada, os valores obtidos para este parametro sao semelhantes

no inicio e no final do tratamento.

Em relagao ao perfil lipidico, nao existe diferenca estatisticamente significativa entre os
valores de colesterol total obtidos nos quatro grupos de animais nem na comparagao entre

os valores iniciais e finais.

No que diz respeito aos niveis de triglicerideos, observou-se mais uma vez um aumento
estatisticamente significativo (p <0,05) no rato GK comparativamente ao rato Wistar. No
entanto, comparando os grupos de ratos tratados com o GLP-1RA e os nao tratados, e
também, os valores iniciais e finais, nao existem diferengas significativas. Porém, observou-se
uma tendéncia de diminuicao dos niveis de triglicerideos nos ratos diabéticos tratados com

Liraglutido e a diferenca entre as estirpes deixa de se verificar apos o tratamento.

Por fim, em relagao a ingestao caldrica, os ratos Wistar e GK tratados com Liraglutido
ingeriram menos quantidade de ragao por dia, comparada com aquela ingerida pelos ratos
nao tratados, sendo que existe diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre os

grupos de animais tratados e animais nao tratados.

No decorrer do periodo de tratamento com Liraglutido, procedeu-se a avaliagao diaria
do peso corporal dos ratos dos quatro grupos, de modo a garantir a administragao do
farmaco no dia seguinte, em fungao do peso, e a avaliar o efeito deste farmaco na perda de

peso.
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Figura 16 - Comparacdo da perda de peso no final do tratamento com Liraglutido; W salino — rato
Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200 ug/kg, duas
vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki
administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo; as diferencgas estatisticas foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK salino.

Observou-se uma redugao no peso dos ratos Wistar e GK tratados com Liraglutido e
essa perda de peso foi significativamente maior (p <0,05) entre os ratos Wistar tratados
com o farmaco e os ratos Wistar nao tratados. Existe também redugao do peso corporal
dos ratos GK tratados com Liraglutido comparativamente com os ratos GK nao tratados, no

entanto, nao existe diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos de ratos GK

(Figura 16).

500

W salino
GK salino
W Lira
GK Lira

400
350
300
250

200

100

cI 1 ] ] 1 1 L] L} 1 L L} 1 L} 1 1

012345678 91011121314
Dia

peso corporal (g)
bttt

Figura 17 — Evolucao do peso corporal ao longo do periodo de tratamento com Liraglutido; W
salino — rato Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido
(200 pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisioldgico; GK Lira
— rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo.

A redugao no peso corporal dos grupos de ratos tratados com Liraglutido foi mais
acentuada nos primeiros dias de tratamento, pois no decorrer do periodo de tratamento,
houve uma tendéncia de recuperagao do peso perdido, principalmente no grupo de ratos

GK tratados com o farmaco (Figura 17).
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Glicemia (mg/dL)

Por fim, com o objetivo de avaliar o efeito do Liraglutido sobre a capacidade de resposta
dos tecidos periféricos a insulina, foi realizada uma prova de tolerancia a insulina em cada

rato de cada um dos quatro grupos de animais no primeiro (Figura |8) e dltimo dia (Figura

19) do tratamento.
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Figura 18 — Prova de tolerancia a insulina antes do tratamento com Liraglutido; W salino — rato
Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas
vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki
administrado com Liraglutido (200 ug/kg, duas vezes por dia); n=4-8 por grupo; as diferengas estatisticas foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK salino.

Prova de tolerancia a insulina final Prova de tolerancia a insulina final
300+ * 300+
- W salino -~ W salino
g B GK salino g -# GK salino
) B WLra ® 2004 -+ W Lira
E B cKlira E -~ GK Lira
2 8
£ £
[ [
c T 3 T T T
o o 9 o o o S
Q K of S \,19 N » © NV
Minutos (ap6s insulina IP) Minutos (ap6s insulina IP)

Figura 19 — Prova de tolerancia a insulina depois do tratamento com Liraglutido; W salino — rato
Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas
vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki
administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo; as diferengas estatisticas foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK salino.
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Analisando os graficos obtidos (Figuras I8 e 19), nao foram observadas diferengas no
perfil das curvas dos ratos Wistar tratados e nao tratados com Liraglutido. No que diz
respeito aos ratos GK nao tratados, observou-se que a glicemia comega a diminuir mais
cedo na prova de tolerancia a insulina final, comparando com a inicial. E no caso dos ratos
GK tratados com Liraglutido, foi também observado que a glicemia diminui mais cedo e

normaliza no final da prova de tolerancia a insulina realizada depois do tratamento.
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Figura 20 — Comparacdo entre a area debaixo da curva (AUC) da prova de tolerancia a
insulina (PTI) no final do tratamento com Liraglutido; W salino — rato Wistar administrado com
soro fisiologico; W Lira — rato Wistar administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); GK
salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisiolégico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado
com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); n = 4-7 por grupo; as diferencas estatisticas foram avaliadas
pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05 * vs W salino.

A determinagao da area debaixo da curva (AUC) permite avaliar a variagdo dos niveis
plasmaticos de glicose, no decorrer da prova de tolerancia a insulina. Deste modo, uma
diminuigao da AUC traduz uma reducao da glicemia, que resulta de um aumento da captagao
de glicose pelos tecidos periféricos, o que por sua vez, traduz-se em melhoria da
sensibilidade destes tecidos a insulina.

Os valores obtidos sao praticamente iguais entre rato Wistar tratado com Liraglutido e
rato Wistar nao tratado. No caso do rato GK, embora niao se observando diferencas
estatisticamente significativas entre o rato tratado com Liraglutido e o rato nao tratado (GK
salino: 308,75 + 29,6 vs GK Lira: 272,56 + 5,4, p> 0,05), a diferenca existente entre rato

Wistar e rato GK salino atenua-se apés o tratamento com Liraglutido (Figura 20).
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3. Estudo da resposta contratil de fundo gastrico isolado de rato Wistar e de
rato GK tratados com Liraglutido

3.1 Resposta contratil ao Carbacol (CCh)

Em todos os estudos funcionais realizados, as curvas cumulativas CR foram executadas
em tiras de fundo gastrico pré-contraidas com o agonista muscarinico Carbacol na
concentragao 5 pM. Neste conjunto de experiéncias em que avaliou-se o efeito do
tratamento com Liraglutido no relaxamento induzido por um dador de oxido nitrico, o
nitroprussiato de sodio e pela noradrenalina, pretendeu-se verificar se existiam diferengas

entre os quatro grupos de animais no que respeita a resposta contratil ao CCh (Figura 21).
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Figura 21 - Resposta contratil ao CCh nos ratos Wistar e GK tratados e ndo tratados com

Liraglutido ao longo de duas curvas cumulativas CR sucessivas; os valores estio apresentados como
média + S.E.M.; as barras verticais representam o S.E.M.; as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t
de Student. * p<0,05 vs Wistar (salino) e Wistar (Liraglutido).

