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RESUMO

A diabetes tipo 2 é um distarbio metabdlico multifatorial que se caracteriza por
uma deficiéncia absoluta ou relativa da insulina associada ao fator insulino-resisténcia,
0 que conduz a complicagOes vasculares e a sua prevaléncia estd a aumentar em todo o
mundo. Esta patologia surge associada a obesidade e ha evidéncias de uma relagdo
reciproca entre a resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial. A funcdo do endotélio
vascular encontra-se comprometida nas doencas cardiovasculares, na obesidade e na
diabetes tipo 2, o que leva a disfungdo endotelial que se traduz na incapacidade do
endotélio manter a homeostase vascular e é caracterizada principalmente pela
biodisponibilidade insuficiente de 6xido nitrico (NO).

O tecido adiposo perivascular (PVAT) liberta uma grande variedade de moléculas
biologicamente ativas que tém influéncia na vasculatura. Em condi¢bes normais, 0
PVAT exerce funcOes vasodilatadoras e anti-inflamatdrias, porém, na obesidade, devido
a inflamacdo do PVAT, caracterizada pelo desequilibrio entre as células pré e anti-
inflamatdrias, ha inducdo da secrecdo anormal de adipocinas e producdo de espécies
reativas de oxigenio (ROS).

O propagermanio possui uma potente atividade moduladora imune associada a
propriedades anti-inflamatorias e sabe-se que este anti-inflamatorio inibe o recetor de
quimiocinas C-C 2 (CCR2) e suprime a infiltracdo de macréfagos/mondcitos. Contudo,
ndo existe nenhum estudo a abordar as potencialidades deste composto em termos
vasculares e perivasculares. Este trabalho teve como objetivo estudar o papel do tecido
adiposo perivascular e a eficacia terapéutica do propagermanio na disfuncdo endotelial
associada a diabetes tipo 2, bem como o seu impacto perivascular.

Para isso foram avaliados dois modelos animais diferentes: como modelo de
diabetes tipo 2, ratos machos Goto-Kakizaki (GK) e como modelo controlo, ratos
machos saudaveis Wistar (W). Os ratos GK foram divididos em quatro grupos de
estudo: grupo controlo (GK CO0); grupo controlo tratado com 50 mg/kg de
propagermanio (GK CT); grupo de animais alimentados com uma dieta rica constituida
por 50 Kcal % de gordura (GK HO0) e ainda um grupo de animais alimentados com uma
dieta rica em gordura e tratado com 50mg/kg de propagermanio (GK HT). O
propagermanio foi administrado por via oral, durante 3 meses. Foram avaliados diversos
parametros in vivo como o peso corporal, o comprimento nasoanal (para o calculo do

indice de Lee), o perfil lipidico (niveis sistémicos de colesterol total e triglicerideos), os

Vil



niveis de glicose em jejum, a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina (atraves de
provas de tolerdncia a glicose e a insulina, respetivamente). Ao nivel vascular foi
estudado ex vivo o relaxamento dependente e independente do endotélio e a contracdo
do endotélio em resposta a endotelina-1. Por fim, foram calculados os niveis de
hemoglobina Alc.

Verificamos que a administracdo do propagermanio, por via oral, ndo interferiu no
peso dos animais e ndo alterou o indice de Lee, no entanto, melhorou os niveis da
glicose em jejum e a resisténcia a insulina, ndo alterou os niveis de colesterol total e
triglicerideos, ndo teve um efeito significativo na prova de tolerancia a glicose
intraperitoneal, melhorou a sensibilidade & insulina e a disfuncéo endotelial e recuperou
o efeito anti-contrétil do tecido adiposo perivascular.

A presenca do propagermanio melhorou a disfuncdo endotelial e recuperou o
fenotipo vasodilatador do tecido adiposo perivascular muito provavelmente devido a
sua acdo anti-inflamatéria. Assim, o tecido adiposo perivascular estd envolvido na
regulacdo da funcdo endotelial e surge como um potencial alvo terapéutico para a

disfuncdo vascular relacionada com a diabetes tipo 2.

Palavras-Chave: anti-inflamatorio, diabetes tipo 2, disfuncdo endotelial, inflamacéo,

tecido adiposo perivascular
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ABSTRACT

Type 2 diabetes is a multifactorial metabolic disorder characterized by an absolute
or relative insulin deficiency associated with insulin resistance factor, leading to
vascular complications and its prevalence is increasing worldwide. This pathology is
associated with obesity and there is evidence of a reciprocal relationship between
insulin resistance and endothelial dysfunction. Vascular endothelial function is
compromised in cardiovascular diseases, obesity and type 2 diabetes, leading to
endothelial dysfunction resulting in the inability of the endothelium to maintain vascular
homeostasis and is mainly characterized by insufficient bioavailability of nitric oxide
(NO).

Perivascular adipose tissue (PVAT) releases a wide variety of biologically active
molecules that have influence on the vasculature. In normal conditions, PVAT exerts
vasodilatory and anti-inflammatory functions, but in obesity due to inflammation of
PVAT, characterized by imbalance between pro and anti-inflammatory cells, there is
induction of abnormal adipokine secretion and reactive oxygen species (ROS)
production.

Propagermanium has potent immune modulating activity associated with anti-
inflammatory properties and it is known that this anti-inflammatory inhibits the C-C 2
chemokine receptor (CCR2) and suppresses macrophage/monocyte infiltration.
However, there is no study addressing the potential of this compound at vascular and
perivascular level. This work aimed to study the role of perivascular adipose tissue, the
therapeutic efficacy of propagermanium in endothelial dysfunction associated with type
2 diabetes and its perivascular impact.

Two different animal models were evaluated: as a type 2 diabetes model, Goto-
Kakizaki (GK) male rats and as a control model, Wistar (W) healthy male rats. GK rats
were divided into four study groups: control group (GK CO); group treated with 50
mg/kg of propagermanium (GK CT); group of animals fed a rich diet consisting of 50
Kcal% of fat (GK HOQ) and a group of animals fed a high fat diet and treated with 50
mg/kg of propagermanium (GK HT). The propagermanium was given orally for 3
months. Several in vivo parameters such as body weight, nasoanal length (for the Lee
Index), lipid profile (total cholesterol and triglyceride systemic levels), fasting glucose
levels, glucose tolerance and insulin sensitivity (through glucose and insulin tolerance

tests, respectively). At the vascular level, independent and endothelium-dependent
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relaxation and endothelial contraction were studied ex vivo in response to endothelin-1.
Finally, the levels of hemoglobin Alc were calculated.

We found that oral administration of propagermanium didn’t interfere with animal
weight and didn’t change Lee's index, however, it improved fasting glucose levels and
insulin resistance, it didn’t change total cholesterol and triglyceride levels, it didn’t have
a significant effect on the intraperitoneal glucose tolerance test, improved insulin
sensitivity and endothelial dysfunction, and recovered the anti-contractile effect of
perivascular adipose tissue.

The presence of propagermanium improved endothelial dysfunction and
recovered the vasodilating phenotype of perivascular adipose tissue probably due to its
anti-inflammatory features. So, perivascular adipose tissue is involved in the regulation
of endothelial function and appears as a potential therapeutic target for vascular

dysfunction related to type 2 diabetes.

Keywords: anti-inflammatory, type 2 diabetes, endothelial dysfunction, inflammation,

perivascular adipose tissue




1. INTRODUCAO



INTRODUCAO

1.1. Diabetes tipo 2

A diabetes mellitus é vista como um dos mais sérios desafios de satde global do
século XXI (Evans et al., 2000) e a sua prevaléncia estd a aumentar em todo o0 mundo.
De acordo com a Federacdo Internacional da Diabetes, em 2015, morreram 5 milhdes de
adultos com diabetes e a estimativa do nimero de pessoas com diabetes, entre os 20 e
79 anos, no mundo era de 415 milh@es, incluindo 193 milhdes ndo diagnosticados. Ha
ainda 318 milhdes de adultos com intolerancia a glicose e, por isso, em risco de
desenvolver a doenga no futuro. Em 2040, prevé-se um aumento para 642 milhdes de
pessoas com diabetes no mundo, das quais 71,1 milhdes na regido europeia
(International Diabetes Federation, 2015; Spijkerman et al., 2003; Whiting et al., 2011).

A diabetes tipo 2 é a forma mais prevalente, ocorre geralmente em adultos mas €
cada vez mais frequente em criancas e adolescentes (International Diabetes Federation,
2015).

A diabetes tipo 2 é um distarbio metabolico multifatorial que se caracteriza por
uma deficiéncia absoluta ou relativa da insulina associada ao fator insulino-resisténcia,
0 que conduz a complicagdes vasculares. Na diabetes tipo 2 ha uma resposta anormal a
insulina, sendo elevados 0s niveis de insulina e glicose no sangue (Lee et al., 2014).

Na fase inicial de resisténcia a insulina, verifica-se uma hiperplasia e hipertrofia
compensatéria das células B, isto é, estas aumentam a funcdo secretora de modo a
compensar e controlar a hiperglicemia. Segue-se uma secre¢do deficiente de insulina
mediada pela perda progressiva da funcdo das células 3 incluindo a secrecdo de insulina
estimulada pela glicose, 0 que leva a apoptose induzida por glicotoxicidade e
lipotoxicidade. A faléncia progressiva das células B é um componente central do
desenvolvimento e da progressdo da doenca associada a uma crescente insulino-
resisténcia (Lu et al., 2017; Tangvarasittichai, 2015).

A diabetes tipo 2 surge frequentemente associada a obesidade e a um estilo de
vida sedentario, ou seja, falta de exercicio. Os pacientes apresentam um elevado risco de
desenvolverem complicagdes vasculares, como por exemplo, nefropatia, retinopatia,
neuropatia, doenca vascular periférica, acidente vascular cerebral ou doencas
cardiovasculares (Tangvarasittichai, 2015).

Hé evidéncias que sugerem uma relacdo reciproca entre a resisténcia a insulina e a

disfungéo endotelial.
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1.2.  Funcado Endotelial

Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte
permeability migration adhesion adhesion

Figura 1: Esquema representativo da parede de uma artéria
(https://www.slideshare.net/farhadjahanfar/lipoprotein-42779439)

O endotélio é uma monocamada de células endoteliais que reveste o limen de
todos 0s vasos sanguineos e mantém a homeostase através de mdltiplas funcbes
fisiologicas. Estas células funcionam como uma barreira seletiva entre o sangue
circulante e os tecidos da parede do vaso, e proporcionam ainda uma barreira protetora
contra a trombose, a inflamacéo local e a proliferacdo de células musculares (figura 1)
(Zaborska et al., 2016).

A importancia deste 6rgdo enddcrino e paracrino revela-se pela sua funcdo de
regulacdo do tonus vascular, da fluidez do sangue e da coagulagdo através da libertacdo
de varios fatores vasoativos, incluindo fatores vasodilatadores (fator hiperpolarizante
derivado do endotélio, prostaciclina (PGI,), o6xido nitrico (NO)) e fatores
vasoconstritores (endotelina-1 (ET-1), tromboxano A2 (TXA2) e angiotensina II)
(Edwards et al., 2010; Félétou & Vanhoutte, 2006). Os fatores vasoativos produzidos
pelo endotélio medeiam a vasodilatacdo ou a vasoconstricao e a producao desses fatores
permanece em equilibrio em condicdes fisioldgicas normais (Hsueh & Quifiones, 2003).

As prostaglandinas, primeiras substancias vasoativas identificadas produzidas pela
vasculatura, sdo sintetizadas a partir de acido araquidonico (AA), por duas enzimas
ciclooxigenases (COX1 e COX2), que sdo expressas em adipdcitos, células endoteliais e
macrofagos. A PGl,, 0 TXA2, a prostaglandina E2 (PGE), a prostaglandina D2 (PGD,)
e a prostaglandina F2o (PGF2a) constituem as cinco prostaglandinas primarias e séo
capazes de modular a contratilidade vascular através da ativacdo de recetores de
prostaglandinas especificos, induzindo a vasoconstricio (PGF2a, TXA2) ou
vasodilatacdo (PGD,, PGI,) ou ambos (PGE,) (figura 2) (Zaborska et al., 2016).




INTRODUCAO

A PGIl, é a prostaglandina mais abundante produzida pelo endotélio e é um
importante vasodilatador endogeno, que, através da ativacdo da adenilato ciclase
promove a producdo de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) e o consequente
relaxamento das células do mdsculo liso vascular. Este relaxamento mediado por
prostaciclina esta associado & abertura/ativacdo de canais de potassio (K*) nas células do
musculo liso vascular, incluindo canais de K* sensiveis a trifosfato de adenosina (ATP)
(Zaborska et al., 2016).

O TXAZ2 atua de forma autocrina e parécrina, e liga-se ao recetor acoplado a
proteina G das plaquetas (recetor TP). O TP é acoplado a proteina Gq, que ativa a via de
sinalizacdo da fosfolipase C, provocando a agregacdo plaquetaria. O TXA2 é também
um sinal de amplificacdo para outros agonistas e, por conseguinte, a inibicdo da COX-1

controla indiretamente outras vias de ativacao de plaquetas (Olechowski et al., 2017).

I

CPLA, AA
COX
PGG,
TXA, PGH, PGI,

TXA, PGl,

- synthase synthase >

PGF,

Figura 2: Prostandides derivados da ciclooxigenase. (cPLA2 = fosfolipase A2, AA = é&cido
araquidoénico, COX = ciclooxigenase, PGG, = prostaglandina G2, PGH, = prostaglandina H2,
TXA2 = tromboxano A2, PGD, = prostaglandina D2, PGE, = prostaglandina E2, PGF, =
prostaglandina F2, PGI, = prostaglandina 12 (prostaciclina)) Adaptado (Floyd & Ferro, 2014)

1.2.1. Oxido Nitrico

A substéncia vasodilatadora mais importante produzida no endotélio é o NO
(Hadi & Suwaidi, 2007). O NO é uma molécula de sinalizacdo gasosa de curta duragdo

envolvida em muitos processos fisioldgicos e patoldgicos do sistema cardiovascular
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(Dudzinski & Michel, 2009). Este influencia a funcdo vascular por dois mecanismos
diferentes: a ativacdo de uma guanilato ciclase soltvel (GCs), através da formacédo do
monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) e a sinalizacdo dependente da S-nitrosilacdo
de proteinas com tidis reativos. A via da GCs controla o relaxamento dependente do NO
do musculo liso vascular, dado que os niveis crescentes de cGMP ativam canais de K*
sensiveis ao calcio e canais de K* sensiveis a0 ATP, o que conduz a uma diminuicio da
concentracdo de calcio (Ca®") intracelular e consequente relaxacdo do musculo liso
vascular (Zaborska et al., 2016). O NO é um protetor vascular, inibe a inflamacéo e é
responsavel pela estimulacdo da vasodilatacdo, inibicdo da proliferacdo de células do
musculo liso, adesdo dos leucocitos e agregacdo das plaguetas (Hamilton & Watts,
2013).

1.2.1.1. Producéo de Oxido Nitrico

Coupled eNOS

Endothelial
cell

L-citrulline

L-arginine \f <
_ > eNOS R
NADPH NO

Figura 3: Producdo de NO a partir de L-arginina e oxigénio (O,) pela eNOS, juntamente
com tetrahidrobiopterina (BH,) e fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (fosfato)
(NADPH). Adaptado (Hamilton & Watts, 2013)

A producgdo de NO deve-se a conversdo enzimética do aminoacido L-arginina em
L-citrulina, mediada pelo complexo enzimatico sintase de mondxido de azoto (NOS)
(Mudau et al., 2012; Potenza et al., 2009; Simsek et al., 2010).

