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Lista de Abreviaturas

a Numero de anéis de aorta

ACh Acetilcolina (Acetylcholine)

ADMA Dimetilarginina assimétrica (Asymmetric Dimethylarginine)

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosina difosfato (Adenosine Diphosphate)

AGE Produtos finais de glicagcao avangada (Advanced Glycation End Products)
AMPc Adenosina monofosfato ciclico (Cyclic Adenosine Monophosphate)
Anti-GAD Anticorpos antidescarboxilase do acido glutamico

ATP Adenosina trifosfato (Adenosine Triphosphate)

BCA Acido bicinconinico (Bicinchoninic Acid)

BCL-2 8-Cell Lymphoma 2

BH4 Tetrahidrobiopterina (Tetrahydrobiopterin)

BSA Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

CDI I Cluster of Differentiation | |

CD8 Cluster of Differentiation 8

CR Concentragao-Resposta

CREB cAMP Response Element Binding Protein

Dimetilarginina dimetilamino-hidrolase (Dimethylarginine Dimethylamino-
DDHA hydrolase)

DM Diabetes Mellitus
DMTI Diabetes Mellitus Tipo |
DMT2 Diabetes Mellitus Tipo 2
DOCA Deoxicorticosterona
DPP-4 Dipeptidil Peptidase 4
DTI Diabetes Tipo |

Fator de relaxamento derivado do endotélio (Endothelium Derived Relaxing
EDRF Factor)

E.nix Efeito maximo

eNOS Sintase do 6xido nitrico endotelial (Endothelial Nitric Oxide Synthase)
EPCs Células progenitoras endoteliais (Endothelial Progenitor Cells)

ERK Cinase regulada por sinal extracelular (Extracelular Signal-regulated Kinase)
ERSD Doenca renal em estadio terminal (End Stage Renal Disease)

ET-I Endotelina-1 (Endothelin-1)

Ex-3 Exendin-3

FELASA Federacao de Associagoes de Ciéncias em Animais de Laboratoério

FMN Mononucledtido de flavina (Flavine Mononucleotide)

foxO Forkhead box protein O



GC

GDP
GIP
GK

GLP-1
GLP-IR
GLP-IRA
GLP-2
GLUT2
GMPc
GTP
HbAIc
HDL

HE

IA2 e IA2
IAA

ICA

IR

IRS

LDH
LDL
L-NAME
L-NNA
MAPK
MCP-1
MEK
mRNA

n

NA
NADPH-

oxidase/NOX

NO
NOS
ORBEA
PDKI
PDX-I

PEC:s,

v

Guanilciclase (Guanylyl Cyclase C)

Guanosina difosfato (Guanosine Diphosphate)
Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
Goto-Kakisaki

Glucagon-like Peptide |

Glucagon-like Peptide | Receptor

Glucagon-like Peptide Receptor Agonist

Glucagon-like Peptide 2

Transportador de glicose tipo 2

Guanosina monofosfato ciclico (Cyclic Guanosine Monophosphate)
Guanosina trifosfato (Guanosine Triphosphate)
Hemoglobina glicosilada

Lipoproteina de alta densidade (Hight Density Lipoprotein)
Hematoxilina/Eosina

Anticorpos anti-tirosina fosfatases

Anticorpos anti-insulina

Anticorpos anti-ilhéus

Recetor da insulina (Insulin Receptor)

Substrato do recetor de insulina (Insulin Receptor Substrate)
Lactato desidrogenase (Lactate Dehydrogenase)
Lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein)
L-N®-Nitroarginine Methyl Ester

NC-nitro-L-arginina (N®-Nitro-L-Arginine)

Proteina cinase ativada pelo Mitogénio (Mitogen-Activated Protein kinase)

Monocyte Chemoattractant protein-|
Proteina-cinase-cinase ativada pelo Mitogénio
Acido ribonucleico mensageiro

Numero de animais

Noradrenalina (Noradrenaline)

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-oxidase (Nicotinamide Adenine

Dinucleotide Phosphate-Oxidase)
Oxido Nitrico (Nitric Oxide)
Sintase do oxido nitrico (Nitric Oxide Synthase)

Orgio Responsavel pelo Bem-Estar Animal

Fosfatidilinositol dependente de cinase-| (Phosphoinositide-Dependent Kinase- 1)