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os quatro grupos na
resposta contratil ao CCh nas curvas cumulativas CR do SNP.

Por outro lado, nas curvas cumulativas CR da noradrenalina, a resposta contratil ao CCh
no rato GK nao tratado foi significativamente superior (p <0,05) as respostas contrateis ao
agonista muscarinico nos dois grupos de ratos Wistar (tratados e nao tratados com

Liraglutido), havendo uma tendéncia para a normalizagao com o tratamento.
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3.2 Resposta contratil ao nitroprussiato de sédio (SNP) e a noradrenalina (NA)

O nitroprussiato de sodio (SNP) é um dador de 6xido nitrico e induz relaxamento da
musculatura lisa gastrintestinal (GI) dependente da libertagio de oxido nitrico, mas
independente do endotélio.*

As tiras de fundo de estomago isolado dos quatro grupos de animais responderam ao

SNP com relaxamento dependente da concentragao (Figura 22).
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Figura 22 — Relaxamento induzido pelo SNP (em % de inibicio da contracdao induzida pelo CCh)
em tiras de fundo gastrico isolado de ratos Wistar e GK tratados e ndo tratados com Liraglutido;

os resultados estao expressos como média + S.E.M.; as barras verticais representam o S.E.M.; n constante na
tabela 8.

Analisando o relaxamento do fundo de estomago isolado de ratos Wistar e de ratos GK,
tratados e nao tratados com Liraglutido, induzido pelo SNP, observou-se um decréscimo do
mesmo em ratos Wistar e ratos GK sujeitos ao farmaco comparativamente aos respetivos

grupos nao tratados.
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Quando analisados os parametros que caracterizam farmacologicamente o efeito deste
) do SNP em

induzir relaxamento variou entre os quatro grupos de animais do seguinte modo: W salino 2

dador de oxido nitrico, E_ ., e pEC;, (Tabela 8), verificou-se que a eficacia (E,,,
GK salino 2 GK Lira 2 W Lira. Embora nao existam diferencas estatisticamente significativas
(p> 0,05) entre os quatro grupos, o tratamento com Liraglutido tendencialmente promove
perda de eficacia sendo esse efeito mais acentuado no modelo animal usado como grupo

controlo (rato Wistar).

E. .. (% CCh) pPEC;, (log [M]) sin

Wistar (salino) 64,6 £ 7,1 -6,38 £ 0,16 14/4
Wistar (Liraglutido) 43,449 -6,39 £ 0,12 15/4
GK (salino) 55,7 £ 8,6 -6,00 £ 0,10 15/4

GK (Liraglutido) 47,1 £ 5,1 -5,36" £ 0,10 16/4

Tabela 8 — Valores de E,,, e pEC;, para o SNP em fundo gastrico isolado de ratos Wistar e GK
tratados e ndo tratados com Liraglutido; E_; = resposta maxima de relaxamento em percentagem de

inibicdo da contragdo induzida pelo Carbacol (CCh); pEC,, = logaritmo da concentragio molar de SNP
necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = nimero de tiras de estobmago / nimero de ratos de
onde foram obtidas as tiras de estdbmago; os resultados estdo apresentados como média + S.E.M.; as diferengas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA seguido do teste de Tukey de comparagSes multiplas;

# p <0,05 vs Wistar (salino), Wistar (Liraglutido) e GK (salino).

De fato a aplicagcao de um ANOVA a dois fatores (tratamento e tipo de rato) revela que,
ainda que nao existam diferengas estatisticamente significativas entre ratos Wistar ou GK (F
(1,56) = 0,15; p = 0,70), o tratamento teve efeito estatisticamente significativo (F (1,58) =
5,02; p = 0,029), qualquer que seja o tipo de rato, sendo o efeito do tratamento ligeiramente

maior nos ratos Wistar (Figura 23).
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Figura 23 - Grafico de perfil do efeito do tratamento com Liraglutido sobre as médias marginais
estimadas de E,_, do SNP nos dois modelos animais; C = sem tratamento (situagao controlo), L =
tratamento com Liraglutido; as diferengas estatisticas foram avaliadas com o teste ANOVA a 2 fatores (rato e
tratamento); F (1,58) = 5,02; p = 0,029.

Relativamente a poténcia do SNP, parametro avaliado através do pEC;,, os quatro grupos
variaram da seguinte maneira: W Lira 2 W salino 2 GK salino > GK Lira. Em rato Wistar, os
valores de poténcia sao muito semelhantes nos dois grupos (tratados e nao tratados com
Liraglutido); no caso do rato GK, o SNP ¢ significativamente menos potente em rato tratado
com Liraglutido (F (3,51) = 17,00; p <0,001) (Tabela 8) do que no correspondente grupo nao

tratado.

Estes resultados de ANOVA a um fator considerando os 4 grupos gerados pelos dois
fatores, tratamento e tipo de rato, foi justificado pelo teste ANOVA a dois fatores. Com
este Ultimo verificou-se que existe efeito do tipo de rato (F (I,51) = 35,06; p <0,001) (Figura
24), sendo que ratos diabéticos tém sempre valores mais elevados do que ratos controlo,
quer sejam tratados ou nao; e que existe efeito do tratamento (F (1,51) = 6,87; p = 0,012),
sendo que ratos tratados tém sempre valores mais elevados do que nao tratados, no global;
de fato, ratos GK tratados apresentam pEC,, mais elevado que os GK nao tratados, mas

ratos Wistar apresentam valores semelhantes entre tratados e nao tratados.
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Figura 24 - Grafico de perfil do efeito do modelo animal (W e GK) sobre as médias marginais
estimadas de pEC;, do SNP; C = sem tratamento (situagao controlo), L = tratamento com Liraglutido; as
diferencgas estatisticas foram avaliadas com o teste ANOVA a 2 fatores (rato e tratamento); F (1,51) = 35,06; p
<0,001.