Existem trés isoformas diferentes da NOS: a NOS neuronal, a NOS indutivel e a
NOS endotelial (eNOS). Todas as isoformas da NOS podem ser encontradas em mais
do que um tipo de tecido e, para alem do endotélio, a eNOS também & expressa em
plaquetas, no musculo cardiaco entre outros (Dudzinski & Michel, 2009).

A eNOS atua como um homodimero funcional e é estruturalmente dividida em
dois dominios: um dominio redutase no terminal carboxilico e um dominio oxigenase

no terminal aminico (Li et al., 2006). No dominio oxigenase da eNOS, o oxigénio
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molecular liga-se ao grupo heme reduzindo-o; depois, incorpora L-arginina, que é
oxidada para formar NO e L-citrulina. Para que haja uma producdo eficiente de NO, a
eNOS deve coordenar a ligacdo de diversos substratos e cofatores, tais como
tetrahidrobiopterina (BH,;), calmodulina e L-arginina, no terminal aminico;
mononucleodtido de flavina, dinucledtido de flavina e adenina e dinucledtido de
nicotinamida e adenina fosfato (NADPH), no terminal carboxilico (figura 3) (Hamilton
& Watts, 2013).

A atividade e a biodisponibilidade da eNOS sdo fundamentais para manter a
funcdo dos vasos sanguineos. A atividade da eNOS ¢ regulada por um grande namero
de modificacbes pos-traducionais, incluindo a acilacdo de é&cidos gordos, a
disponibilidade de substrato e cofatores, o grau de fosforilacdo, S-nitrosilacao,
acetilacdo, interacBes entre proteinas e é sensivel a alteragdes na concentragdo de Ca**
(Senaet al., 2013).

A fosforilacdo regula a eNOS em dois locais principais com efeitos opostos: a
fosforilacdo da serina 1177, que conduz a ativacdo da eNOS, e a fosforilacdo da

treonina 495, que diminui a sua atividade (Dudzinski & Michel, 2009).

1.2.2. Disfuncdo endotelial e mecanismos associados

A funcdo do endotélio vascular estd comprometida na obesidade e na diabetes tipo
2, € um desequilibrio na sua funcdo pode levar ao desenvolvimento de doencas
vasculares (Hamilton & Watts, 2013; Zaborska et al., 2016). A alteracdo da sinalizacéo
de insulina no endotélio aumenta a ocorréncia de lesdes aterosclerdticas e disfungédo
vascular (Paneni, 2015).

A disfuncéo endotelial refere-se a incapacidade do endotélio manter a homeostase
vascular, reflete um desequilibrio nas substancias vasoativas derivadas do endotélio e
estd associada a vasoconstricdo e a um ambiente pro-oxidante e pro-inflamatorio,
aumentando assim a resisténcia periférica e consequentemente a pressdo sanguinea
(Hamilton & Watts, 2013; Zaborska et al., 2016).

O principal marcador da disfuncdo endotelial é a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO, que envolve tanto a diminui¢cdo da sua sintese como o
aumento da sua degradacdo e consequente perda de atividade bioldgica, associado ainda
ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Qian & Fulton, 2013;
Simsek et al., 2010).
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A disfuncdo endotelial é um indicador precoce de doenca vascular e, além da
biodisponibilidade insuficiente de NO, é caracterizada também pela reducdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio onde ha modificacdo da atividade e
desacoplamento da eNOS, desregulagcdo hemodinamica, aumento do stress oxidativo e
formacdo de ROS, aumento da producdo de fatores de crescimento, aumento da
expressao de moléculas que sdo responsaveis pela adesdo celular e de genes
inflamatorios e aumento da permeabilidade do endotélio vascular (Qian & Fulton, 2013;
Senaetal., 2013).

A reduzida mobilizacdo ou o esgotamento das células progenitoras endoteliais
derivadas da medula dssea estdo envolvidas na patogénese da disfuncdo endotelial. Na
diabetes tipo 2 é possivel ver a relacdo entre a diminuicdo dos niveis das células
progenitoras e 0 aumento dos niveis das microparticulas derivadas de células endoteliais
sob condicdes de ativacéo celular ou lesdo/apoptose (Qian & Fulton, 2013).

Outro mecanismo envolvido na disfuncdo endotelial e associado a obesidade € o
aumento da atividade da COX1 e COX2. O aumento da producdo de TXA2 e reducdo
da libertacdo de PGI, relaciona-se com o aumento da producdo de prostaglandinas a
partir do AA pela COX2, induzida por inflamagao (Lobato et al., 2011).

A inflamacdo relacionada com a resisténcia a insulina e a diabetes tipo 2 reflete-se
no aumento dos niveis sericos do fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-
6), inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), ET-1 e proteina C reativa de alta
sensibilidade, também verificado na disfuncéo endotelial (Natali et al., 2006).

1.3. Stress Oxidativo

O stress oxidativo descreve uma producdo excessiva de ROS que afetam o0s
mecanismos de defesa antioxidantes endégenos (Sena et al., 2013). As ROS podem ser
geradas por fatores ambientais ou por fatores enddgenos, como, por exemplo, durante o
metabolismo energético na mitocondria. Estas espécies vao atacar os lipidos, as
proteinas e os acidos nucleicos e tornam a expressdo e a secre¢do de insulina deficiente,
aumentando ainda a apoptose (Yang et al., 2011).

O stress oxidativo desempenha um papel importante na diabetes tipo 2. A
hiperglicemia e a resisténcia a insulina induzem a formacéo de radicais livres que sdo

responsaveis por diversos danos nos tecidos. A disfungdo mitocondrial e a ativagdo da
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NADPH oxidase vascular sdo as principais fontes de radicais livres. A relacdo entre a
inflamacédo, o stress oxidativo e a atividade de produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs), promove uma resposta de imunidade inata. As ROS em quantidades excessivas
afetam a regulacdo de proteinas de sinalizacdo que sdo responsaveis pela homeostase
(Sena et al., 2013).

1.3.1. Espécies Reativas de Oxigénio

As ROS podem ser formadas através da via do poliol. A aldose-redutase (AR),
enzima da via do poliol, reduz a glicose a sorbitol e tem baixa afinidade para o
substrato, por isso, a glicose tem de se encontrar em concentragdes elevadas para que a
reacdo possa ocorrer. Na transformacdo da glicose, a AR consome NADPH, que é
necessario para reduzir a glutationa (GSH). Na diabetes tipo 2 ha uma deficiéncia na
GSH, pois esta é sintetizada a partir de glutamato, cisteina e glicina e os pacientes
diabéticos apresentam uma deficiéncia na cisteina e glicina. Os pacientes com diabetes
tipo 2 tém concentragdes mais baixas de GSH nos eritrécitos do que os individuos
normais nao diabéticos, e uma concentracdo mais elevada de glutationa oxidada
(GSSG). Uma das principais fontes de NADPH é a glicose-6-fosfato desidrogenase, que
converte a glicose em ribose-5-fosfato e cuja atividade diminui em condicOes de
hiperglicemia, o que relaciona os baixos niveis de NADPH com a GSH. Outra fonte
metabolica importante para 0 NADPH vem do dinucleétido de nicotinamida e adenina
fosfato oxidado (NADP") - dependente da isocitrato desidrogenase (IDH). Todavia, a
IDH é muito suscetivel de sofrer fragmentacdo e carbonilacdo quando é exposta aos
acucares redutores, tais como glicose, glicose 6-fosfato e frutose. Entdo, a glicacdo
conduz a inativagdo de NADP" dependente da IDH, durante a progressio da diabetes
tipo 2 e havendo uma diminui¢do na producdo do NADPH. Esta diminui¢do induz o
aumento da formacdo de ROS e consequente fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico, peroxidacéo de lipidos, e redugdo nos niveis de ATP ao nivel da
mitocondria (Rosales-corral et al., 2015). Efetivamente, a hiperglicemia associada a
diabetes conduz a um grande aumento de stress oxidativo, através de diversos processos
bioguimicos que incluem a via do poliol, a via da hexosamina, a formacdo de AGEs e a

ativacdo da proteina cinase C (Sena et al., 2013).
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1.3.2. Desacoplamento da eNOS

Com o aumento do stress oxidativo, a BH4, um cofator que regula fortemente a
producdo do NO, é oxidada a 7,8-di-hidrobiopterina, o que resulta no desacoplamento
da eNOS e na consequente reducao da producéo de NO, mas a BH4 pode ser regenerada
através de di-hidrofolato redutase. A auséncia deste cofator leva a um ciclo de stress
oxidativo vascular através da transferéncia de eletrGes ao oxigénio molecular, formacéao
de espécies oxidantes, tais como o superdxido e peroxinitrito (Qian & Fulton, 2013), e é
provavel que seja uma das principais causas ndo s6 do desacoplamento da eNOS, mas

também da disfuncéo endotelial (figura 4) (Xia et al., 2016).

Uncoupled eNOS
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BH, oxidation oxidative stress
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Figura 4: O desequilibrio redox (devido ao aumento do NADH/NADPH) diminui a
disponibilidade de BH, (devido & oxidagéo) o que leva ao desacoplamento da eNOS e a diminuicéo
da producdo de NO. A transferéncia de eletrdes para o O, forma o superéxido, agravando a
disfungdo endotelial e o stress oxidativo. Adaptado (Hamilton & Watts, 2013)

Se 0 substrato da eNOS néo se encontrar na concentracdo adequada ou se 0
cofator estiver ausente, pode haver producdo de anido superdxido e peroxinitrito, pois
ndo ha uma dimerizagdo completa da eNOS o que resulta no seu desacoplamento
levando ao aumento do stress oxidativo (Sena et al., 2013). O superoxido formado pode
causar vasoconstricao, devido a producdo de peroxinitrito, que, por sua vez, aumenta a
producdo de prostaglandinas vasoconstritoras e também pode causar vasoconstricdo
através da reducdo da biodisponibilidade de NO (Zaborska et al., 2016).
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O desacoplamento da eNOS potencia deste modo o stress oxidativo, porque a
eNOS desacoplada leva a superproducdo de ROS (superdxido e, posteriormente,
peroxinitrito, por exemplo) e consequente aumento da oxidagao de BH4, 0 que se traduz
numa regulacdo positiva da expresséo e atividade da arginase, originando-se um ciclo
vicioso (Xia et al., 2016).

Outra causa para o desacoplamento da eNOS é a deficiéncia de L-arginina, devido
a sobre-regulacdo da expressao e atividade da arginase, referida anteriormente. Existem
duas isoformas da arginase que tém funcbes semelhantes, isto é, metabolizam a L-
arginina em ureia e L-ornitina, onde um aumento da expressdo de arginase nas células
endoteliais diminui a biodisponibilidade de L-arginina para a producdo de NO, o que
leva a disfuncdo endotelial. A expressdo da arginase aumenta devido a uma grande
variedade de estimulos, como a angiotensina Il, o elevado teor de glicose, a trombina, a
lipoproteina de baixa densidade oxidada, 0 que conduz a inflamacéo vascular (Pernow
& Jung, 2013; Yang & Ming, 2013).

1.4. Resisténcia a insulina

A insulina é uma hormona anabolica hipoglicemiante com um papel importante
na regulagdo da glicose, do metabolismo lipidico e proteico e influencia o crescimento e
a diferenciacdo celular, a funcdo endotelial e a expressdo genética (Duvnjak & Duvnjak,
2009).

A resisténcia a insulina é definida por uma resposta bioldgica insuficiente a
insulina enddgena ou exdgena, que se reflete numa diminuicdo da capacidade da
insulina para promover a captacao de glicose no musculo-esquelético e tecido adiposo e
para suprimir a producéo de glicose hepatica (Leahy, 2005; Reaven, 1988). Um estilo de
vida moderno com inatividade fisica, obesidade abdominal e excesso de adipocinas
podem causar resisténcia a insulina (Tangvarasittichai, 2015).

A resisténcia a insulina aumenta e/ou diminui as respostas de compensacao da
secrecdo de insulina, causa hiperinsulinemia, provoca um aumento dos niveis de glicose
através do aumento da gliconeogénese hepatica e da producdo de glicose, reduz a
lipolise no tecido adiposo, o0 que leva a um elevado fluxo de acidos gordos livres (FFA),

aumenta a secre¢do hepética de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), o que
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causa hipertrigliceridemia e reduz os niveis plasmaticos de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (Avramoglu et al., 2006; Tangvarasittichai, 2015).

O aumento dos niveis de glicose, FFA e insulina levam a uma sobreproducédo de
ROS, aumento do stress oxidativo e ativam vias de fatores de transducdo de stress, o
que pode causar inibicdo da atividade e secrecdo da insulina (figura 5)
(Tangvarasittichai, 2015). De salientar que a insulina tem uma funcéo vasodilatadora,
uma vez que estimula a producéo de NO pelo endotélio, provocando o relaxamento dos
vasos (Quon, 2006).

Glucose-induced Insulin deficiency

insulin secretion |
Ly

Hepatic glucose,

i -cell
FFA production 1 Impaired fi-cell function

r]

k|

Hyperglycemia
4 ) 4 ¥
Organ glucose, Hyperinsulinemia ——| Insulin receptor defict
FFA uptake |

Glucose transport h
(uptake) | Insulin activity |

J J’ -
Irsulin resistance

|

Organ respanse o insulin |

Figura 5: Evolugdo da resisténcia & insulina e consequéncia da disfunc¢do das células .
Adaptado (Tangvarasittichai, 2015)

A resposta celular a insulina envolve duas cascatas-chave de sinalizagdo: os
efeitos metabodlicos e hemodinamicos sdao mediados pela fosfatidilinositol-3 cinase (PI-
3K) e a via das proteinas-cinases ativadoras da mitogénese (MAPK) estd envolvida
principalmente na regulacdo da expresséo genica, crescimento celular e diferenciagéo.
Normalmente, a insulina estimula a producdo de NO nas células endoteliais através da

ativacdo da NO sintase através da via P1-3K. Na resisténcia a insulina, verifica-se uma
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regulacdo negativa da via PI-3K e a producdo de NO é diminuida, verificando-se
ativacdo da cascata MAPK, levando a disfuncdo endotelial. A insulina estimula a
producdo do vasoconstritor ET-1 e aumenta a expressdao da molécula de aderéncia
celular, PAI-1 (figura 6). Além dos efeitos diretos da resisténcia a insulina sobre o
endotélio, também ha a estimulacéo da proliferacdo e a migracao das celulas vasculares
do musculo liso (VSMC) e no tecido adiposo esta associada a libertacdo excessiva de
FFA, que evoca a expressao génica patogénica através da ativacao da proteina cinase C
e aumento do stress oxidativo (Sena et al., 2013).

Mito enic‘MAP Kinase) Pathwa

Glucose
transport
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Dysregulation of Carbohydrate & Lipid Metabolism
Gene

Expression tvLDL production >>> Diabetic Dyslipidemia

Figura 6: Cascata de sinalizacdo de insulina e desregulacdo em estados de resisténcia a
insulina. A perturbacdo na proteina fosfo-tirosina fosfatase (PTP-1B) parece ser um importante
fator iniciador na inducdo de resisténcia a insulina e na regulacdo negativa da via PI-3K. Os
defeitos na transducéo do sinal da insulina conduzem a desregula¢do do metabolismo dos hidratos
de carbono e dos lipidos. Adaptado (Avramoglu et al., 2006)

O aumento da libertacdo de FFA pelo tecido adiposo, que se verifica num estado
de resisténcia a insulina, e a diminuicdo da absorcdo de FFA pelo tecido adiposo
muscular podem resultar num aumento do influxo de FFA no figado. Este “ciclo
vicioso” pode resultar numa atenuac¢do da sinalizacdo de insulina nesses tecidos e
influenciar negativamente a resisténcia a insulina (Dresner et al., 1999).