A noradrenalina (NA) é um neurotransmissor do Sistema Nervoso Auténomo Simpatico
que medeia o relaxamento da musculatura lisa no sistema gastrintestinal através da ativacao

de recetores adrenérgicos do tipo p2.”
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Figura 25 — Relaxamento induzido pela NA (em % de inibicio da contracdo induzida pelo CCh)
em tiras de fundo gastrico isolado de ratos Wistar e GK tratados e ndo tratados com Liraglutido;
os resultados estao expressos como média + S.E.M.; as barras verticais representam o S.E.M.; n constante na
tabela 9.
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Analisando as curvas cumulativas CR a NA (Figura 25), observou-se que o relaxamento
maximo por ela induzido é inferior em fundo gastrico isolado de rato Wistar tratado com
Liraglutido, comparando com o correspondente grupo de rato nao tratado (Tabela 9). No
entanto, no rato GK, nao se observaram alteragoes estatisticamente significativas na

resposta relaxante a NA entre ratos tratados e nao tratados (Figura 25).

E. .. (% CCh) PEC,, (log [M]) sin

Wistar (salino) 85,4 +5,2 -6,28 + 0,09 16/4
Wistar (Liraglutido) 61,6%£52 -5,76%* £ 0,18 16/4
GK (salino) 60,4* + 4,9 -5,77* £ 0,06 15/4

GK (Liraglutido) 72,2 £ 6,1 -5,37*% £ 0,08 16/4

Tabela 9 - Valores de E,;,, e pEC;, para a NA em fundo gastrico isolado de ratos Wistar e GK
tratados e nao tratados com Liraglutido; E_ ., = resposta maxima de relaxamento em percentagem de
inibicdo da contragido induzida pelo Carbacol (CCh); pEC;, = logaritmo da concentragio molar de NA
necessaria para induzir 50% da resposta maxima; s/n = nimero de tiras de estdmago / nimero de ratos de
onde foram obtidas as tiras de estdmago; os resultados estao apresentados como média + S.E.M.; as diferengas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA seguido do teste de Tukey de comparagdes multiplas; * p <0,05 vs
Wistar (salino).

De fato, considerando os parimetros que caraterizam farmacologicamente o
relaxamento do orgao isolado a noradrenalina (Tabela 9) ha a salientar que a NA foi mais
eficaz em rato Wistar nao tratado na sequéncia de uma ANOVA a | fator considerando os

quatro grupos gerados pelos dois fatores rato e tratamento (F (3,58) = 4,60; p = 0,006).

No que diz respeito a poténcia da NA em induzir relaxamento, depreende-se pelo
desvio para a direita da curva CR que se observa na figura 25, que ha uma perda significativa
de poténcia relativamente a situagao controlo, determinada quer pela patologia, quer pelo

tratamento (Tabela 9).
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Médias marginais estimadas

De fato o teste ANOVA a dois fatores revela que ratos diabéticos tém sempre valores

mais elevados de pEC,, do que ratos nao diabéticos, quer sejam tratados ou nao (F (1,55) =

12,45; p = 0,001); e ratos tratados tém sempre valores mais elevados do que ratos nao

tratados quer sejam ratos Wistar ou GK (F (1,55) = 12,45; p = 0,001) (Figura 26).
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Figura 26 — Graficos de perfil do efeito do modelo animal e do tratamento sobre as médias
marginais estimadas de pEC;, da NA; C = sem tratamento (situagao controlo), L = tratamento com
Liraglutido; as diferengas estatisticas foram avaliadas com o teste ANOVA a 2 fatores (rato e tratamento);

F (1,55) = 12,45; p = 0,001.
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4. Determinacdo da densidade do GLP-IR, da nNOS e da p-nNOS por
Western Blotting

Com o intuito de complementar a caraterizagao farmacolégica do efeito dos GLP-1RA
sobre a motilidade gastrica, procedeu-se a determinagao da expressao do GLP-1R em fundo
gastrico isolado de rato através da técnica Western Blotting e posterior analise e

comparagao dos resultados entre os quatro grupos de estudo.
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Figura 27 - Expressdao do GLP-IR, em fundo gastrico isolado de rato, quantificada por Western
Blotting; W salino — rato Wistar administrado com soro fisiolégico; W Lira — rato Wistar administrado com
Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com soro fisiologico;
GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); n=4-7 por grupo; as
diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis; p <0,05; * vs W salino; # vs GK salino.

Comparando os resultados obtidos em rato Wistar e em rato GK, observou-se uma
tendéncia de aumento na expressio do GLP-IR em fundo de estomago isolado de rato
diabético comparativamente a respetiva situagao controlo (GK salino = 1054 + 3,4 vs W
salino =100,5 £ 0,5; (p> 0,05).

E o tratamento com Liraglutido induziu uma diminuicao estatisticamente significativa

(p <0,05) da expressao do GLP-IR em ambos os modelos animais (Figura 27).
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Uma vez que o 6xido nitrico existe no trato gastrintestinal e esta associado a via de
sinalizagato do GLP-IR que medeia os efeitos inibitérios do GLP-1 sobre o trato
gastrintestinal, procedeu-se a determinacgao da expressao da isoforma neuronal da sintase do
oxido nitrico (nNOS, neuronal nitric oxide synthase) — enzima responsavel pela sintese do
oxido nitrico no trato gastrintestinal; e também, da forma fosforilada da nNOS (p-nNOS), de

modo a avaliar a ativacao enzimatica da nNOS.

o L o <°
& F & < & & & <
& & O N & ) 7 ~
& F & & F &
nNOS -4 -nNOS
p-n
e e - & 00
- Calnexina Calnexina
83kDa 83kDa
1201
Hl nNOS
— [ | l -
(7, = 1 p-nNOS
O c
z 5 80‘
-
g
g S
S % 404
c <
0- T T T T
O o g ryd
S & 4_\\,\"’ N
& & d

Figura 28 — Expressao da nNOS e da p-nNOS, em fundo gastrico isolado de rato, quantificada
por Western Blotting; W salino — rato Wistar administrado com soro fisiologico; W Lira — rato Wistar
administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia); GK salino — rato Goto-Kakizaki administrado com
soro fisiologico; GK Lira — rato Goto-Kakizaki administrado com Liraglutido (200 pg/kg, duas vezes por dia);
n=4-7 por grupo.

Comparando a situagao controlo (rato nao tratado) em ambos os modelos animais,
observou-se uma tendéncia para diminuigdo da expressao da nNOS e/ou p-nNOS no rato
GK, relativamente ao rato Wistar.

No que diz respeito ao efeito do tratamento com Liraglutido, observou-se uma tendéncia
para diminuicdo da expressao da nNOS e da p-nNOS no rato Wistar tratado com o
farmaco, tendo-se observado o oposto no rato GK.

Porém, nao foram encontradas diferengas estatisticas significativas entre nenhum dos

quatro grupos (Figura 28).
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5. Determinacao da localizacdo celular do recetor do GLP-l1 por
Imunohistoquimica

Com o intuito de determinar a localizagao celular do GLP-IR em fundo gastrico isolado
de rato, procedeu-se a realizagdo de estudos imunohistoquimicos.

Na figura 29 siao apresentados cortes histoldgicos representativos de pancreas de rato,
usado como controlo positivo para a imunomarcagao do GLP-IR (painel A), e de fundo de
estomago isolado de rato (painéis B, C e D). A imunoreatividade do recetor do GLP-I foi
observada em ilhéus de Langerhans (1A) do pancreas e em fundo gastrico isolado de rato,
nomeadamente nas células parietais das glandulas da mucosa gastrica (2B), nas células
musculares lisas (3C), nas células ganglionares do plexo nervoso (4D) e nas células

endoteliais dos vasos sanguineos (5D).

Figura 29 — Localizacdo celular do GLP-IR, em fundo gastrico isolado de rato, determinada
por Imunohistoquimica (DAB); O painel A refere-se a um corte de pancreas isolado de rato GK
salino, x200. O painel B refere-se a um corte de fundo gastrico isolado de rato GK tratado com Liraglutido,
x200. Os painéis C e D referem-se a cortes de fundo gastrico isolado de rato Wistar salino, x200 e x400
respetivamente.

Visualizagdo da imunomarcagio do GLP-IR a castanho, no ilhéu de Langerhans (I), nas células parietais das
glandulas fundicas (2), nas células musculares lisas (3), nas células ganglionares do plexo nervoso (4) e nas

células endoteliais de vasos sanguineos (5).
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CAPITULO 5

DISCUSSAO






Discussao

O glucagon-like peptide | (GLP-1) é um neuropéptido sintetizado pelas células
enteroendocrinas do tipo L localizadas maioritariamente no ileo e cuja secregao é induzida
pela entrada de nutrientes no organismo.'”

O GLP-| é caraterizado por varios efeitos, entre os quais, potenciagao da secregao de
insulina induzida pela glicose (o denominado “efeito incretina”), estimulagao da biossintese
de insulina, inibicao da secregao de glucagina, estimulagao da proliferagao e inibicao da
apoptose das células beta-pancreaticas e melhoria da sensibilidade periférica a insulina, e
também, inibigio do apetite."*”®'* O GLP-I também atua sobre o trato gastrintestinal,
inibindo o esvaziamento do estdbmago e a motilidade intestinal, sendo que estes efeitos
podem ser mediados pela ativagao de GLP-IR localizados em neurodnios aferentes do nervo

vago e em neurdnios do plexo mientérico,’**

e além disso, regula a secregao acida do
estdmago por agao direta sobre as parietais células da mucosa géstrica.'®

O GLP-I tanto pode atuar a nivel central (por exemplo, ativando os seus recetores
localizados no hipotalamo, e deste modo, induzindo a saciedade) como a nivel periférico, por

via da ativagdo de vias nervosas aferentes vagais do SNE.®

Uma vez que pelo descrito o GLP-1 possui varios efeitos benéficos para o tratamento da
Diabetes Mellitus tipo Il, esta incretina corresponde a um dos principais, e dos mais recentes,
alvos terapéuticos para o tratamento desta patologia e tém sido desenvolvidos novos
farmacos agonistas do recetor do GLP-1 (GLP-1RA) que mimetizam os efeitos do agonista
endogeno e que sio resistentes a degradacio enzimatica pela DPP-IV.®

Os GLP-1RA também tém sido aplicados na terapéutica da obesidade devido ao efeito

significativo desta classe farmacologica na inibicao do apetite e consequente perda de peso.

O fundo de estomago corresponde ao local de armazenamento dos alimentos ingeridos e
estudando a regiao proximal gastrica, sao estudados os mecanismos associados a passagem
dos alimentos ingeridos para o estdmago e a acomodagao pés-prandial. O aumento do ténus
muscular do fundo gastrico induz uma redugao na quantidade de alimento que entra no

estomago, o que por conseguinte, contribui para a indugao de saciedade.
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No nosso estudo, ambos os GLP-IRA, GLP-1 e Liraglutido, induziram contragao
dependente da concentragao de fundo de estomago isolado de rato Wistar e GK, dentro do
intervalo de concentragoes testado (0,05-111,1 nM). A contracao observada foi de natureza
tonica e nao colinérgica e dependente da pré-contragio com carbacol (agonista

muscarinico), e portanto, do aumento do tonus gastrico.

Comparando os dois GLPI-RA, o agonista endogeno foi o mais eficaz na indugao da
contragao de fundo de estomago isolado de rato GK, enquanto ambos os GLP|-RA foram
equivalentes no rato Wistar. Por outro lado, o Liraglutido foi o mais potente nos animais
controlo, sendo que os dois GLP-1RA foram equivalentes no que diz respeito a poténcia nos
animais diabéticos.

A ligacao do Liraglutido a albumina, devido a conjugagao do acido palmitico com a cadeia
peptidica do GLP-1, pode explicar em parte a maior poténcia do farmaco quando
comparado com o agonista enddgeno, pois a ligacdo a albumina reduz a fragao livre do
farmaco, farmacologicamente ativa, mas também a mais facilmente eliminavel por degradagao
enzimatica, por isso, a concentracao de Liraglutido necessaria para induzir determinado
efeito sera menor que a concentragao de GLP-| necessaria para a indugao do mesmo efeito,

o que se traduz em maior poténcia.