A insulina estimula as enzimas envolvidas na lipogénese de novo e, em condi¢des
onde o influxo de gordura para o figado excede o efluxo, hd excesso de absorcao,
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sintese e secrecdo de acidos gordos hepaticos e a esteatose hepatica pode ocorrer em
simultaneo com a resisténcia a insulina (Avramoglu et al., 2006).

O excesso de FFA induzido por resisténcia a insulina é essencial também no
desenvolvimento de dislipidemia, principalmente caracterizada por alteragdes do perfil
normal lipidico e das lipoproteinas no plasma, o que promove ainda mais o
desenvolvimento de um perfil lipidico pro-aterogénico (Avramoglu et al., 2006; Sena et
al., 2013).

A dislipidemia que é provocada pela elevada quantidade plasmatica da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e/ou VLDL leva a diminui¢do da HDL, o que
indica que pode ser um fator responsavel pelo desenvolvimento da resisténcia a insulina
e diabetes tipo 2. No entanto, a dislipidemia também pode ocorrer como resultado de
resisténcia a insulina, verificando-se um aumento da producdo de lipidos plasmaticos,
isto €, um aumento dos niveis de triglicerideos (TG), colesterol total e FFA, devido a
grande estimulacdo das vias de recetores de insulina causada pela hiperinsulinemia -
elevada concentracdo de insulina na corrente sanguinea. Essas alteraces lipidicas estdo
associadas ao aumento da apolipoproteina B, que € um componente estrutural essencial
das lipoproteinas aterogénicas (Avramoglu et al., 2006; Funke et al., 2014). Uma vez
que a dislipidemia tem um desenvolvimento muito rapido, é possivel investigar os seus
efeitos na resisténcia a insulina antes de ocorrerem as alteracGes no peso corporal
(Funke et al., 2014).

A inflamacdo crénica é também considerada como um dos mecanismos mais
importantes que explicam a etiologia da resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e a
sindrome metabodlica. No entanto, a inflamacdo hepatica induzida por colesterol nédo
provoca 0 aumento do desenvolvimento da resisténcia a insulina. A reducdo da
inflamacgdo hepética ndo corresponde ao aumento da sensibilidade a insulina, o que

indica que ha outros fatores envolvidos na resisténcia a insulina (Funke et al., 2014).

1.5. Dieta rica em gorduras

Apesar de a diabetes tipo 2 ser determinada, principalmente, pelo estilo de vida e
pela geneética, a composicao dietética pode afetar o seu desenvolvimento e desempenhar
um papel significativo na melhoria da sensibilidade a insulina e na redugdo do risco e

complicagdes associadas. O papel da gordura dietética na diabetes tipo 2 tem sido alvo
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de estudo ao longo de décadas e o seu particular interesse deve-se ao facto de os acidos
gordos (FA) influenciarem o metabolismo da glicose, alterando a composicdo e a
funcdo da membrana celular, a atividade enzimatica, a sinalizacdo de insulina e a
expressdo génica. A composicdo de FA das membranas celulares afeta varias fungdes
celulares, incluindo a fluidez da membrana, a permeabilidade i6nica e a
ligacdo/afinidade do recetor de insulina (Risérus et al., 2009).

Os FFA, que sdo obtidos através de fontes alimentares ou produzidos através da
lipogénese de novo, podem ser armazenados ao nivel intracelular pelo tecido adiposo
sob a forma de TG, exportados para o plasma sob a forma de VLDL ou podem ser
utilizados no fornecimento de energia pela via de oxidacdo de FFA (Avramoglu et al.,
2006).

Os FFA no plasma sdo um fator de risco relevante no desenvolvimento da
resisténcia a insulina, na disfuncdo das células B e na diabetes tipo 2. O aumento da
quantidade de FFA pode inibir a captacdo de glicose e oxida¢do no musculo e prejudicar
a supressdo da producdo de glicose hepatica pela insulina (Boden & Chen, 1995). Além
disso, os FFA sdo lipotoxicos para as células B que, quando sdo expostas a uma acao
prolongada dos FFA, exibem uma secrecdo de insulina deficiente (Unger, 1995). De
facto, as células B sdo particularmente sensiveis ao grau de insaturacdo dos acidos
gordos (Lopez et al., 2008).

Os FFA saturados, monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) podem ter
diferentes efeitos na sensibilidade a insulina, na secrecdo de insulina e noutras vias
metabolicas (Bhaswant et al., 2015; Lopez et al., 2008). H& uma forte evidéncia de que
0s &cidos gordos saturados (SFA) dessensibilizam seletivamente a resposta do tecido
periférico a insulina, enquanto os acidos gordos insaturados (incluindo MUFA e PUFA)
provocam um efeito contrario, isto €, preservam ou melhoram a secrecdo e a
sensibilidade a insulina, através de modificacbes na composicdo das membranas
celulares, sendo suscetiveis de reduzir o risco de diabetes tipo 2 (Abdul-Ghani et al.,
2008; Lopez et al., 2008).

Os SFA também afetam a atividade enzimatica, a expressdo genética inflamatoria
e os fatores de transcricdo, o que contribui para os seus efeitos no metabolismo da
glicose (Risérus et al., 2009). Na presenca de resisténcia a insulina, a substituicdo de
gordura saturada por gordura insaturada diminui ndo so o colesterol LDL, mas também
os triglicerideos VLDL (Riccardi et al., 2004).
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Ha& estudos in vitro e experiéncias com animais que sugerem que os SFA podem
atuar diretamente nos tecidos sensiveis a insulina (Risérus et al., 2009). Quando os ratos
sdo sujeitos a uma alimentacdo com um elevado teor de gordura, ou seja, uma dieta rica
em gorduras (HFD), verifica-se um aumento do colesterol no organismo e dos niveis
plasmaticos de lipidos - hiperlipidemia. Apesar de a HFD a curto prazo nao resultar no
ganho de peso corporal ou aumento de tecido adiposo, a dislipidemia é agravada e a
taxa de producéo de glicose é maior. No entanto, uma HFD de longa duragdo pode
induzir mecanismos compensatorios, levando a adaptagdo e normalizacdo relativa da
funcdo endotelial (Xia et al., 2016; Funke et al., 2014).

A hiperglicemia e hiperlipidemia sdo fatores de risco independentes que em
conjunto ou individualmente aceleram a aterosclerose e aumentam o risco das
complicagdes diabeticas (Liu et al., 2015). A obesidade estd relacionada com a
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares
(Xia et al., 2016). Outro fator que aumenta o risco de doencas cardiovasculares é a
hipercolesterolemia induzida por colesterol dietético (Berger et al., 2015; McNamara,
2000).

Estudos de alimentacdo animal demonstraram que, para a maioria das espécies,
sd0 necessarias grandes doses de colesterol para induzir hipercolesterolemia e
aterosclerose, enquanto que, para outras espécies, mesmo pequenas ingestdes de
colesterol induzem hipercolesterolemia. A resposta do colesterol plasmatico ao
colesterol dietético é altamente variavel entre e dentro das espécies animais, uma vez
que os seres humanos tém o colesterol LDL como a lipoproteina predominante do
plasma, mas a maioria dos modelos animais possuem uma maior fracdo de colesterol
HDL, o que torna dificil a inducdo de hipercolesterolemia e aterosclerose em roedores
(McNamara, 2000).

O consenso geral é de que o colesterol dietético tem um efeito significativo sobre
0s niveis plasmaticos de colesterol, podendo ocorrer tanto alteragdes na fracdo de
colesterol LDL aterogénico como na fracdo de colesterol HDL anti-aterogénico. O
colesterol dietético aumenta os niveis de colesterol total, colesterol LDL e HDL, mas ha
dados que indicam que a razdo plasmatica LDL:HDL permanece constante (Clarke et
al., 1997; Ginsberg et al., 1994).

Contudo, além da diminuicdo da ingestdo de gordura saturada e do aumento da

gordura insaturada, € importante lembrar que outros componentes da dieta, como a fibra
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dietética e os carbohidratos, também podem influenciar a sensibilidade a insulina e,

portanto, o risco de diabetes tipo 2 (Rivellese & Lilli, 2003).

1.6. Tecido Adiposo Perivascular

O tecido adiposo perivascular (PVAT) € um orgao endécrino que liberta uma
grande variedade de moléculas biologicamente ativas que tém influéncia na vasculatura.
A maior parte dos vasos sanguineos estdo rodeados por PVAT, sendo a artéria
mesentérica, a artéria coronaria, a artéria cardtida, a artéria femoral, e a aorta os
principais vasos sanguineos estudados (Villacorta & Chang, 2015). No entanto, este
encontra-se ausente na vasculatura cerebral e na microvasculatura (Miao & Li, 2012).

Os vasos sanguineos sao compostos por trés camadas: tunica adventicia, tdnica
média e thnica intima. A adventicia contém maioritariamente tecido conjuntivo, a tlnica
média (especialmente nas artérias) é principalmente constituida por musculo liso
vascular e a tunica intima é composta por células endoteliais. A contratilidade vascular é
principalmente regulada pelo nivel de atividade do musculo liso vascular que pode ser
influenciada pelo endotélio (Zaborska et al., 2016).

O PVAT consiste numa mistura heterogénea de estruturas celulares tais como
(pré) adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e de masculo liso, células
mesenguimais e imunolodgicas (macrofagos, linfécitos T) e ainda estruturas teciduais

(pequenos vasos sanguineos, tecido conjuntivo e nervos) (figura 7) (Even et al., 2014).
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Figura 7: Crosstalk entre o PVAT e a vasculatura. Adaptado (Even et al., 2014)
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A composicdo do PVAT depende da localizacdo anatomica. O PVAT é composto
de tecido adiposo branco e castanho, constitui uma reserva energética e esta associado a
regulacdo térmica, respetivamente. Em torno da aorta abdominal e dos vasos
mesentéricos, 0 PVAT é composto principalmente de tecido adiposo branco, enquanto o
PVAT associado a aorta toracica é predominantemente tecido adiposo castanho (Miao
& Li, 2012).

A descoberta da natureza anti-contratil do PVAT sugere que a gordura que rodeia
0s vasos sanguineos também pode modular o tonus vascular, em vez de fornecer apenas
um suporte estrutural (Miao & Li, 2012). O PVAT tem a capacidade de produzir
prostaglandinas e atenua a vasoconstricdo arterial através da atenuacdo da resposta
vascular de varios agonistas, como a fenilefrina, a angiotensina Il, a serotonina e a ET-1
(Aghamohammadzadeh et al., 2016; Zaborska et al., 2016).

Foram identificados vérios fatores vasoativos no PVAT tais como: adipocinas
(pro-inflamatérias: leptina, resistina e visfatina; anti-inflamatdrias: adiponectina e
adrenomedulina), citocinas e quimiocinas (interleucina-1, IL-6, interleucina-8 (IL-8),
TNF-a, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e PAI-1), substancias do sistema
renina-angiotensina (angiotensina Il e angiotensina 1-7), moléculas gasosas (NO,
perdxido de hidrogénio, anido superoxido, sulfureto de hidrogénio), palmitato de metilo,
prostaciclina, entre outros (Feng et al., 2009; Galvez-Prieto et al., 2008; Gao et al.,
2007; Gil-Ortega et al., 2014; Rajsheker et al., 2010). Através da libertacdo destas
substancias, o0 PVAT pode regular o tonus vascular, o que é considerado uma funcao
enddcrina (Xia et al., 2016).

O PVAT pode expressar complexos, tais como: recetores de adipocinas, proteina
desacopladora 1, recetor ativado por proliferador de peroxissoma gama, recetor R33
adrenérgico, recetor de citocinas, recetor de angiotensina Il, enzima NADPH oxidase,
eNOS (Dashwood et al., 2007) e todas as isoformas da superoxido dismutase (Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD e Ex-SOD), lipoxigenases e metaloproteases (Szasz & Webb, 2014).

Os efeitos vasculares do PVAT sdo complexos, envolvem alteragdes do tonus
vasomotor, migracdo e proliferagdo de musculo liso, inflamagdo vascular, e stress
oxidativo (Padilla et al., 2015).
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1.6.1. Producdo de adipocinas

O PVAT produz substancias derivadas dos adipécitos - adipocinas - como ja
referida a adiponectina, uma hormona vasodilatadora; NO; citocinas; ROS, MCP-1 e
TNF-o que participam na regulacdo das fungdes metabdlicas e endoteliais, através de
mecanismos endocrinos e/ou paracrinos (Chen et al., 2016; Even et al., 2014).

As adipocinas e/ou citocinas sdo libertadas pelos adipécitos na circulacéo e séo
responsaveis pelo crosstalk entre o tecido adiposo e os 6rgdos-alvo de longa distancia
(por exemplo, figado, musculo esquelético, rim, coracdo, e vasculatura) (Villacorta &
Chang, 2015).

As adipocinas e outras moléculas produzidas pelo PVAT podem ter agdes
vasocrinas diretas, quer no masculo liso, quer no endotélio vascular (via vasa vasorum).
Em condi¢cbes normais, o PVAT exerce funcgdes vasodilatadoras e anti-inflamatorias,
porém, na obesidade, devido a inflamagdo do PVAT, caracterizada pelo desequilibrio
entre as células pro e anti-inflamatdrias, verifica-se a inducdo da secregdo anormal de

adipocinas e producgédo de ROS (Lastra & Manrique, 2015).

1.6.1.1. Adiponectina

A adiponectina € maioritariamente produzida por adipdcitos e tem muitas funcoes
bioldgicas que incluem a regulacdo do metabolismo dos acidos gordos e da glicose,
verificando-se, ainda, ao nivel celular, um potencial anti-inflamatério, efeitos
antidiabéticos, anti-aterogénicos e cardioprotetores, melhorando também a resisténcia a
insulina e exibindo propriedades de sensibilizacdo a insulina (Padilla et al., 2015; Sena
et al., 2017). A libertacdo de adiponectina pelo PVAT modera o efeito vasorelaxante
das artérias pequenas através do aumento da biodisponibilidade de NO
(Aghamohammadzadeh et al., 2016).

Os efeitos benéficos da adiponectina na vasculatura foram descritos tanto em
estudos clinicos como em modelos animais. Contudo, apesar dos efeitos benéficos
descritos na homeostase vascular, tem-se associado a hiperadiponectemia a0 aumento
da mortalidade cardiovascular (Sena et al., 2017). Por outro lado, a reducao da producgéo
de adiponectina esté associada a resisténcia a insulina e 0s seus niveis de circulacdo séo
significativamente reduzidos na obesidade e na diabetes tipo 2 (Padilla et al., 2015;
Senaetal., 2017).
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Consequentemente, a diminuicdo da secrecdo de adiponectina pelo PVAT pode
fornecer um ambiente promissor para a inflamacéo e disfuncdo vascular. Os reduzidos
niveis de adiponectina sdo acompanhados pelo aumento da NADPH oxidase vascular
conduzindo a stress oxidativo. Os produtos de oxidacéo libertados a partir da parede da
artéria, levam ao aumento da secrecdo de adiponectina pelo PVAT, representando um
mecanismo de autocontrolo concebido para atenuar o stress oxidativo vascular na
diabetes tipo 2, o que indica que o crosstalk entre o PVAT e a vasculatura associada é
bidirecional (ou seja, de fora para dentro e de dentro para fora). A reducéo da secregdo
de adiponectina a partir do tecido adiposo desempenha um papel importante no
desenvolvimento de complicac6es vasculares associadas a diabetes tipo 2 (Padilla et al.,
2015).