A maior eficicia do GLP-I nos animais diabéticos pode ser explicada em parte pelo
aumento, embora ligeiro e sem significincia estatistica, da expressao do GLP-IR em fundo
de estomago isolado de rato GK (comparando com o rato Wistar).

De facto diversos estudos tém demonstrado que a estimulagao dos recetores de GLP-1

protege o coragio contra as lesdes de isquémia e reperfusio em animais’> e em

humanos.***

Um estudo recente revela ainda que os niveis plasmaticos de GLP-I aumentaram
significativamente em doentes com insuficiéncia na fungao ventricular esquerda, em

- - . 55
comparagao com aqueles com fungao ventricular esquerda preservada.” Corroborando a
funcao cardioprotetora do GLP-1, a expressao de GLP-IR foi também significativamente
reforcada nestes doentes com fungio ventricular esquerda diminuida,” muito a semelhanca
56,57

do que foi observado anteriormente em modelos animais de enfarte de miocardio™" e

insuficiéncia cardiaca.*®
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Assim o aumento da eficicia do GLP-IRA em animais diabéticos agora observado,
embora nao refletido nos resultados dos estudos moleculares, podera traduzir um
mecanismo compensatorio na presenca da patologia diabetes, indubitavelmente associada a
complicagoes cardiovasculares.

A diabetes tipo Il per si também pode explicar o aumento da resposta contratil de fundo
gastrico isolado de rato GK, uma vez que esta patologia carateriza-se por alteragoes da
motilidade gastrintestinal como consequéncia da hiperglicemia e da neuropatia autonémica
diabética.

Para além de ter sido demonstrado que o GLP-| aumenta o volume gastrico em jejum e a
acomodacgio pés-prandial,** foi comprovado que o esvaziamento gastrico é mais lento na

diabetes tipo I,

o que se pode relacionar com o aumento da contracao do fundo de
estomago observada no nosso estudo com os GLP-1RA do seguinte modo: estando o fundo
gastrico mais contraido, a entrada de alimentos no estomago é menor; por outro lado, a
acomodacao poés-prandial na regiao proximal do estomago é maior, realizando um
mecanismo de compensagao de modo a nao aumentar demasiado o volume intragastrico, e
por conseguinte, o esvaziamento gastrico € mais lento contribuindo para um maior grau de

saciedade reportado para este grupo farmacolégico.***

Dado que na presenca do antagonista seletivo do GLP-1R, o Exendin-3, se observou uma
reducgao significativa de 55% da resposta maxima ao agonista endogeno, dentro da janela de
concentragoes utilizada, e sem alteragao da poténcia, conclui-se que a resposta contratil
induzida pelo GLP-I depende parcialmente da ativagao do seu recetor especifico, podendo
existir outros mecanismos e vias de sinalizagao responsaveis por este efeito.

Alguns estudos®>*’

sugerem que o GLP-| exerce efeitos cardioprotetores dependentes e
independentes da ativagao do seu recetor, como por exemplo através do seu metabolito
GLP-1 (9-36) que resulta da degradagao enzimatica pela DPP-IV e que nao apresenta
afinidade para o recetor. Além disso, também é sugerida a existéncia de outros subtipos de
GLP-1R no sistema cardiovascular e que estes sao responsaveis por mediar alguns dos
efeitos do GLP-1. No caso particular do efeito vasodilatador induzido pelo GLP-1, este é
dependente da sintese de oxido nitrico com origem no endotélio.

Também os inibidores da DPP-IV promovem efeitos sobre o sistema cardiovascular. Um
estudo em aorta de ratinho nao diabético comprovou que a Alogliptina (inibidor da DPP-|V)

induz relaxamento vascular através de mecanismos independentes do GLP-IR, mas que

paradoxalmente dependem do endotélio e do oxido nitrico, sendo que a libertagao deste gas
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ocorre por ativagao (fosforilagio) da eNOS e esta, por sua vez, é dependente da via de
sinalizagdo PI3K/Akt, que esta associada ao GLP-IR.'"*

Portanto, é possivel que o efeito indutor de contragao dos GLP-1RA em fundo gastrico
isolado de rato também possa ser explicado, em parte, por mecanismos independentes da
ativacdo do GLP-IR, tal como acontece para alguns dos efeitos dos GLP-IRA sobre o
sistema cardiovascular, tanto mais que na presenc¢a do inibidor nao seletivo da sintase do
éxido nitrico, a NS-nitro-L-arginina (L-NNA), nio foram observadas alteragdes
estatisticamente significativas na resposta contratil de fundo gastrico isolado de rato Wistar
ao Liraglutido.

Deste modo pode concluir-se que a resposta contratil induzida pelos GLP-IRA em fundo

gastrico isolado de rato nao parece ser dependente da NOS.

Porém, esta conclusio nao é concordante com os resultados obtidos noutros

estud0520,35,38,50

que comprovaram que o GLP-I inibe a contratilidade do mdsculo liso
intestinal de ratinho, inibindo a neurotransmissao colinérgica excitatoria através da ativagao
de GLP-IR presentes nos neuronios entéricos e por via da libertagao de éxido nitrico.

Noutro estudo®® foi comprovado que o GLP-| exdgeno inibe a contratilidade espontinea
do musculo liso circular de colon humano de um modo concentragao-dependente, e
também, através da ativacao de GLP-IR localizados em neurodnios entéricos e da libertacao
de oxido nitrico.

Também no estdmago, mais propriamente no antro isolado de ratinho pré-contraido com
relaxamento dependente da concentragao, através da ativagao do GLP-IR e por via da
libertagio de oxido nitrico.*
acima, foi reportada a co-expressao de GLP-I1R com a nNOS em neurénios do SNE.***

Portanto, seria de esperar que os GLP-IRA induzissem relaxamento do fundo gastrico

isolado de rato, o que nao se observou nos estudos funcionais realizados.

Uma possivel explicagao para os resultados obtidos neste trabalho pode relacionar-se
com o facto do oxido nitrico poder comportar-se como um neurotransmissor e induzir a
libertacao de uma substancia que, ao contrario do expectavel, estimule a contragao da

musculatura lisa gastrica nos nossos modelos animais, rato Wistar e GK.
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De facto ha estudos®"®?

que comprovaram a a¢ao do oxido nitrico como um mediador da
libertagao de outros neurotransmissores que induzem alteragoes na contratilidade do
musculo liso Gl. E o caso do VIP que induz o relaxamento da musculatura lisa Gl e cuja via
de sinalizacao inclui a ativagao da PKA e o aumento de AMPc. A ativagao da nNOS nos
neurdnios entéricos estimula a libertagao de VIP e este, por sua vez, ativa recetores pos-

sinapticos que vao ativar a eNOS no musculo liso, estimulando a sintese de oxido nitrico e

consequente indugao do relaxamento.

Procurando compreender melhor o observavel efeito contractil dos GLP-1RA na nossa
preparagao, procedeu-se a avaliagao do efeito do Liraglutido no relaxamento induzido por
um dador de oxido nitrico, o nitroprussiato de sédio e pela noradrenalina, em tiras de fundo

de estomago isoladas a partir de ratos Wistar e ratos GK tratados com o farmaco.

A diminuicao dos niveis de glicemia em jejum e dos niveis de triglicerideos observada nos
ratos GK tratados com Liraglutido, apesar de nao ter sido estatisticamente significativa ao
fim de duas semanas de tratamento, sugere que o tratamento com Liraglutido promove uma
melhoria no perfil glicémico e lipidico dos animais diabéticos. Este efeito foi ja observado em
rato Wistar obeso tratado com Liraglutido (administrado por via s.c. e duas vezes por dia
durante dez dias)*’ e em modelos animais de rato diabético do tipo Il e obeso, tais como, o
rato ZDF (Zucker Diabetic Fatty) tratado com Liraglutido (duas administragoes diarias)
durante seis semanas* e o rato WBN/Kop-Lepr (fa/fa) também tratado com Liraglutido

(administrado por via s.c. e uma vez por dia durante quatro semanas).*’

A redugao significativa da ingestao calorica com o tratamento com Liraglutido em ambos
os modelos animais esta de acordo com um dos principais efeitos que carateriza os GLP-

IRA, a inibicio do apetite,***

e foi acompanhada por uma redugao do peso corporal
igualmente observada tanto em rato Wistar como em rato GK tratados com Liraglutido,
tendo sido apenas significativa no rato Wistar.

A diminuigao do peso corporal foi ja comprovada em rato Wistar tratado com Liraglutido
(administrado por via s.c. e duas vezes por dia durante dez dias)*’ e num modelo animal de
rato diabético obeso, o rato ZDF (Zucker Diabetic Fatty).*

Uma possivel explicagao para a perda de peso nao ter sido significativa no rato GK pode
estar relacionado com o facto do peso dos ratos desta estirpe ser menor que o peso dos

ratos Wistar logo no inicio, e também, devido a capacidade de adaptagao que carateriza o

rato GK.
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Correlacionando a diminuicao do peso corporal com a redugao da ingestao caldrica, é
provavel que a perda de peso induzida pelos GLP-1RA seja consequéncia do efeito inibitorio
sobre a ingestio de alimentos.®®

Tendo a sensibilidade periférica a insulina sido avaliada através de provas de tolerancia a
insulina no primeiro e no ultimo dia (décimo-quarto) de tratamento com Liraglutido,
comparando os resultados obtidos no inicio e no final do tratamento, sugere-se uma
tendéncia de melhoria na “capacidade de resposta” dos tecidos periféricos a insulina nos

grupos de ratos GK tratados com Liraglutido, apesar de nao existirem diferencgas estatisticas

significativas.

Por fim, algumas limitagoes dos estudos in vivo, tais como o nimero reduzido de animais
por grupo (principalmente nos grupos de ratos GK) e o curto periodo de tratamento com
Liraglutido (catorze dias) poderao explicar a auséncia de efeitos estatisticamente
significativos no controlo glicémico e na sensibilidade periférica a insulina. Porém, as
tendéncias de melhoria destes parametros sao bons indicadores dos efeitos benéficos dos

GLP-1RA sobre o perfil bioquimico na diabetes tipo I

Quanto a resposta contratil ao nitroprussiato de sédio (SNP) e a noradrenalina (NA) em
fundo gastrico isolado de rato Wistar e de rato GK tratados com Liraglutido, foi observada
uma diminui¢ao no relaxamento induzido pelo SNP e pela NA nos grupos de ratos tratados
(comparando com os correspondentes animais nao tratados) e que pode ser explicada em
parte pelo aumento do ténus muscular induzido pelos GLP-IRA em fundo de estomago
isolado de rato, como observado nos estudos conduzidos no 6rgao isolado do conjunto de

animais onde se estudou a resposta contractil a curvas CR deste grupo de farmacos.

O SNP é um dador de 6xido nitrico que induz relaxamento do musculo liso dependente
da libertagio deste gis, mas independente do endotélio.® O mecanismo de agdo subjacente
ao efeito relaxante do oxido nitrico inclui a ativagao da guanilato ciclase (GC) e o
consequente aumento de GMPc.*

A diminuicao da resposta maxima de relaxamento induzido pelo SNP em ratos Wistar e
GK tratados com Liraglutido, comparando com os correspondentes ratos nao tratados
traduz-se em perda de eficacia na resposta contractil ao GLP-1RA, sendo que esse efeito é

mais acentuado no rato Wistar (grupo controlo).
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A poténcia do efeito do SNP é semelhante nos dois grupos de rato Wistar (tratado e nao
tratado com Liraglutido); por outro lado, o SNP é menos potente no grupo de ratos GK
tratados com Liraglutido, quando comparado com o correspondente grupo de ratos GK nao
tratados. Deste modo, conclui-se que o tratamento com o GLP-IRA promove perda de
poténcia do efeito do SNP nos animais diabéticos.

A diminuicao do relaxamento induzido pelo SNP nos ratos tratados pode ser explicada
pelo facto do Liraglutido poder promover a diminuicao da libertagao ou a degradagao do
oxido nitrico, e nao tanto por um efeito direto sobre a sintese deste gds, uma vez que
também nao foram observadas alteragoes estatisticas significativas na expressao da nNOS e

da p-nNOS em fundo gastrico isolado de ratos tratados com Liraglutido.