1.6.2. Mecanismos associados ao tecido adiposo perivascular

O PVAT protege a funcdo dos vasos atenuando a vasoconstricdo atraveés de
diferentes mecanismos, incluindo a producdo de fatores relaxantes derivados de
adipdcitos e a estimulacdo da geracdo de NO pelo endotélio (Chen et al., 2016). No
entanto, o PVAT pode contrair significativamente o musculo liso vascular através da
libertacdo de varios fatores vasoconstritores, como a adrenalina e a prostaglandina, que
contribuem para a contragao dos vasos (Xia et al., 2016).

O PVAT modula assim a vasoatividade nos modos contratil e anti-contratil. No
entanto, os fatores derivados de PVAT, tais como adipocitocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento, podem ter como alvo direto as células de musculo liso e as células
endoteliais (Even et al., 2014).

Os efeitos anti-contrateis do PVAT sdo mediados através da ativacdo de canais de
K*, que sdo dependentes de Ca*. Os canais de K* s&o reguladores chave do potencial de
membrana e, quando ativados, levam ao efluxo de K* e fecho de canais de Ca**
dependentes de voltagem, o que resulta em vasodilatagdo. Contudo, a inibicdo do canal
K* resulta em despolarizacio e abertura dos canais de Ca**, com consequente contrag&o
(Zaborska et al., 2016).

A proteina cinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) é um regulador
importante da homeostase metabolica, tem uma agéo anti-inflamatéria no vaso e no
tecido adiposo (Chen et al., 2016) e tem um papel fundamental no metabolismo de

glicose, lipidos e proteinas (Zaborska et al., 2016).
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A quantidade de PVAT varia em diferentes condicdes fisiopatoldgicas. Assim, a
sua reducdo associada a hipertensdo ou a lipoatrofia correlaciona-se com uma reducéo
da producéo de vasodilatadores e também com um aumento das respostas contrateis e
pressdo arterial. Ao contrario, um moderado espessamento do PVAT esté associado ao
aumento de vasodilatadores. O PVAT induz um efeito anti-contratil, que se correlaciona
positivamente com a quantidade de tecido adiposo circundante da artéria (Gil-Ortega et
al., 2014).

1.6.3. Tecido adiposo perivascular e as doencgas cardiovasculares

O crosstalk entre o tecido adiposo e 0s vasos sanguineos € vital para a homeostase
vascular e é perturbado em doengas cardiovasculares e metabdlicas, como a hipertenséo,
a diabetes e a obesidade. O PVAT esta relacionado com as doencgas cardiovasculares,
como a aterosclerose e a hipertensao arterial (Even et al., 2014; Xia et al., 2016). O
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas nas artérias, principalmente envolvidas por
PVAT, mostra que este desempenha o papel principal no desenvolvimento da lesdo
(Padilla et al., 2015).

Fatores como a obesidade, o envelhecimento, a lesdo vascular ou a infe¢cdo podem
afetar o PVAT, o que causa uma anomalia adipocitaria e infiltracdo de células
inflamatorias, que sdo responsaveis pelo desequilibrio de fatores de crescimento e
inibidores segregados pelo PVAT, levando ao crescimento e migracdo de VSMC, o que
resulta no desenvolvimento de doenca vascular proliferativa (figura 8) (Miao & Li,
2012).

A obesidade é um fator de risco importante no desenvolvimento de diabetes tipo 2
e de doencas cardiovasculares e tem efeitos adversos sobre a estrutura e funcgédo
cardiovascular. Nestas condicdes, a disfuncdo do PVAT ¢é uma fonte de inflamacéo que
afeta o sistema cardiovascular e contribui para as doencas cardiovasculares (Lastra &
Manrique, 2015). A inflamagdo do PVAT promove a resisténcia a insulina, o que
resulta em respostas vasodilatadoras anémalas, reduzindo o vasorelaxamento mediado
pelo endotélio (Even et al., 2014; Lastra & Manrique, 2015).
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Figura 8: Diagrama esquematico da disfuncéo do tecido adiposo perivascular. Adaptado
(Miao & Li, 2012)

Na obesidade e na diabetes tipo 2, a hipertrofia dos adipdcitos leva a infiltracdo de
células imunitarias, células pro-inflamatérias, que resulta na inflamacdo do tecido
adiposo, stress oxidativo, hipdxia, maior expressdao de marcadores inflamatorios,
producdo anormal de adipocinas, como 0 aumento na concentracdo de leptina, que pode
acelerar o processo de aterosclerose e reduzir a expressao de fatores anti-inflamatorios,
como a adiponectina, no PVAT, levando a perda do seu efeito dilatador (Achike et al.,
2011; Gil-Ortega et al., 2014; Padilla et al., 2015). A obesidade também est4 associada
ao aumento da atividade de COX1 e COX2 no tecido adiposo, o que leva a libertacdo de
um fator pré-contréatil (TXA2) pelo PVAT (Meyer et al., 2013).

Quando o PVAT esta presente nas aortas de ratos obesos, este é responsavel pela
reducdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina, o que traduz a importancia do PVAT
na regulacdo da fungéo vascular (Xia et al., 2016).

Na obesidade, a acumulacao de lipidos no PVAT estimula a defesa por imunidade
inata, promovendo o recrutamento de mondcitos no tecido adiposo e consequente

desregulacdo da producdo de adipocitocinas, 0 que leva a disfungé@o endotelial (Chen et
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al., 2016). A disfuncdo do PVAT também esta associada a uma regulacdo positiva de
fatores vasoconstritores (Almabrouk et al., 2014).

A obesidade induzida por HFD reduz significativamente a producéo de NO pelo
PVAT e aumenta a producéo de superoxido e de ROS. As ROS existentes diminuem
com a presenca do N“Nitro-L-Arginina (L-NAME), um inibidor da eNOS, o que indica
que a eNOS contribui para a producéo de superdxido (Xia et al., 2016).

O desequilibrio entre os mecanismos pré-oxidante (isoforma da NADPH oxidase,
superoxido, peroxido de hidrogénio) e antioxidante (eNOS, NO, SOD extracelular,
GSSG) no PVAT, apdés um longo periodo de dieta gorda, contribuem para o
agravamento da disfuncédo endotelial (Gil-Ortega et al., 2014).

Os macrofagos presentes no PVAT contribuem para um ambiente inflamatério
através da secrecdo de superoxido. A presenca e a ativacdo de macrdéfagos no tecido
adiposo sdo fundamentais para o aumento da contratilidade em artérias com gordura
perivascular apés a inducgdo da inflamacdo (Aghamohammadzadeh et al., 2016).

A atividade da AMPK ¢é reduzida numa situacdo de obesidade e distlrbios
metabolicos, contribuindo para a disfuncéo endotelial. A disfuncdo endotelial pode ser
avaliada pela ativacdo da AMPK, que é responsavel pelo aumento da fosforilacdo e
ativacdo da eNOS. A AMPK atua no recetor de ativacdo da adiponectina, na
hiperpolarizacdo dependente de midcitos no PVAT, logo, a reducdo de AMPK também
pode modificar o efeito do PVAT sobre a contratilidade vascular (Zaborska et al.,
2016).

O stress oxidativo e a inflamacdo local modulam a funcdo endotelial e levam a
reducdo dos efeitos anti-contrateis no PVAT, em individuos obesos. A catalase e a SOD
podem resgatar os efeitos anti-contrateis do PVAT. Além disso, os efeitos anti-
contrateis melhoram significativamente apds uma cirurgia bariatrica, que €
acompanhada pela reducdo da infiltracdo de macro6fagos e pelo aumento da secrecdo de
adiponectina no PVAT (Villacorta & Chang, 2015).

Deste modo, o PVAT emerge como um novo tipo de tecido adiposo que participa
na patogénese de doencas cardiovasculares, de forma independente, e surge como um
potencial alvo terapéutico para a obesidade e disfuncdo vascular relacionada com a
diabetes (Even et al., 2014).
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1.7.  Propagermanio

A obesidade e a resisténcia a insulina estdo fortemente associadas a marcadores
sistemicos de inflamacdo e, clinicamente, a inflamacdo foi reconhecida como
precedente da doenca aterosclerdtica (Tamura et al., 2008). A expansdo do tecido
adiposo branco na obesidade pode constituir uma importante fonte de inflamagéo
durante o desenvolvimento de doenca vascular e muitos estudos demonstraram que a
expressao de citocinas pro-inflamatdrias pelo tecido adiposo é, em parte, devida ao
aumento da infiltracdo de macrdfagos. Entdo, os tratamentos anti-inflamatorios podem
ter um potencial terapéutico para reduzir o desenvolvimento de aterosclerose e outras
doencas que tém por base a inflamacdo e a interrup¢do do recrutamento de macréfagos
no tecido adiposo pode reduzir a resisténcia a insulina e ser uma nova intervencao
terapéutica promissora no tratamento de pacientes com diabetes tipo 2 (Mulder et al.,
2017; Prospero et al., 2014; Tamura et al., 2008).

Suganami et al. criaram recentemente um sistema de co-cultura in vitro composto
por adipdcitos e macrofagos e demonstraram que um circuito paracrino envolvendo
FFA e TNF-a, derivados de adipocitos e de macrofagos, respetivamente, estabelece um
ciclo vicioso que aumenta as alteracdes inflamatdrias em ambos. Verifica-se uma
regulacdo positiva da expressdo de citocinas pré-inflamatérias, como MCP-1 e TNF-a, e
uma regulacdo negativa da citocina anti-inflamatéria adiponectina (Tamura et al.,
2008).

Ha estudos que sugerem que os compostos que inibem a funcdo do MCP-1 ou do
recetor de quimiocinas C-C 2 (CCR2) podem ser um novo tipo de tratamento anti-
inflamatdrio (Yokochi et al., 2001). Tratamentos com inibidores de CCR2 produziram
efeitos benéficos, incluindo a diminuicdo da infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo
(incluindo o perivascular), reducdo dos niveis de citocinas inflamatdrias e melhoria da
sensibilidade a insulina em modelos animais de ratinho (Prospero et al., 2014).

O propagermanio (Bis(2-carboxyethylgermanium(IV) sesquioxide)), um polimero
hidrofilo de propionato de 3-oxigrenil, composto de germanio organico, possui uma
potente atividade moduladora imune associada a propriedades anti-inflamatorias e
antineoplasicas, aumenta as fungdes dos linfocitos em células CD4 e CD8 e em ceélulas
natural killers (NK), induz a producio de varias citocinas. E um farmaco clinicamente

relatado como anti-inflamatoério, antiviral e com propriedades antineoplasicas, é
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utilizado no tratamento da hepatite no Japdo e sabe-se que este anti-inflamatorio inibe o
CCR2 e suprime a infiltracdo de macrofagos/mondcitos in vitro e in vivo, reduzindo a
aterosclerose em modelos animais knockout para apolipoproteina E (Hirayama et al.,
2003; Yamashita et al., 2002; Yokochi et al., 2001).

Figura 9: Estrutura molecular do propagermanio
(http:/lwww.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/396265?lang=pt&region=PT)

O germanio estd presente em muitas ervas orientais como composto organico e
pode ter uma atividade imunoestimuladora. Cada composto de germanio tem atividades
farmacoldgicas Unicas correspondentes a sua especificidade estrutural (Hirayama et al.,
2003).

Do ponto de vista imunoldgico, o propagermanio ativa macréfagos, células T,
especialmente células T citotoxicas e células NK, melhora varias citocinas, incluindo
interferdes (IFNs), especialmente IFN- y e interleucina-2, e tem uma atividade
antineoplasica numa ampla gama de tumores em varios modelos animais, possivelmente
através de uma acdo imunoestimulante. Se o propagermanio reforca o sistema de
vigilancia das células cancerosas ativando as células NK, pode-se presumir que reduza o
desenvolvimento de alteracfes neoplasicas no figado (Hirayama et al., 2003).

Embora os mecanismos de acdo deste farmaco ainda ndo tenham sido
completamente compreendidos, sabe-se que este farmaco ndo inibe a atividade do MCP-
1 nem a ligacdo do MCP-1 ao CCR2, mas liga-se aos péptidos N-terminais do CCR2 e
tem como alvo as proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPI) ancoradas que estdo
intimamente associadas ao CCR2 e interferem com a quimiotaxia de mondcitos
induzida por MCP-1, suprimindo desta forma a funcdo do CCR2. Yokochi et al.
demonstraram que a fosfolipase C, ao separar seletivamente a GPl do CCR2, elimina os
efeitos do propagermanio, o que indica que o farmaco pode atuar através da GPI
ancorada (Tamura et al., 2008; Yamashita et al., 2002). O propagermanio impede danos

nos tecidos através da inibi¢do do recrutamento de mondcitos (Yokochi et al., 2001).
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O MCP-1 e o CCR2 tém um papel crucial no recrutamento de células
imunoldgicas (macrofagos/monacitos) para o tecido adiposo branco e para o figado, e
sdo cruciais no desenvolvimento da resisténcia a insulina e da esteatose hepatica em
ratos obesos induzidos pela dieta, promovendo assim a expressdo desregulada de
adipocinas no tecido adiposo e a inflamacao associada a esteato-hepatite ndo alcodlica
(Mulder et al., 2017; Prospero et al., 2014).

O MCP-1 promove a migracéo e ativacdo de mondcitos, liga-se a0 CCR2 e ambos
podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento da inflamacg&o cronica e
no recrutamento e retencdo de macrofagos nas lesdes ateroscleroticas, dado que a
expressao de CCR2 se encontra aumentada em monacitos de pacientes que sofram de
hipercolesterolemia (Yamashita et al., 2002; Yokochi et al., 2001).

Os macréfagos sdo fenotipicamente heterogéneos e caracterizam-se com base no
seu estado de polarizagdo como “macréfagos pro-inflamatoérios (M1)” ou “anti-
inflamatorios (M2)”. A propor¢do de macrofagos M1/M2 pode ser particularmente
importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina, e a diminuicdo da quantidade
de macrofagos M1 é suficiente para melhorar a resisténcia a insulina associada a
obesidade. No entanto, a dieta gorda aumenta a relacdo M1/M2 em diferentes tecidos e
0 propagermanio podera neutralizar esse efeito (Mulder et al., 2017).

Estudos anteriores indicam que o propagermanio ndo afeta a funcdo de outras
quimiocinas, como por exemplo a IL-8, a excecdo de MCP-1 e da proteina quimiotatica
de mondcitos 3, que sdo ligandos do CCR2, o que sugere que o efeito inibitério do
propagermanio na migracdo dos monacitos € especifico para 0 CCR2 (Yamashita et al.,
2002; Yokochi et al., 2001).

Quando tomado por via oral, o propagermanio é absorvido de forma eficiente e
excretado principalmente como uma molécula de polimero ndo metabolizado. Nos seres
humanos, o propagermanio administrado oralmente ou de forma intravenosa, com uma
dose de 50 mg/kg durante 6 meses, ndo causou efeitos adversos em pacientes com
cancro (Hirayama et al., 2003). Os potenciais efeitos toxicos do propagermanio foram
amplamente estudados e a dose letal (DL50) do propagermanio em ratinhos, por
administracdo intraperitoneal, foi de 2,8 g/kg de peso corporal. Ndo foram observados
efeitos significativos sobre o peso ou sobre a histologia dos 6rgaos principais em ratos
tratados com 500-1000 mg/kg/dia de propagermanio, por administracao intraperitoneal,

ao longo de varios meses (Hirayama et al., 2003).
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Estudos anteriores relatam que o propagermanio nao afeta o peso corporal, pode
aumentar os niveis plasmaticos de adiponectina e diminuir os de insulina, ndo altera
nem os niveis de triglicerideos no plasma nem os de colesterol total e suprime a
inflamacdo do tecido adiposo pela inibicdo da infiltragdo de macrdfagos no tecido
adiposo, bem como a diminuicdo da expressdo do TNF-a, o que se traduz numa
melhoria da obesidade (Mulder et al., 2017; Prospero et al., 2014; Tamura et al., 2008).