Outra possivel explicagao relaciona-se com a possibilidade do GLP-IRA atuar por via da
ativacao da NOS endotelial em detrimento da NOS neuronal.

No sistema cardiovascular, alguns dos efeitos do GLP-1 sio mediados pela ativagao do
GLP-1R, que por sua vez, induz o aumento da expressao da NOS endotelial e da sua forma
fosforilada o que por conseguinte, resulta na estimulacio da sintese de oxido nitrico e
consequente efeito relaxante sobre o musculo liso vascular.'®'7%

De facto observou-se imunomarcacio do GLP-IR em células endoteliais de vasos
sanguineos co-localizados no plexo nervoso deste 6rgao. Assim sendo, caso seja possivel que
os GLP-1RA atuem por via da eNOS, em detrimento da nNOS, em fundo gastrico isolado
de rato, entao uma redugcao da expressio do GLP-IR, induzida pelo tratamento com
Liraglutido, como foi demonstrado, quer em ratos Wistar quer em ratos GK, poderia
resultar numa redugao da ativagao da eNOS e consequente diminuigao da sintese de oxido
nitrico, e por fim, numa diminui¢ao do relaxamento do musculo liso gastrico. No entanto ha
que salientar que nao foram observadas alteragoes significativas na curva CR ao Liraglutido

na presenga de L-NNA, um inibidor nao seletivo da NOS.

Por fim, a perda de poténcia do efeito relaxante do SNP nos animais diabéticos pode ser
explicada pelo facto da diabetes do tipo Il per si promover perda de neurdnios nitrérgicos,
diminuigao da expressao da nNOS e da libertagao de oxido nitrico, logo o relaxamento da
musculatura lisa gastrica é inibido.** De facto no nosso estudo observou-se uma tendéncia
para diminuicao da expressao da nNOS e/ou p-nNOS no rato GK, relativamente ao rato

Wistar.
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Ha estudos®’*®

que reportam que o relaxamento nao-adrenérgico e nao-colinérgico
(NANC) de fundo gastrico é mediado pelo 6xido nitrico. Além disso, foi comprovado que o
relaxamento NANC em fundo gastrico de rato com diabetes induzida pela estreptozocina
encontra-se diminuido (comparado com o grupo controlo), como resultado de uma
disfuncao da neurotransmissio NANC, nomeadamente diminuicao da libertacao de 6xido
nitrico, pois a resposta das células musculares lisas aos neurotransmissores inibitorios nao é
afetada.”®

Além disso, a disfuncdo da neurotransmissio NANC no rato diabético pode ser
consequéncia da neuropatia autonomica diabética que afeta principalmente os neurodnios

nitrérgicos induzindo diminuicao da expressao destes, deste modo, diminui a libertagao de

oxido nitrico, e consequentemente, diminui o relaxamento.

No caso da noradrenalina, observou-se uma perda significativa de poténcia relativamente
a situagao controlo, determinada quer pela patologia, quer pelo tratamento.

A perda de poténcia do efeito da noradrenalina com o tratamento pode ser explicada
pela sub-regulagio da expressaio de GLP-IR nos ratos tratados com Liraglutido. Foi
demonstrado que o GLP-1 inibe a motilidade espontanea da regiao proximal do intestino
atuando nos GLP-IR e estimulando vias nervosas simpaticas adrenérgicas®” o que comprova
a existéncia de uma relacao entre o GLP-IR e a ativagao do sistema nervoso autonémico
simpatico no trato gastrintestinal.

Portanto, uma diminuicao na expressio do GLP-IR pode resultar numa diminuicao da
ativacao de vias nervosas simpaticas adrenérgicas e consequente inibicao da agao da
noradrenalina, e deste modo, o relaxamento induzido pela NA ¢é inferior nos ratos tratados
com Liraglutido.

Relativamente ao efeito da patologia, a noradrenalina foi menos potente nos animais
diabéticos, comparando com os animais controlo, o que demonstra que ha perda de
poténcia com a diabetes tipo II.

A perda de poténcia do efeito relaxante da NA com a diabetes tipo Il pode ser explicada
por uma possivel sub-regulacdo da expressao de recetores beta-adrenérgicos no fundo
gastrico isolado de rato, a qual resultaria numa diminuicao da agao da noradrenalina e
consequente diminuigao do relaxamento induzido pela NA. A diminuicao da populagao de
recetores beta-adrenérgicos foi comprovada em fundo gastrico isolado de rato com diabetes

induzida pela estreptozocina.”
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Finalmente e ainda relativamente aos resultados dos estudos moleculares, a tendéncia de
aumento da expressao do GLP-IR nos ratos GK pode ser explicado pela existéncia de um
mecanismo de compensagao, pois neste modelo animal diabético do tipo Il nao obeso, foi
comprovada uma diminuigao nos niveis plasmaticos e pos-prandiais de GLP-1 (mais uma vez
comparando com o rato Wistar).”'

O aumento da expressao do GLP-IR foi ja comprovado na mucosa gastrica, mais
propriamente nas células parietais e nas células enteroendocrinas, num modelo animal (rato)
de diabetes tipo Il induzida.”” Porém, em individuos diabéticos do tipo Il foi observado o

oposto (reducio da expressao do GLP-IR nas glandulas gastricas).'®

Uma possivel explicagio para a reducio da expressio do GLP-IR em fundo gastrico
isolado de ratos tratados com Liraglutido, quer Wistar, quer GK, corresponde a
internalizacao do GLP-IR induzida por uma estimulagao prolongada por parte do Liraglutido.
Este efeito foi jA observado em ilhéus pancredticos de ratinho.”

A internalizagao do GLP-IR foi também ja demonstrada num estudo realizado numa linha
celular derivada de células beta-pancreaticas secretoras de insulina de rato (INS-1) tratada
com Exenatido e no qual se conclui que este GLP-1RA induzia a dessensibilizagao do GLP-IR
in vitro.”*

Além disso, uma vez que a perda de peso resultante da dieta ou da pratica de exercicio
fisico e/ou subsequente a cirurgia bariatrica esta associada a um aumento da secreciao de
GLP-1,* é possivel que a perda de peso e a inibicio do apetite observada nos ratos tratados
com Liraglutido também resulte num aumento dos niveis plasmaticos de GLP-I nestes ratos

com consequente diminuigao da expressao do GLP-1R (mecanismo de feedback negativo).