O tratamento com propagermanio aumenta a expressdao do transportador de
glicose 2 e 4 (GLUT2 e GLUT4, respetivamente) no tecido adiposo, figado e musculo e,
por isso, a acdo da insulina é melhorada, assim como a sensibilidade a insulina e a
tolerancia a glicose (Tamura et al., 2008). Assim, a resisténcia a insulina pode ser
melhorada através do tratamento com propagermanio, possivelmente devido a supressao
da inflamacdo do tecido adiposo e aumento dos niveis plasmaticos de adiponectina. H&
estudos que relatam que o propagermanio diminui o influxo de FFA para o figado e
suprime acentuadamente a inflamacao no figado pela diminuicdo da expressdo de MCP-
1 e do TNF-a, bem como diminui a lipogénese, o que se traduz na melhoria da esteatose
hepatica (Tamura et al., 2008). No entanto, o impacto destes efeitos em termos
vasculares pode também ser grande e serd, por isso, avaliado.

Dado o potencial deste composto a aumentar a sensibilidade a acdo da insulina e a
suprimir as condicdes inflamatorias, as potencialidades deste composto serdo avaliadas
em termos vasculares e perivasculares, dado que ndo existe nenhum estudo a abordar

este assunto.

1.8. Objetivos

Dado que a prevaléncia da diabetes estd a aumentar em todo o mundo, e as
doencas macrovasculares associadas representam um elevado custo socioeconémico em
paises industrializados, € necessaria a descoberta de novos farmacos eficazes, assim
como novos alvos terapéuticos.

Pretende-se com este estudo investigar o papel do tecido adiposo perivascular na
disfuncdo endotelial associada a diabetes tipo 2, bem como caracterizar alguns dos
principais mecanismos de agdo associados. Sera também estudado o efeito de um anti-

inflamatorio, o propagermanio, na disfuncdo endotelial associada a diabetes tipo 2, a sua

26



INTRODUCAO

acao no tecido adiposo perivascular e seu impacto funcional. Para tal, serdo utilizados
modelos animais de diabetes tipo 2.

E esperado que, na presenca do anti-inflamatdrio, seja melhorada a disfuncéo
endotelial, assim como a inflamacgéo do tecido adiposo perivascular, recuperando o seu

fenotipo.
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2.1. Materiais

2.1.1.

Reagentes quimicos e imunologicos

Os reagentes utilizados na preparacdo de solugdes, bem como os restantes

compostos ndo referenciados na seguinte lista, foram adquiridos as seguintes empresas:

Sigma-Aldrich, EUA; Merck Darmstad, Alemanha; Panreac Quimica SA, Espanha,

possuindo o mais elevado grau de pureza disponivel comercialmente.

Tabela 1: Reagentes e produtos mais relevantes no trabalho

Dieta padrdo A03

Scientific Animal Food & Engineering,

Franca

Dieta gorda A03 + 20% Manteiga de

cacau + 1,25% Colesterol

Scientific Animal Food & Engineering,

Franca

Glicose 30%

Labesfal, Portugal

Insulina (Humulin Regular 100 Ul/mL)

Lilly, EUA

Propagermanio

Sigma-Aldrich, EUA

Tabela 2: Composi¢do da dieta padréo usada neste trabalho

Dieta padrdo A03 (SAFE, Franca)

Kcal provenientes de

2830 Kcal/kg cada constituinte

Quantidade de cada
constituinte presente

(%) na dieta (%)
Proteinas 25,2 21,4
Lipidos 13,5 5,1
Hidratos de carbono 61,5 52

Tabela 3: Composi¢do da dieta gorda usada neste trabalho

Dieta gorda A03 + 20% Manteiga de cacau + 1.25% Colesterol (SAFE, Franca)

Kcal provenientes de

4482 Kcal/kg cada constituinte

Quantidade de cada
constituinte presente

(%0) na dieta (%)
Proteinas 1 12,3
Lipidos 46,4 23,1
Hidratos de carbono 42,6 47,8
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2.2. Modelos animais e tratamentos

Para o desenvolvimento deste estudo, recorreu-se a dois modelos animais
diferentes: como modelo de diabetes tipo 2, ratos machos Goto-Kakizaki (GK) e como
modelo controlo, ratos machos saudaveis Wistar (W). As estirpes de animais utilizadas
descendem de coldnias locais (Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra) e
foram mantidas numa sala com ambiente ventilado, com ciclos de 12 horas de luz/ 12
horas de escuriddo, com temperatura entre 21 e 24°C e humidade controlada (50-60%).

Os ratos GK foram divididos em quatro grupos de estudo: grupo controlo (GK
CO0); grupo controlo tratado com 50 mg/kg de propagermanio (GK CT); grupo de
animais alimentados com uma dieta rica constituida por 50 Kcal % de gordura (GK HO0)
e ainda um grupo de animais alimentados com uma dieta rica em gordura e tratado com
50mg/kg de propagermanio (GK HT) (figura 10). O propagermanio foi administrado
por via oral, durante 3 meses, até ao dia do sacrificio.

Durante o estudo, todos o0s animais tiveram livre acesso a racdo e agua, sendo de
ressalvar que todos os procedimentos experimentais realizados nos animais cumprem a

Lei Portuguesa para a experimentacao de animais em laboratdrio.

0 3
Cronologia |
I

8 meses

—— N

——

-W

-GKCO0

-GKCT

-GKHO

-GKHT

Racgdo controlo= i Dieta gorda = s Terapia = s

Figura 10: Grupos experimentais
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2.2.1. Peso corporal e glicemia

Antes de serem sacrificados, 0s animais passaram por diversas avaliagdes in vivo.
O peso corporal dos animais sujeitos a dieta gorda foi monitorizado, semanalmente,
durante o estudo, desde o inicio da dieta até ao dia do sacrificio, com o objetivo de
verificar a sua evolucdo com a ingestdo da dieta gorda. Também foi monitorizada a
quantidade de ragdo que sobrava e a quantidade de racdo que era disponibilizada para a
semana seguinte. No final do estudo, aos 8 meses de idade, todos os animais dos
diferentes grupos foram pesados. A glicemia foi determinada antes da administracdo da
dieta gorda, antes do periodo de terapéutica e no dia do sacrificio dos animais.
Recolheu-se sangue da veia da cauda e determinou-se a glicemia ap6s um jejum de 16-
18h, pelo método da glicose-oxidase, através do uso de um glicobmetro (Glucometer-
Ellite-Bayer, Portugal S.A.) e tiras de teste compativeis (Bayer, Portugal S.A.). Os

niveis de glicose no sangue total foram expressos em mg/dL.

2.2.2. Prova de tolerancia a glicose e prova de tolerancia a insulina

Realizaram-se provas de tolerancia a glicose intraperitoneal (PTGIP), em que 0s
ratos foram mantidos em jejum (16-18h) durante a noite, e antes de serem realizadas as
medicdes periddicas receberam uma injecdo intraperitoneal de glicose (1,75 g/Kg peso).
Para a determinacdo da quantidade de glicose recorreu-se ao método da glicose-oxidase,
através do uso de um glicometro (Glucometer-Ellite-Bayer, Portugal S.A.) e tiras de
teste compativeis (Bayer, Portugal S.A.) e o sangue foi recolhido a partir da veia da
cauda. Os niveis de glicose obtidos no sangue total foram expressos em mg/dL. A
quantidade de glicose foi medida em jejum e ao fim de 1 e 2 horas apds a injecdo de
glicose. Também se realizou a prova de tolerancia a insulina (PTI), onde os ratos foram
sujeitos a um determinado periodo de tempo em jejum (6h), e depois foi injetada uma
concentracdo de insulina intraperitoneal diluida em soro fisiolégico (Humulin Regular
0,25 U/mL/Kg). Apos a injecdo, foram realizadas as medicGes periddicas de glicose ao
fim de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos, através do método da glicose-oxidase ja

explicitado.
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2.2.3. Determinacdo dos niveis sistémicos de colesterol total e de

triglicerideos

Os niveis sistémicos dos pardmetros lipidicos (colesterol total e triglicerideos)
foram obtidos por analisador automatico e expressos em mg/dL, tendo sido
determinados no inicio e no final da administracdo da dieta gorda e no inicio e no final

do periodo de terapéutica.

2.2.4. Colheita de sangue

Para a determinacao de parametros sanguineos, recolheram-se amostras de sangue
dos animais ap6s um jejum de 16-18h. Os animais foram anestesiados, por via
intramuscular, com cloridrato de cetamina (75 mg/Kg) e o sangue foi recolhido por
puncdo cardiaca quando o animal ja se encontrava adormecido e dessensibilizado,
permitindo o decorrer do procedimento sem qualquer sofrimento.

Para avaliacdo de parametros séricos e plasmaticos, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 2500 g, durante 15 minutos, a 4°C, sendo posteriormente 0 soro e 0

plasma aliquotados e armazenados a -80°C até ao seu processamento.

2.2.5. Sacrificio dos animais e recolha de 6rgaos

Como referido, os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento
cervical. Foi medido o comprimento nasoanal, para o calculo do indice de Lee, um
indice de massa corporal utilizado em roedores, obtido através da seguinte formula:
razdo da raiz cubica do peso corporal (gramas) sobre o comprimento nasoanal
(centimetros) multiplicada por 1000.

Apos a exposigdo dos 6rgdos intra-abdominais procedeu-se rapidamente a exciséo
da artéria aorta e retirou-se o tecido conjuntivo de forma a preservar o endotélio.

A artéria aorta toracica foi dividida em 2 segmentos com, aproximadamente, 4
mm de comprimento, e a restante foi congelada em azoto liquido e armazenada a -80°C
para posteriores analises, assim como o tecido adiposo perivascular que a rodeava. Um
dos segmentos foi preservado com tecido adiposo perivascular numa matriz
criopreservante (OCT) para posteriores estudos histolégicos e o outro segmento foi
colocado numa solucdo de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢cdo (mM): NacCl
119,0; KCI 4,7; CaCl; 1,6; MgSO,4 1,2; NaHCO3 25,0; KH,PO, 1,2; glicose 11,0, o pH
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foi aferido a 7,4 e a solucdo esteve constantemente a ser gaseada (95% de O; e 5%
CO,). Os segmentos arteriais (com e sem PVAT) foram entdo montados num sistema a

37°C, com a tensdo controlada para os estudos isométricos.

2.2.6. Estudos Isométricos

Figura 11: Esquema de montagem das artérias com e sem tecido adiposo perivascular nas camaras
de 6rgaos individuais

Os segmentos de anel da artéria aorta toracica (4 mm) foram montados com e sem
tecido adiposo perivascular entre os ganchos de aco inoxidavel em camaras de Orgéos
individuais, num banho de 6rgdos com 5 mL de capacidade, contendo a solugdo de
Krebs-Henseleit com a composicdo anteriormente referida. A solucdo foi mantida a
37°C e oxigenada com uma mistura de gases de 95% O, e 5% CO,. Os anéis da aorta
encontram-se ligados a um transdutor de forca (PowerLab) no banho de drgdos e foram
distendidos inicialmente a uma tensdo de repouso de 1 g, estabelecida previamente
como a tensdo ideal, através de curvas de comprimento-tensdo, durante 60 minutos
(figura 11).

Depois do equilibrio, as camaras foram esvaziadas e todos os vasos sofreram uma
constricdo com uma solucéo de fenilefrina (Phe 3 uM), durante 10 minutos, realizando-

se, de seguida, o estudo de relaxamento dependente do endotélio com adicOes
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cumulativas de acetilcolina (ACh, 10 a 10 M) (tabela 4), em intervalos de 4 minutos,
de forma a avaliar a vasodilatacdo dependente do endotélio.

De seguida, substituiu-se a solucdo das artérias por uma solucdo de Krebs-
Henseleit com N"Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME 300 puM), um inibidor da
producdo de NO, nos pogos individuais no banho de 6rgéos e apds incubacdo de 15
minutos, contrairam-se as artérias com uma solucéo de Krebs-Henseleit com L-NAME
(300 pM) e Phe (3 pM), avaliando-se a resposta das artérias & acetilcolina, 10° a 107
M.

Substituiu-se novamente a solucdo das artérias por uma solucdo de Krebs-
Henseleit com L-NAME (300 uM) e indometacina (10 mM), que inibe a sintese de
prostaglandinas, e ap6s 15 minutos de incubacdo, contrairam-se as artérias com uma
solugéo de Krebs-Henseleit com L-NAME (300 uM), indometacina (10 mM) e Phe (3
M) e avaliou-se a resposta das artérias a acetilcolina, 10° a 10° M.

A sequir, as camaras foram esvaziadas e estabilizaram-se as artérias com solucao
de Krebs-Henseleit. Apos o retorno ao equilibrio (estado basal) contrairam-se as artérias
com endotelina (ET-1) e realizou-se o estudo de contracdo dependente do endotélio com
adicBes cumulativas de endotelina (ET-1, 10° a 10 M) (tabela 5), em intervalos de 10
minutos.

Por fim, substituiu-se a solucdo das artérias por uma solucéo de Krebs-Henseleit,
durante 10 minutos, e mudou-se a solucéo até as artérias voltarem ao estado basal.

Apo6s o retorno ao equilibrio, contrairam-se as artérias durante 10 minutos com
uma solucdo de Krebs-Henseleit com Phe (3 uM), e, de seguida, avaliou-se a resposta
de relaxamento induzido pelo dador de NO, nitroprussiato de sédio (SNP, 10° a 10°®
M), com adi¢Bes cumulativas em intervalos de 3 minutos. O SNP é um dador de NO e €
usado como um agonista para avaliar a vasodilatacdo independente do endotélio (tabela
6).

As respostas de relaxamento da ACh e do SNP foram expressas em percentagem
de relaxamento a partir de um subméaximo obtido através da contragdo induzida pela
Phe (3 uM). Os valores de ECs, foram determinados através de uma equagéo obtida a
partir da analise de regressdo da curva dose-resposta. No final foram construidas as
curvas cumulativas dose-efeito para as diferentes condigOes determinando a relacdo

entre dose e eficacia.
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Tabela 4: Curva dose-resposta a ACh

Tabela 5: Curva dose-resposta a ET-1

Tabela 6: Curva dose-resposta ao SNP

Sequéncia de Concentracéao
adicao final
AChl 1nM
ACh2 10 nM
ACh3 100 nM
ACh4 1 uM
ACh5 10 pM
ACh6é 100 uM
ACh7 1 mM

Sequéncia de Concentracéao
adicao final

ET-4 0,025 uM
ET-5 0,025 pM
ET-6 0,05 uM
ET-7-8 0,15 uM

Sequéncia de Concentracéao
adicao final
SNP1 1nM
SNP2 2nM
SNP3 7nM
SNP4 20 nM
SNP5 70 nM
SNP6 889 nM
SNP7 8,9 UM
SNP8 89 UM
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2.2.7. Determinacéo dos niveis de hemoglobina Alc

Os niveis de hemoglobina Alc foram determinados no plasma dos animais através
de um kit de ELISA (Rat glycated hemoglobina Alc ELISA kit, CUSABIO). Os niveis

de hemoglobina Alc foram expressos em ng/mL.

2.2.8. Apresentacgdo dos resultados e analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.) do
numero de experiéncias (n). Os dados foram analisados utilizando a andlise de variancia
(ANOVA 1 e 1) para um intervalo de confianga de 95%, sendo os valores de p<0,05

considerados estatisticamente significativos.
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3.1. Peso corporal e glicemia

Quando se avalia o efeito da ingestdo de uma dieta gorda durante 3 meses, €
fundamental controlar o peso corporal dos animais. Num estudo em que também se
avalia o estado da diabetes tipo 2, € importante monitorizar a glicemia em jejum, uma
vez que este é um dos parametros cruciais nesta patologia.

De acordo com a figura 12, pode constatar-se que 0s animais diabéticos
alimentados com a dieta gorda tiveram uma evolucdo uniforme de peso, atingindo
valores superiores comparativamente aos animais diabéticos controlo alimentados com

a dieta padrdo, apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 12: Peso corporal dos animais desde os 3 meses de idade até aos 8 meses (GK HO e
GK HT) e desde os 5 meses de idade até aos 8 meses (GK C0O e GK CT). Na figura esta
representado o efeito da dieta gorda no peso corporal dos animais diabéticos sujeitos a
dieta gorda relativamente aos animais diabéticos controlo sujeitos a dieta padrdo (n=12-
16).

Analisando o peso corporal final atingido por todos os animais aos 8 meses
(tabela 7), pode verificar-se que os animais W apresentaram um maior peso corporal
relativamente aos restantes grupos, uma caracteristica desta estirpe. Assim, 0s grupos
GK CO e GK CT, apresentaram um peso corporal, cerca de 17% inferior, quando

comparados com o grupo W (p<0,001). O grupo GK HO, apresentou uma diminuicéo
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significativa de cerca de 14% do peso corporal, em comparacdo com o grupo W
(p<0,001), €, no grupo GK HT, a diminuicdo significativa foi de, aproximadamente,
13% do peso corporal, comparativamente ao grupo W (p<0,01). Apesar de néo ser
estatisticamente significativo, os animais diabéticos alimentados com dieta gorda
alcancaram um peso final ligeiramente superior ao dos animais diabéticos controlo

alimentados com a dieta padrao.

Tabela 7: Peso corporal final aos 8 meses de idade, nos diferentes grupos de animais em
estudo; **p<0,01, *** p<0,001 relativamente ao grupo W

W GK CO0 GKCT GK HO GKHT
(n=7) (n=16) (n=12) (n=14) (n=12)

Peso

?_Orploga' 458,5+23,88 | 379,3+4,23*** | 386,1+6,21*** | 393,3+8,11*** | 400,1+8,13**
Inal om

(9)

No que diz respeito a glicemia, ap6s um jejum de 16h (figura 13), verificou-se um
aumento significativo nos animais diabéticos controlo (GK CO0) e, nos animais
diabéticos alimentados com a dieta gorda (GK HO0), (p<0,01) quando comparados com
os animais W. Todos 0s grupos de animais diabéticos apresentaram um aumento dos
valores dos niveis de glicose em jejum, comparativamente com os animais controlo néo
diabéticos (W), o que era expectavel, uma vez que se trata de animais diabéticos.

Os niveis de glicose ap6s um jejum de 6h, na figura 14, refletem alteracbes no
metabolismo hepético da glicose e mostram o efeito da dieta gorda, onde os grupos GK
HO e GK HT apresentaram niveis superiores de glicose relativamente a todos o0s
restantes grupos. Assim, 0s grupos de animais alimentados com dieta gorda
apresentaram um aumento muito significativo dos niveis de glicose comparativamente
ao grupo GK CO (p<0,05), comparativamente ao grupo GK CT (p<0,01) e

comparativamente ao grupo W (p<0,0001).
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Figura 13: Glicemia ap6s jejum de 16h no periodo inicial (I), antes da dieta (ID), antes da
terapia (IT), e no final (F), nos diferentes grupos em estudo; **p<0,01 relativamente ao
grupo W; Teste t realizado entre GK HO (ID) e GK HO (F) e entre GK HT (ID) e GK HT
(F) para observar o efeito da dieta ndo foi significativo, assim como nao foi significativo o
Teste t realizado entre GK HT (ID) e GK HT (IT) e entre GK HT (IT) e GK HT (F) para
ver o efeito da terapia; Os resultados estdo apresentados como média * e.p.m. (n=7-26)

. 400-

— Skked | KRRk

z $ $

g 300- && &&

e T

o

§ 200 -

e

o

= 100-

k>

G 0- T T
SO SRS

&F & & &

Figura 14: Glicemia apds jejum de 6h, aos 8 meses de idade, nos diferentes grupos em
estudo; Os resultados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=7-14) ®p<0,05
relativamente ao grupo GK CO0; 44p<0,01 relativamente ao grupo GK CT; ****p<0,0001
relativamente ao grupo W
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3.2.  Hemoglobina Alc

A hemoglobina Alc é um indicador do perfil glicémico dos animais nos altimos 3
meses, e como foi administrada uma terapia durante 3 meses é importante verificar os
seus valores nos diferentes grupos de animais (tabela 8). A hemoglobina Alc
apresentou um aumento significativo nos animais alimentados com dieta gorda,
relativamente aos animais W (p<0,05), o que revela a disfuncdo provocada pela dieta
gorda. Nos animais alimentados com dieta gorda e tratados com propagermanio,
observou-se um aumento significativo deste parametro, relativamente ao grupo de
animais W (p<0,01) e GK CO0 (p<0,01).

Tabela 8: Hemoglobina Alc nos diferentes grupos em estudo; *p<0,05, **p<0,01
relativamente ao grupo W; **p<0,01 relativamente ao grupo GK C0. Com a utilizacdo de
outro teste estatistico (teste t), GK CO e GK CT apresentam diferencas estatisticas
relativamente ao W (p<0,05).

W GK CO0 GKCT GK HO GKHT

(n=4) (n=6) (n=5) (n=5) (n=7)
HbAlc | 184002 0,34+0,04 0,58+0.13 064+012° | 0,82+017%
(ng/mL)

3.3. Prova de tolerancia a glicose e prova de tolerancia a insulina

A resisténcia a insulina é uma das caracteristicas da diabetes tipo 2. Assim,
determindmos a prova de tolerancia a glicose intraperitoneal (PTGIP) e & insulina (PTI)
como métodos para avaliar a tolerancia a glicose e a resisténcia periférica a insulina nas
diferentes condicdes a que os grupos de animais foram sujeitos.

Analisando a PTGIP inicial, aos 3 meses de idade (figura 15A) e aos 5 meses de
idade (figura 16A), os grupos de animais diabéticos apresentaram os niveis de glicose
mais elevados (aos 60 e 120 minutos) com diferencas estatisticamente significativas
comparativamente ao grupo W (p<0,0001), como era expectavel, uma vez que se trata
de grupos de animais diabéticos.

Os grupos de animais GK HO e GK HT apresentaram uma area abaixo da curva
(AUC) maior, em comparagcdo com o grupo controlo W (p<0,001 e p<0,01,
respetivamente) (figura 15B), assim como 0s grupos de animais GK CO0 e GK CT

apresentaram uma AUC maior comparativamente ao grupo controlo W (p<0,001)
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(figura 16B), 0 que seria expectavel uma vez que estamos perante animais diabéticos.

Avaliando a PTGIP final, aos 8 meses de idade (figura 17A), pode constatar-se
que os animais W continuaram a ter os valores mais baixos de glicose
comparativamente aos restantes grupos em estudo.

Nos grupos de animais diabéticos, observou-se um aumento significativo dos
niveis de glicose, relativamente ao grupo controlo ndo diabético W (p<0,0001), ao fim
de 60 e 120 minutos. Este aumento nos niveis de glicose também se reflete na AUC,
que é maior em todos os grupos de animais diabéticos (GK HO, GK HT, GK C0 e GK
CT), comparativamente ao grupo de animais W (p<0,01; p<0,001; p<0,0001 e
p<0,0001, respetivamente) (figura 17B). A dieta gorda ndo agravou a marcada

intolerdncia a glicose dos GK CO e o propagermanio ndo teve qualquer efeito neste

parametro.
B

500 800
3 4004 66 — -
£ 3004 . - GKHT O
: ‘ -:::: - GK HO = 400
‘E 200 n - W =
£ ,
= / 2001
O 100+ :/‘\,

0 L T L ()- % &
° e T & &
G G

Tempo (min)

Figura 15: Prova de tolerancia a glicose intraperitoneal aos 3 meses de idade. Na figura
esta representada a variacao dos niveis de glicose ao longo da prova (0, 60, 120 minutos) e
a respetiva area abaixo da curva (AUC). Os resultados estdo apresentados como média +
e.p.m. (n=5-22). **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001 relativamente ao grupo W
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Figura 16: Prova de tolerancia a glicose intraperitoneal aos 5 meses de idade. Na figura
esta representada a variacdo dos niveis de glicose ao longo da prova (0, 60, 120 minutos) e
a respetiva area abaixo da curva (AUC). Os resultados estdo apresentados como média +
e.p.m. (n=4-13). ***p<0,001, **** p<0,0001 relativamente ao grupo W
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Figura 17: Prova de toleréncia a glicose intraperitoneal final aos 8 meses de idade, nos
diferentes grupos em estudo. Na figura esta representada a variacdo dos niveis de glicose
ao longo da prova (0, 60, 120 minutos) e a respetiva area abaixo da curva (AUC). Os
resultados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=3-14). **p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001 relativamente ao grupo W
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Tendo em conta a PTI aos 8 meses de idade (figura 18A), € evidente a disfuncéo
provocada pela dieta gorda, uma vez que o grupo GK HO tem uma AUC maior que 0s
restantes grupos observando-se uma diferenca significativa em relacdo ao grupo W
(p<0,0001), com os grupos GK CO (p<0,001) e GK CT (p<0,001) (figura 18B). No
grupo GK HT existe uma tendéncia para melhorar a PTI com uma diminuicdo da AUC,
que é estatisticamente significativa relativamente ao grupo W (p<0,01) e ao grupo GK
HO (p<0,05) (figura 18B), o que indica que o propagermanio pode ter um efeito
benéfico na melhoria da sensibilidade a insulina nos animais diabéticos. Os grupos de
animais controlo diabéticos (GK C0O e GK CT) apresentaram um aumento da AUC
estatisticamente significativo com o grupo W (p<0,05) (figura 18B), que era expectavel
dadas as caracteristicas deste modelo de diabetes tipo 2 com insulino-resisténcia. Neste
caso ndo se verificou nenhum efeito da terapia no grupo GK CT. Todos os grupos de
animais diabéticos, ao longo da prova, apresentaram diferencas estatisticas
relativamente ao grupo de animais W, com niveis de glicose superiores. Os animais
alimentados com dieta gorda (GK HO) apresentaram um aumento dos niveis de glicose
estatisticamente significativo, ao longo da prova, quando comparados com 0s animais
controlo diabéticos (GK CO0). A excecdo da medigio efetuada aos 120 minutos, 0 grupo
de animais GK HO apresentou um aumento estatistico relevante dos niveis de glicose
em todos os restantes periodos de tempo, relativamente ao grupo de animais GK CT
(figura 18A).
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Figura 18: Prova de tolerancia a insulina aos 8 meses de idade, nos diferentes grupos em
estudo. Na figura esta representada a variacdo dos niveis de glicose ao longo da prova (0,
15, 30, 45, 60, 120 minutos) e a respetiva area abaixo da curva (AUC). Os resultados estdo
apresentados como média + e.p.m. (n=7-14). *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001
relativamente ao grupo W; *p<0,05 relativamente ao grupo GK HO; *%p<0,001
relativamente ao grupo GK C0; #4%¥p<0,001 relativamente ao grupo GK CT

3.4. Perfil lipidico dos animais: niveis sistémicos de colesterol total e
de triglicerideos

Neste estudo, é importante a avaliacdo dos parametros lipidicos nos diferentes
grupos de animais em estudo, dado que estes foram submetidos a uma dieta gorda e/ou
a administracdo de uma terapia. Para tal, avaliou-se o nivel de colesterol total e os
triglicerideos presentes no sangue dos animais.

Observou-se, assim, um aumento significativo dos niveis de colesterol total final,
aos 8 meses, em todos os animais diabéticos (p<0,0001) quando comparados com 0
grupo controlo ndo diabético W. Verificou-se também um aumento significativo dos
niveis de colesterol total no grupo de animais alimentados com dieta gorda e tratados
com propagermanio, tanto em comparacdo com o grupo controlo GK CO (p<0,0001)
como com o grupo GK CT (p<0,0001) e o grupo GK HO (p<0,0001), tal como podemos
observar na tabela 9. No que diz respeito aos triglicerideos, aos 8 meses de idade,

verificou-se um aumento significativo em todos os grupos de animais diabéticos
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(p<0,0001) relativamente ao grupo de animais W, como se pode observar na tabela 9. A
dieta gorda ndo alterou significativamente o perfil lipidico dos animais e o

propagermanio ndo surtiu qualquer efeito.

Tabela 9: Niveis sistémicos de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG), correspondentes
ao periodo inicial (1), antes da dieta (ID), antes da terapia (IT), e final (F), nos diferentes
grupos em estudo; ****p<0,0001 relativamente ao grupo W; **¥p<0,0001 relativamente ao
grupo GK C0; %4%%p<0,0001 relativamente ao grupo GK CT; *#p<0,0001 relativamente
ao grupo GK HO

w GK CO0 GKCT GK HO GKHT

(n=19) (n=11-15) (n=12) (n=12-14) (n=10-12)
F | F IT F 1D F 1D IT F
211,67
cT 80,89 | 160,62 15’172753 155,83 f’fgf 1715 1:555712 1705 | 173,42 iiff
(mg/dL) | *262 | +248 | - | £1,88 o 225 | U7 | 201 | #3.85 4555
&&&&
it
TG 84,89 131,27 143,14 149,33 143,17 136,29 168,86 132,83 | 1524 141
+4,42 +6,01 +10,18 +9,23
(mg/dL) | *615 | 9,23 | . | 7,26 sees | X170 T | £7,96 | $8,26 e

3.5. Indice de Lee

Uma vez que os animais foram sujeitos a uma dieta gorda, é importante calcular o
indice de massa corporal de roedores — indice de Lee — que relaciona o peso corporal
com o comprimento nasoanal. Verificou-se uma ligeira diminuicdo significativa do
indice de Lee nos grupos de animais diabéticos GK C0, GK CT, GK HT (p<0,05) e GK
HO (p<0,001), quando comparados com o grupo de animais W, como se pode observar
na tabela 10. A dieta gorda e o propagermanio ndo tiveram qualquer efeito neste

parametro.

Tabela 10: Indice de Lee nos diferentes grupos em estudo; *p<0,05, ***p<0,001
relativamente ao grupo W

W GK CO GKCT GK HO GK HT
(n=7) (n=6) (n=12) (n=14) (n=12)
'”dl_'ce de | 303794649 | 29021+247" | 292.27+1.81" | 286,2+0,89™" | 291,02+1,87"
ee
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3.6. Estudos funcionais

3.6.1. Efeito do propagermanio no relaxamento dependente do endotélio

O efeito do propagermanio na vasodilatacdo dependente do endotélio, isto &,
dependente da producdo de NO, foi analisado atraves da adicdo de concentragdes
crescentes de acetilcolina a artéria aorta, que foi previamente contraida com fenilefrina.

O grupo GK CO apresentou uma diminuicdo da percentagem do relaxamento
dependente do endotélio relativamente ao grupo W (p<0,001), o que confirma a
disfuncéo endotelial e o relaxamento dependente do endotélio prejudicado em animais
diabéticos. Nos animais tratados com propagermanio (GK CT), ha uma melhoria da
percentagem do relaxamento em resposta a acetilcolina, que é estatisticamente
significativa relativamente ao grupo GK C0 (p<0,001), o que revela que a terapia atua
na funcdo endotelial.