Por fim, os estudos imunohistoquimicos, com amostras de fundo de estomago isolado de
rato, permitiram determinar a localizagdo do recetor do GLP-1 nas células parietais das
glandulas gastricas, nas células musculares lisas, nas células endoteliais de vasos sanguineos e
nas células ganglionares do plexo nervoso.

Estes resultados estao em concordancia com os de outros estudos nos quais foi
determinada a expressao do GLP-IR nas células parietais e nas células enteroenddcrinas da

18,72

mucosa gastrica em humano e em rato, '~ e também, em células musculares lisas e em

células neuronais do plexo mientérico em estdmago de macaco.”
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS






Conclusdes e Perspetivas futuras

No nosso estudo, os GLP-IRA, GLP-1 e Liraglutido, induziram contragao tonica
dependente da concentragao em fundo de estomago isolado de ratos Wistar e GK pré-
contraidos com carbacol, sendo que essa resposta contratil é parcialmente mediada pelo
GLP-IR e é independente da NOS.

A eficacia da resposta contratil ao GLP-1| foi superior em rato diabético (comparado com
o rato controlo) o que pode relacionar-se com a tendéncia para o aumento da expressao do
GLP-1R observada em rato GK, promovido pela patologia como mecanismo compensatorio,
uma vez que ja foi comprovada a diminuigao dos niveis plasmaticos e poés-prandiais de GLP-1I

em rato GK (comparado com o rato Wistar).

Com a realizagao dos estudos in vivo nos quais se administrou Liraglutido a ratos Wistar e
GK, foi comprovado que este GLP-1RA induziu melhorias no perfil glicémico e lipidico e na
sensibilidade periférica a insulina nos animais diabéticos sujeitos ao farmaco, e também,
reducao da ingestao calérica e perda de peso nos ratos tratados. Portanto, estes resultados
sao bons indicadores dos efeitos benéficos dos GLP-1RA para o tratamento da diabetes tipo

Il e da obesidade.

De um modo geral, o tratamento com Liraglutido promoveu diminuigao do relaxamento
induzido pelo SNP e pela noradrenalina em fundo gastrico isolado de ratos Wistar e GK. A
perda de eficacia do efeito do dador de oxido nitrico observada nos ratos tratados pode
resultar de um possivel efeito do GLP-1RA na diminuicao da libertagao ou na degradagao de
oxido nitrico, sendo que um efeito direto sobre a sintese deste neurotransmissor €
improvavel, uma vez que nao foram observadas alteragoes significativas na expressao da
nNOS e da p-nNOS em fundo gastrico isolado de ratos controlo e diabéticos, tratados e
nao tratados com Liraglutido.

Porém, é possivel que os GLP-1RA atuem por via da ativagao da eNOS, em detrimento
da nNOS. Assim sendo, a redugao significativa da expressao do GLP-1R, como foi
demonstrada em ambos os modelos animais tratados com Liraglutido, pode resultar numa
redugao da expressao e/ou ativagao da eNOS, o que por sua vez, resultaria numa diminuigao
da libertacdo de oxido nitrico e consequente inibicado do relaxamento. De facto foi
observada imunomarcagao do GLP-1R em células endoteliais de vasos sanguineos co-
localizados no plexo nervoso do estomago isolado de rato, embora nao tenham sido

observadas alteragoes significativas na curva CR ao Liraglutido em animais nao sujeitos ao
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farmaco na presenga de L-NNA, um inibidor nao seletivo da NOS. No entanto, alteragoes
nao significativas na atividade da sintase podem comprometer o efeito relaxante do SNP,

como ja descrito no sistema cardiovascular.

Ainda relativamente a redugao da expressao do GLP-IR em fundo gastrico isolado de
ratos tratados com Liraglutido, esta pode ser consequéncia de uma possivel internalizagao
do GLP-IR induzida por uma estimulagao prolongada por parte do GLP-IRA. Além disso,
também é possivel que a perda de peso e a inibigdo do apetite observada nos ratos tratados
com Liraglutido resulte num aumento da secregao de GLP-| e consequente diminuigao da

expressao de GLP-1R (mecanismo de feedback negativo).

A perda de poténcia do efeito do SNP nos animais diabéticos e tratados com Liraglutido
pode ser explicada pela perda de neuronios nitrérgicos consequente da patologia, e deste
modo, diminui o relaxamento por diminuicao da sintese e libertagio de oxido nitrico
enddgeno. De facto foi observada uma tendéncia para diminuicao da expressao da nNOS

e/ou p-nNOS no rato GK (relativamente ao rato Wistar).

No caso da noradrenalina, tanto o tratamento como a patologia determinaram perda de
poténcia do efeito da NA, relativamente a situagao controlo. Sendo que a perda de poténcia
da noradrenalina com o tratamento pode relacionar-se com a sub-regulagao da expressao
do GLP-IR observada nos ratos tratados com Liraglutido, o que por sua vez, pode resultar
numa reducao da ativagao de vias nervosas adrenérgicas. Enquanto a perda de poténcia da
noradrenalina determinada pela patologia pode ser explicada por uma possivel sub-regulagao
da expressao de recetores beta-adrenérgicos em fundo gastrico isolado de rato diabético.
Em ambos os casos, a acao da NA estaria diminuida, assim como, o relaxamento induzido

por esta.

Por fim, novos estudos sao necessarios para compreender melhor a real contribuigao do
oxido nitrico no mecanismo de agao subjacente ao efeito dos GLPI-RA sobre a motilidade
gastrica, recorrendo por exemplo a inibidores da sintase do 6xido nitrico seletivos para as
isoformas neuronal e endotelial, e determinar a expressao da NOS endotelial por Western
Blotting em fundo de estomago, de modo a descobrir se existem alteragoes significativas
entre ratos controlo e diabéticos.

Além disso, o uso de animais diabéticos com uma idade mais avancada, ou até mesmo o
uso de um outro modelo animal de diabetes tipo |l, poderia ajudar a entender melhor as
alteragoes promovidas pela patologia, nomeadamente pela neuropatia autonémica, na

motilidade gastrica.
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