Observou-se que 0s animais W ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas relativamente ao grupo de animais controlo tratado com propagermanio
(GK CT), as curvas apresentaram niveis de relaxamento idénticos, o que significa que o
propagermanio normalizou a funcdo endotelial e melhorou a sensibilidade de resposta a
ACh.

Os animais alimentados com dieta gorda apresentaram um perfil de relaxamento
semelhante aos animais diabéticos, sem diferencas estatisticamente significativas, o que
indica que a dieta ndo agravou a disfuncdo endotelial, sendo coincidente com o facto de
ndo se terem registado alteracbes no perfil lipidico dos animais. No entanto, o
propagermanio teve um efeito menos proeminente na presenca da dieta gorda, e por
isso, a percentagem de relaxamento nos animais alimentados com dieta gorda e tratados
com propagermanio € menor do que a percentagem de relaxamento dos animais que
foram alimentados com dieta padréo e tratados com propagermanio, apesar de nédo

existirem diferencas estatisticamente significativas (figura 19).
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Figura 19: Curva dose-resposta a acetilcolina. Os resultados estdo apresentados como
média + e.p.m. (n=10-19); ***p<0,001 em comparacdo com o grupo W; **p<0,001 em
comparacdo com o grupo GK C0

3.6.2. Efeito do propagermanio no relaxamento dependente do endotélio
com adicédo de L-NAME

A incubacdo dos segmentos de aorta com um inibidor da eNOS, L-NAME,
permite avaliar a vasodilatacdo arterial mediada por outros vasodilatadores
(independente da producédo de NO).

Os animais controlo diabéticos apresentaram percentagens de relaxamento em
resposta a acetilcolina ligeiramente superiores relativamente aos animais W (p<0,01 e
p<0,001), o que indica que o relaxamento que estd a ocorrer nos animais diabéticos
depende de outras substancias vasodilatadoras, mas ndo do NO, que tem a sua producéao
inibida pelo L-NAME.
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Os animais alimentados com dieta gorda apresentaram uma menor percentagem
de relaxamento comparativamente ao grupo controlo W (p<0,05), o que indica que a
dieta também prejudicou a producdo de outras substancias vasodilatadoras pelo
endotélio. Nos restantes grupos de animais, apesar de ndo se verificarem diferencas
estatisticamente significativas, ocorreu uma tendéncia para a diminuicdo da
percentagem de relaxamento, o que indica que o0 L-NAME diminuiu a sensibilidade de

resposta a ACh, sem interferéncia da terapia (figura 20).

20+

40

60

% Relaxamento

8ot

100L

10 -8 I 4
log[ACh] (M)

Figura 20: Curva dose-resposta a acetilcolina na presenca de L-NAME. Os resultados
estdo apresentados como média * e.p.m. (n=10-19); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em
comparagdo com o grupo W

3.6.3. Efeito do propagermanio no relaxamento dependente do endotélio
com adicéo de L-NAME e de indometacina

Os animais GK CO apresentaram percentagens de relaxamento ligeiramente
superiores relativamente aos animais W (p<0,05 e p<0,01), o que sugere que O
relaxamento que esta a ocorrer é independente de NO e PGl,. Quando se comparam 0s
animais GK CT com os animais W (p<0,01 e p<0,001), pode verificar-se que houve um
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aumento da percentagem de relaxamento em resposta a acetilcolina comparativamente
com os ratos GK CO e com os ratos W, o que revela que a terapia induziu um perfil de
relaxamento diferente, nomeadamente atraves do aumento da sensibilidade & ACh para
concentragGes menores.

Os animais GK CT ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
relativamente aos animais GK CO0, ou seja, a terapia levou a que houvesse uma resposta
mais rapida & ACh na presenca dos inibidores, mas isso ndo afetou a percentagem
méaxima de relaxamento. Porém, a adi¢do de indometacina (inibidor de ciclooxigenases)
ndo alterou a percentagem de relaxamento em resposta a acetilcolina comparativamente
a percentagem de relaxamento obtida anteriormente s6 com adi¢do do L-NAME. O L-
NAME diminuiu por si sé a atividade vasodilatadora, independentemente da presenca
ou auséncia de indometacina. Pode supor-se, entdo, que o papel do NO é mais
preponderante na vasodilatacdo do que as ciclooxigenases na artéria aorta destes

modelos animais (figura 21).

% Relaxamento

100 L

L | 1

-10 -8 -6 -4
log[ACh] (M)

Figura 21: Curva dose-resposta & acetilcolina na presenca de L-NAME e de indometacina.
Os resultados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=10-19); *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 em comparacao com o grupo W
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3.6.4. Efeito do propagermanio no relaxamento independente do endotélio

Para se estudar o relaxamento independente do endotélio na artéria aorta
adicionou-se o nitroprussiato de sodio (SNP), um dador exdgeno de NO. Observou-se
um relaxamento de praticamente 100% nas artérias, sendo de notar uma tendéncia de
aumento da sensibilidade ao SNP nos animais alimentados com dieta gorda (GK HO e
GK HT), em que as artérias destes animais relaxam mais rapidamente para
concentracdes menores de SNP.

O grupo de animais GK HO apresentou diferencas estatisticamente significativas
relativamente ao grupo GK CO (p<0,001 e p<0,05 para uma concentracéo de SNP de 7
nM e 20 nM, respetivamente). Houve um aumento das diferengas estatisticamente
significativas quando os animais sdo alimentados com a dieta gorda e sujeitos ao
tratamento relativamente aos animais GK CO (p<0,001 e p<0,01 para uma concentracao
de SNP de 7 nM) e 20 nM, respetivamente) e relativamente aos animais GK HO
(p<0,001 para um concentracdo de SNP de 7 nM).

O grupo GK CT apresentou um ligeiro aumento da percentagem de relaxamento
independente do endotélio para concentracGes menores de SNP relativamente ao grupo
GK CO (p<0,01 e p<0,05 para uma concentracdo de SNP de 6 nM e 7 nM,
respetivamente) (figura 22).

Em suma, o tratamento e a dieta gorda aumentaram a sensibilidade do

relaxamento independente do endotélio.
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Figura 22: Curva dose-resposta ao nitroprussiato de sdédio. Os resultados estdo
apresentados como média * e.p.m. (n=10-19); *p<0,05, **p<0,01, *p<0,001 em comparacéo
com o grupo GK CO0; *p<0,001 em comparagio com o grupo GK HO

3.6.5. Efeito do tecido adiposo perivascular no relaxamento dependente do

endotelio

Os segmentos de artéria aorta foram montados nas camaras com tecido adiposo
perivascular e, de forma a avaliar o efeito deste tecido na vasodilatacdo dependente do
endotélio, adicionaram-se concentracdes crescentes de acetilcolina a artéria aorta, que
foi previamente contraida com fenilefrina.

Foi possivel observar um aumento da percentagem de relaxamento quando o
PVAT se encontra presente nos animais W (p<0,01), relativamente aos animais W sem
PVAT, o que comprova claramente o efeito vasodilatador do PVAT nos animais W
(W+PVAT). Nos animais diabéticos, quando o PVAT estd presente, ocorre uma
diminuicdo na percentagem de relaxamento (p<0,05 e p<0,01), em comparagdo com 0s
animais diabéticos sem PVAT (GK-PVAT), o que indica que o PVAT se encontra
disfuncional, registando-se uma consequente perda do seu efeito vasodilatador (figura
23).
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Figura 23: Curva dose-resposta a acetilcolina na presenga e auséncia de tecido adiposo
perivascular em animais W e GK CO0. Os resultados estdo apresentados como média +
e.p.m. (n=10-19); **p<0,01 em comparacio com o grupo W-PVAT; 4p<0,05, ¥*p<0,01 em
comparagdo com o grupo GK CO-PVAT

3.6.6. Efeito do tecido adiposo perivascular na contracdo do endotélio em

resposta a endotelina-1

A contracdo das artérias foi estudada através da adicdo de concentracfes
crescentes de endotelina-1. Verificou-se que, quando o PVAT se encontra presente nos
animais W, as artérias apresentam uma menor percentagem de contracdo (p<0,001)
relativamente aos animais W sem PVAT, o que evidencia o efeito anti-contratil do
PVAT. A presenga do PVAT nos animais diabéticos diminuiu a sensibilidade da
resposta a endotelina-1. Todavia, ndo se verificaram diferengas estatisticamente
significativas. A percentagem de contracdo das artérias nos animais diabéticos foi
menor do que nos animais W-PVAT, 0 que seria de esperar uma vez que se trata de

animais diabéticos (figura 24).
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Figura 24: Curva dose-resposta a endotelina-1 na presenga e auséncia de tecido adiposo
perivascular. Os resultados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=10-19); ***p<0,001
em comparagdo com o grupo W-PVAT

3.6.7. Efeito do propagermanio no tecido adiposo perivascular no

relaxamento dependente do endotélio

Verifica-se que a curva de relaxamento dos animais diabéticos sujeitos a terapia e
com o PVAT se aproxima do perfil da curva de relaxamento dos animais W com
PVAT, ndo existindo diferencas estatisticamente significativas, o que revela que o efeito
vasodilatador do PVAT foi recuperado.

O grupo GK CT apresentou um aumento da percentagem de relaxamento
dependente do endotélio quando o PVAT se encontra presente (p<0,001 para
concentragcdes de ACh iguais ou superiores a 100 nM) relativamente ao grupo GK CO
também com o PVAT presente, 0 que confirma que, mais uma vez, a terapia recuperou

a funcdo do PVAT que se encontrava disfuncional (figura 25).
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Figura 25: Curva dose-resposta a acetilcolina na presenga e auséncia de tecido adiposo
perivascular em animais W, GK C0 e GK CT. Os resultados estdo apresentados como
média + e.p.m. (n=10-19) **p<0,01 em comparacdo com o grupo W-PVAT; p<0,05,
&&n<0,01 em comparagio com o grupo GK CO-PVAT; $$$p<0,001 em comparacio com 0
grupo GK CO+PVAT

3.6.8. Efeito do propagermanio no tecido adiposo perivascular no
relaxamento dependente do endotélio em animais alimentados com dieta
gorda

Quando o PVAT se encontra presente nos animais alimentados com dieta gorda, a
percentagem de relaxamento diminui (p<0,05) relativamente aos animais alimentados
com dieta gorda e sem o PVAT presente, 0 que revela que a dieta prejudicou a agédo
vasodilatadora do PVAT. A presenca do PVAT nos animais alimentados com dieta
gorda e tratados com propagermanio levou a que a percentagem de relaxamento
aumentasse (p<0,001), relativamente aos animais alimentados com dieta gorda e com o
PVAT presente, indicando que a terapia atuou ao nivel do PVAT e recuperou a sua agao

vasodilatadora.
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Nos animais alimentados com dieta gorda e tratados com propagermanio a
presenca do PVAT provocou um desvio para a esquerda da curva de relaxamento desses
animais, em comparagdo com os animais alimentados com dieta gorda e tratados com
propagermanio, mas sem o PVAT presente. Este aumento da percentagem de
relaxamento no grupo GK HT+PVAT apresenta diferencas estatisticamente
significativas relativamente ao grupo GK HT-PVAT (p<0,01 e p<0,05 para uma
concentracdo de ACh de 100 nM e 1 uM), que revelam o aumento da sensibilidade a
ACh e a recuperagéo do efeito vasodilatador do PVAT.

Através da observacdo das curvas de relaxamento, pode constatar-se que 0s
animais alimentados com dieta gorda apresentaram uma menor percentagem de
relaxamento comparativamente aos animais alimentados com dieta gorda e tratados com

propagermanio, o que confirma que a terapia melhora a funcdo endotelial (figura 26).
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Figura 26: Curva dose-resposta a acetilcolina na presenca e auséncia de tecido adiposo
perivascular em animais W, GK HO e GK HT. Os resultados estdo apresentados como
média + e.p.m. (n=10-19); **p<0,01 em comparacdo com o grupo W-PVAT; *p<0,05 em
comparacdo com o grupo GK HO-PVAT; ¢%%p<0,001 em comparagdo com o grupo GK
HO+PVAT; *p<0,05, *p<0,01 em comparagdo com o grupo GK HT-PVAT
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A diabetes tipo 2 é uma patologia cuja prevaléncia esta a aumentar em todo o
mundo, e por conseguinte, é necessario o estudo de novas abordagens terapéuticas que
melhorem a qualidade de vida dos pacientes e reduzam as co-morbilidades associadas.

Neste estudo foi avaliado o papel do tecido adiposo perivascular, a eficacia
terapéutica do propagermanio na disfuncéo endotelial associada a diabetes tipo 2 e o seu
impacto perivascular. Para tal foram utilizados dois tipos de modelos animais e
diferentes dietas. Utilizaram-se ratos normais (Wistar) alimentados com dieta padréo,
ratos diabéticos ndo obesos (Goto-Kakizaki) alimentados com dieta padréo e ratos GK
alimentados com uma dieta gorda, com o objetivo de simular os erros alimentares de
uma populacdo e agravar a disfuncdo endotelial ja existente nos animais diabéticos.
Foram avaliados diversos parametros in vivo como o peso corporal, o comprimento
nasoanal (para o célculo do Indice de Lee), o perfil lipidico (niveis sistémicos de
colesterol total e triglicerideos), os niveis de glicose em jejum, a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina (através de provas de tolerancia a glicose e a insulina,
respetivamente). Ao nivel vascular foi estudado ex vivo o relaxamento dependente e
independente do endotélio e a contragdo do endotélio em resposta a endotelina-1. Por
fim, foram calculados os niveis de hemoglobina Alc.

Os resultados demonstraram que a administracdo do propagermanio, por via oral,
ndo interferiu no peso dos animais e nao alterou o indice de Lee, no entanto, melhorou
os niveis da glicose em jejum e a resisténcia a insulina, ndo alterou os niveis de
colesterol total e triglicerideos, melhorou a disfuncdo endotelial e recuperou o efeito
anti-contratil do tecido adiposo perivascular.

Através da analise dos resultados verificou-se que a dieta gorda aumentou
ligeiramente o peso corporal dos animais diabéticos comparativamente aos animais
diabéticos que foram alimentados com a dieta padrdo, apesar de este aumento ndo ser
estatisticamente significativo. O propagermanio ndo afetou o peso corporal dos animais
(GK CT e GK HT), o que esta de acordo com a literatura onde foi recentemente descrito
que um tratamento precoce e tardio com propagermanio ndo afeta o peso corporal
(Mulder et al., 2017).

Como ja foi referido em vérios estudos, animais alimentados com dietas ricas em
gordura, para aléem do aumento de peso corporal apresentam alteracGes ao nivel do
perfil lipidico, tais como o aumento dos niveis de colesterol total e de triglicerideos
sistemicos (Funke et al., 2014). No entanto, outros estudos relatam que a inducdo de
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hipercolesterolemia em roedores pode ser dificil, uma vez que estes animais possuem
uma maior fracdo de colesterol HDL, e a resposta do colesterol plasmatico ao colesterol
dietético é altamente variavel entre e dentro das espécies animais (McNamara, 2000).
Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com o ultimo estudo referenciado,
onde apenas um grupo de animais (GK HT) aumentou significativamente os niveis de
colesterol total em comparacdo com 0s restantes grupos de animais. Os triglicerideos
apresentaram, contudo, valores idénticos entre os animais diabéticos e ndo apresentaram
diferengas estatisticas entre grupos, a exce¢do dos animais controlo W.

Com a administracdo da terapia ndo se verificaram alteracfes nos niveis de
triglicerideos, embora aumentem ligeiramente os niveis de colesterol total. Este
aumento dos niveis de colesterol total ndo estd de acordo com o que estd descrito na
literatura, pois foi relatado que o propagermanio ndo altera nem 0s niveis de
triglicerideos e nem os niveis de colesterol total (Tamura et al., 2008). Esta discrepancia
pode dever-se ao facto de se tratar de diferentes modelos animais, com idades distintas e
com diferentes regimes alimentares o que pode afetar estes resultados. Por outro lado, o
colesterol total pode estar a aumentar porque aumenta a sua componente HDL, o que
neste caso seria benéfico. As diferentes fracGes de colesterol (HDL, LDL e VDL)
deverdo, por isso, ser avaliadas para uma melhor interpretacdo dos resultados.

Uma vez que a diabetes tipo 2 se caracteriza por uma secrecdo deficiente de
insulina e consequente condicdo de hiperglicemia, é apropriado a realizacdo de provas
de tolerancia a glicose e prova de tolerancia a insulina. Os resultados obtidos estdo de
acordo com a literatura, uma vez que a AUC dos animais diabéticos é maior (Anyakudo
& Omotayo, 2015), assim como o0s niveis de glicose ap6s um jejum de 16h. Os ratos
diabéticos GK que foram utilizados, & semelhanga de outros modelos animais de
diabetes, sdo intolerantes a glicose e insulino-resistentes. A dieta gorda ndo aumentou a
AUC, o que coincide com o facto referido anteriormente. Os animais foram resistentes a
dieta gorda, ndo agravaram grande parte dos parametros avaliados, o que confirma os
resultados da funcdo endotelial que indicam que os animais ndo ficaram mais
disfuncionais do ponto de vista vascular. Contudo, verificou-se um aumento dos niveis
de glicose ap6s um jejum de 16h nos animais sujeitos a dieta gorda, tendo esses niveis
diminuido aquando da administragdo do propagermanio. No que diz respeito aos niveis
de glicose ap6s um jejum de 6h, foram observadas alteracdes no metabolismo hepatico
da glicose e € possivel ver o efeito da dieta gorda, tendo os animais GK HO e GK HT
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apresentado os niveis superiores. A terapia nao teve um efeito significativo na prova de
tolerancia a glicose intraperitoneal.

No entanto, através dos resultados obtidos pode também comprovar-se a eficicia
do propagermanio na melhoria da sensibilidade a insulina, uma vez que o grupo GK HT
apresentou uma menor AUC em comparacao com o grupo GK HO, o que esta de acordo
com a literatura e deve-se possivelmente a supressdo da inflamacgéo do tecido adiposo e
aumento dos niveis plasmaticos de adiponectina, bem como ao aumento da expressao
do transportador de glicose 2 e 4 pelo propagermanio em termos hepéticos e musculares
(Tamura et al., 2008).

A funcdo do endotélio vascular estd comprometida na obesidade e na diabetes tipo
2, 0 que leva a disfuncdo endotelial, ou seja, a incapacidade do endotélio manter a
homeostase vascular, refletindo um desequilibrio nas substancias vasoativas derivadas
do endotélio e estd associada a vasoconstricdo e a um ambiente pro-oxidante e pro-
inflamatdrio (Hamilton & Watts, 2013; Zaborska et al., 2016). Verifica-se a diminuicao
da biodisponibilidade do NO, uma reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio
onde ha modificacdo da atividade e desacoplamento da eNOS, desregulacdo
hemodinamica, aumento do stress oxidativo e formacdo de ROS, aumento da producao
de fatores de crescimento, aumento da expressdo de moléculas que sdo responsaveis
pela adesdo celular e de genes inflamatorios e aumento da permeabilidade do endotélio
vascular (Qian & Fulton, 2013; Sena et al., 2013).

No presente trabalho avaliou-se o efeito do propagermanio ao nivel vascular,
recorrendo a estudos funcionais utilizando segmentos da artéria aorta montados nas
camaras com e sem tecido adiposo perivascular.

Tendo em conta os resultados obtidos nos estudos funcionais, verificou-se que 0s
animais diabéticos apresentaram uma diminuicdo do relaxamento dependente do
endotélio, induzido pela acetilcolina, quando comparados com o grupo de animais ndo
diabéticos, como seria de esperar dado que a disfuncdo endotelial estd associada a
diabetes tipo 2 (Sena et al., 2011). Este relaxamento € maior e acontece mais cedo no
grupo de animais que foram tratados com propagermanio, tendo a funcéo endotelial sido
normalizada com a terapia e podendo dever-se ao facto de o propagermanio induzir
alteracOes anti-inflamatdrias (Mulder et al., 2017).

A dieta gorda utilizada neste trabalho néo agravou a disfuncéo endotelial, o que é
coincidente com o facto de ndo terem havido alterac6es no perfil lipidico dos animais,
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como jéa referido anteriormente e de acordo com estudos anteriores (Sena et al., 2008).

Os resultados obtidos no relaxamento induzido pela acetilcolina, apds os
segmentos de artéria aorta terem sido submetidos ao inibidor da enzima eNOS que
sintetiza NO (L-NAME), estdo de acordo com o esperado uma vez que a percentagem
de relaxamento maximo diminuiu em todos os grupos de animais, o que indica que o L-
NAME diminuiu a sensibilidade de resposta a ACh, sem interferéncia da terapia. No
entanto, o relaxamento que ainda se verifica pode ser devido a outros fatores produzidos
pelo endotélio, além do NO, como as prostaglandinas que s&o sintetizadas a partir de
acido araquiddnico (AA) pelas ciclooxigenases, que através da ativacdo da adenilato
ciclase promove a producdo de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) e o
consequente relaxamento das células do masculo liso vascular (Zaborska et al., 2016).
O aumento das ciclooxigenases também se verifica na disfuncdo endotelial e na
obesidade, e o consequente aumento da producdo de TXAZ2 e reducdo da libertacdo de
PGI, relaciona-se com o aumento da producdo de prostaglandinas a partir do AA pela
COX2, induzida por inflamacdo, dai o relaxamento que se observa na presenca de L-
NAME ser devido ao ambiente inflamat6rio proporcionado por estas condi¢des (Lobato
etal., 2011).

Para além de se estudar o efeito da adicdo de L-NAME, também se avaliou a
resposta do relaxamento do endotélio com a adicdo de L-NAME e de indometacina
(inibidor de ciclooxigenases). Através dos resultados obtidos pode observar-se que a
adicdo de indometacina nao alterou a percentagem de relaxamento comparativamente a
percentagem de relaxamento obtida anteriormente s6 com a adicdo de L-NAME, o que
indica que o papel do NO é mais preponderante na vasodilatacdo do que as substancias
vasodilatadoras produzidas pelas ciclooxigenases. O relaxamento endotelial
remanescente é devido a fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio que neste
trabalho ndo foram inibidos.

Estudos relatam o relaxamento independente do endotélio através do aumento dos
niveis de relaxamento mediados por nitroprussiato de sédio (SNP), que € um dador de
NO exogeno e decompde-se espontaneamente para produzir NO, atuando em seguida no
masculo liso pela ativacdo da GCs (Chirkov & Horowitz, 2007; Yeh-Siang et al., 2011).
Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo a literatura, onde se observa um
relaxamento praticamente de 100% das artérias (Sena et al., 2008; 2011). E de notar que

0 tratamento e a dieta gorda aumentaram a sensibilidade do relaxamento independente
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do endotélio (desvio das curvas dose-efeito para a esquerda).

O tecido adiposo perivascular liberta uma grande variedade de moléculas
biologicamente ativas que tém influéncia na vasculatura (Villacorta & Chang, 2015).
Em condic¢Bes normais, o PVAT exerce fun¢des vasodilatadoras e anti-inflamatorias,
porém, na obesidade, devido a inflamacdo do PVAT, caracterizada pelo desequilibrio
entre as células pro e anti-inflamatdrias, ha inducdo da secrecdo anormal de adipocinas e
producdo de ROS (Lastra & Manrique, 2015). A reducdo da secregédo de adiponectina a
partir do tecido adiposo desempenha um papel importante no desenvolvimento de
complicacdes vasculares associadas a diabetes tipo 2 (Padilla et al., 2015).

Os segmentos de artéria aorta foram montados nas cdmaras com tecido adiposo
perivascular e os resultados deste trabalho estdo de acordo com a literatura, dado que a
presenca do PVAT aumentou a percentagem de relaxamento nos anéis aorticos dos
animais W. Nos animais diabéticos, quando o PVAT estd presente houve uma
diminuicdo da percentagem de relaxamento, o que confirma que este se encontra
disfuncional e que perde o seu efeito vasodilatador.

O endotélio, além de produzir fatores vasodilatadores como o NO, também
produz fatores vasoconstritores, como a endotelina-1 (ET-1) por exemplo (Edwards et
al., 2010; Feélétou & Vanhoutte, 2006). A inflamacao relacionada com a resisténcia a
insulina e a diabetes tipo 2, reflete-se no aumento dos niveis séricos de ET-1 (Natali et
al., 2006). O PVAT, por sua vez, tem a capacidade de produzir prostaglandinas e atenuar
a vasoconstricao arterial através da atenuacdo da resposta vascular de varios agonistas,
como a ET-1. Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, onde se pode
observar que a presenca do PVAT atenua a contracdo em resposta a endotelina-1, o que
evidencia o seu efeito anti-contratil (Aghamohammadzadeh et al., 2016; Zaborska et al.,
2016).

Quando se observa o efeito do propagermanio no tecido adiposo perivascular no
relaxamento dependente do endotélio, pode verificar-se que este recuperou o efeito
vasodilatador do PVAT nos animais diabéticos. Este resultado pode dever-se ao
mecanismo de acdo do propagermanio na diminuicdo da infiltracdo de macrofagos no
tecido adiposo e consequente reducdo dos niveis de citocinas inflamatérias (MCP-1)
(Mulder et al., 2017; Prospero et al., 2014).

Foi também avaliado o efeito do propagermanio no tecido adiposo perivascular no
relaxamento dependente do endotélio, em animais diabéticos com dieta gorda. Nestes é
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possivel observar-se que a dieta gorda prejudicou a acdo vasodilatadora do PVAT, o que
estd de acordo com a literatura. Estudos existentes relatam que a inflamagdo do PVAT
resulta em respostas vasodilatadoras anémalas, reduzindo o vasorelaxamento mediado
pelo endotélio (Even et al., 2014; Lastra & Manrique, 2015). Mais uma vez se pode
observar o efeito benéfico do propagermanio, que aumentou a percentagem de
relaxamento nos animais alimentados com dieta gorda e com o PVAT presente, 0 que
indica que a terapia atuou ao nivel do PVAT, recuperou a sua acdo vasodilatadora e
aumentou a sensibilidade de resposta a acetilcolina, assim como ajudou na normalizacao
da funcdo endotelial, apesar do seu mecanismo de acdo no PVAT ainda ser uma
incégnita na literatura. No entanto, podemos sugerir que este inibidor de CCR2 produz
efeitos benéficos porque muito provavelmente vai diminuir a infiltracdo de macrofagos
no tecido perivascular, promovendo uma reducdo dos niveis de citocinas inflamatdrias.
Por outro lado, a melhoria da sensibilidade a insulina corrobora estes efeitos ao nivel do
tecido adiposo branco.

Os niveis de hemoglobina Alc (HbAlc) séo bons indicadores do perfil glicémico
dos animais e sdo um bom critério de diagndstico para a diabetes. Este critério apresenta
vantagens como menor vulnerabilidade a variaveis pré-analiticas e stress, menor
dependéncia de variabilidade bioldgica e variacdo circadiana e auséncia de interferéncia
de alguns medicamentos que prejudicam o metabolismo da glicose (corticosterdides, -
agonistas, antibiéticos e diuréticos), mas também ha desvantagens associadas tais como
0 risco de diagnosticar mal a diabetes em individuos com co-morbidades importantes
(anemia, aumento do volume de células sanguineas vermelhas ou doenca renal
terminal), bem como em pacientes com consumo elevado de alcool e anormalidades de
glicagdo (isto e, glicagdo acelerada). Também foram levantadas algumas questdes
técnicas, incluindo a potencial interferéncia analitica sobre o valor medido da HbAlc
devido a presenca de variantes de hemoglobina, bem como uma maior imprecisao e
custos associados do ensaio (Danese et al., 2017).

Através dos resultados obtidos, pode afirmar-se que a dieta gorda aumentou 0s
niveis de hemoglobina Alc, e consequentemente agravou a diabetes tipo 2. A terapia
com propagermanio aumentou a concentracdo de HbA1. Este composto néo parece ter
um efeito proeminente no controlo glicémico nas nossas condi¢des experimentais e,
mesmo ndo tendo efeitos benéficos a este nivel, tem efeitos vasculares importantes

denotando outros mecanismos de acdo. Por outro lado, deve-se também salientar que,
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como foi anteriormente sugerido, as intervencdes terapéuticas direcionadas para via
MCP-1/CCR2 devem ser iniciadas precocemente para aumentar a sua eficacia (Mulder
et al., 2017). Assim, ndo podemos excluir que com outros protocolos terapéuticos
poderiamos ter obtido outros resultados.
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Neste trabalho avalidmos o papel do tecido adiposo perivascular, a eficacia
terapéutica do propagermanio na disfuncéo endotelial associada a diabetes tipo 2 e 0 seu
impacto perivascular. Para tal foram utilizados ratos Wistar alimentados com dieta
padrdo, ratos GK alimentados com dieta padréo e ratos GK alimentados com uma dieta
gorda. Os ratos GK apresentaram um aumento dos niveis de glicose em jejum e da AUC
da prova de tolerancia a glicose e da prova de tolerancia a insulina.

Concluimos que a administracdo do propagermanio, por via oral, ndo interferiu no
peso dos animais e ndo alterou o indice de Lee, no entanto, melhorou os niveis da
glicose em jejum e a resisténcia a insulina, ndo alterou os niveis de colesterol total e
triglicerideos, ndo teve um efeito significativo na prova de tolerancia a glicose
intraperitoneal, melhorou a sensibilidade a insulina e a disfuncdo endotelial neste
modelo animal de diabetes tipo 2.

Confirmadmos em anéis adrticos montados com tecido adiposo perivascular que o
PVAT se encontrava disfuncional nos animais diabéticos. Muito provavelmente a perda
do efeito vasodilatador do PVAT nestas condi¢cbes deve-se ao desequilibrio entre as
células pré e anti-inflamatorias, a secrecdo anormal de adipocinas e a producao de ROS
com atenuacao do seu efeito anti-contratil.

Concluimos ainda que o tratamento com propagermanio no PVAT foi benéfico,
pois verificou-se uma recuperacdo do efeito vasodilatador do PVAT nos animais
diabéticos. Esta recuperacdo pode dever-se ao mecanismo de a¢do do propagermanio na
diminuicdo da infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo e consequente reducao dos
niveis de citocinas inflamatoérias (MCP-1).

O tratamento com propagermanio aumentou também a percentagem de
relaxamento nos animais alimentados com dieta gorda e com o PVAT presente, ou seja,
a terapia recuperou a acdo vasodilatadora do PVAT, aumentou a sensibilidade de
resposta a acetilcolina e normalizou a funcdo endotelial.

Em suma, com este trabalho demonstrdmos que na presenca do propagermanio a
disfungéo endotelial foi melhorada e ocorreu uma recuperagéo do efeito anti-contratil do
tecido adiposo perivascular. Muito provavelmente o tecido adiposo perivascular esta
envolvido na inflamagéo e emerge como um novo tipo de tecido adiposo que participa
na patogénese de doencas cardiovasculares, de forma independente, e surge como um

potencial alvo terapéutico para a disfuncdo vascular relacionada com a diabetes tipo 2.
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