Pancreatic and Duodenal Homeobox |

Logaritmo negativo da concentragao molar de agonista necessaria para a

inducao de 50% da resposta maxima



PI3K
PIP
PIP2
PIP3
PKA
PKB/Akt
ROS
SOD
SOS
STZ
VIP

Fosfatidilinositol-3-cinase (Phosphoinositide-3-Kinase)
Fosfatidilinositol-3-fosfato (Phosphoinositide-3-Phosphate)
Fosfatidilinositol-3,4-difosfato (Phosphoinositide-3,4-Diphosphate)
Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (Phosphoinositide-3,4,5-Triphosphate)
Proteina cinase A (Protein Kinase A)

Proteina cinase B (Protein Kinase B)

Espécies reativas e oxigénio (Reactive Oxygen Species)

Superdéxido dismutase (Surperoxide Dismutase)

Son of Sevenless

Estreptozotocina (Streptozotocin)

Peptideo intestinal vasoativo (Vasoactive Instestinal Peptide)






Lista de Tabelas

Tabela |

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Anticorpos utilizados na técnica de Western Blotting, peso molecular da
proteina, a dilui¢do utilizada e o fabricante ao qual o anticorpo foi
encomendado.

Avaliagao e comparacao do perfil bioquimico de ratos Wistar e ratos
diabéticos tipo | (STZ) tratados e nao tratados com Liraglutido: WC,
Ratos Wistar controlo; WL, Ratos Wistar tratados com Liraglutido; W-
STZ, Ratos Wistar diabéticos tipo | e WL-STZ, Ratos Wistar
diabéticos tipo | tratados com Liraglutido (200 pg/Kg, 2x/dia). Os
resultados estao apresentados como média + S.E.M. de 4 a 9 animais
por grupo; as diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste ANOVA,
seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. P<0,05; * vs. WC;
§ vs. WL.

Valores de Enix € pECso para a ACh em aorta isolada de ratos Wistar
controlo (WC), ratos Wistar controlo tratados com Liraglutido (WL),
ratos Wistar diabéticos tipo | (W-STZ) e ratos Wistar diabéticos tipo
| tratados com Liraglutido (WL-STZ). Ens= resposta maxima de
relaxamento em percentagem de inibicao da contragao induzida pela
noradrenalina (NA); pECso= logaritmo negativo da concentragao molar
de ACh necessaria para induzir 50% da resposta maxima. A coluna a/n
representa o quociente entre o numero de anéis de aorta e o nUmero
de ratos a partir dos quais se retiraram os anéis. Os resultados estao
apresentados como média * S.E.M e as diferengas estatisticas foram
avaliadas por ANOVA seguido do teste de Tukey de comparagdoes
multiplas. P<0,05;* vs. WC; § vs. WL.

Dados demograficos e bioquimicos dos grupos de animais nao sujeitos
a tratamento: WC, ratos Wistar controlo; W-STZ, ratos Wistar
diabéticos tipo |. Os resultados estao apresentados como média *
S.E.M.; n=10-13 por grupo; as diferencas estatisticas foram avaliadas
pelo teste t-Student. * P< 0,05 vs. WC.

Valores de Enix € pECso para o Liraglutido e insulina em aortas isoladas
de ratos Wistar controlos e ratos Wistar diabéticos tipo | nao sujeitos
a tratamento in vivo. O valor de Enux traduz o maximo de contragao em
mN de tensao, enquanto que o valor de pECso traduz o logaritmo
negativo da concentragao molar do agonista necessaria a induzir 50%
da resposta maxima. A coluna a/n representa o quociente entre os anéis
de aorta e o nimero de ratos a partir dos quais se retiraram os anéis.
Os resultados estao apresentados como média + S.E.M e as diferengas
estatisticas foram avaliadas pelo teste t-Student. P<0,05; *vs. WC.
Valores de Emix para a ACh na presenga e na auséncia de pré-incubagao
com | pM de Liraglutido em aortas isoladas de ratos Wistar controlos
e ratos Wistar diabéticos tipo | ndao sujeitos a tratamento in vivo. O
valor de Enix = resposta maxima de relaxamento em percentagem de
inibicio da contragao induzida pela noradrenalina (NA) A coluna a/n
representa o quociente entre o nimero de anéis de aorta e o nUumero
de ratos a partir dos quais se retiraram os anéis. Os resultados estao
apresentados como média * S.E.M e as diferengas estatisticas foram
avaliadas por ANOVA seguido do teste de Tukey de comparagoes
multiplas.
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Lista de Figuras

Fig. |

Complicagoes associadas a diabetes numa populagao de 10,000 individuos adultos
diagnosticados com diabetes entre o ano de 1990 e 2010. (ESRD: End Stage Renal
Disease, Doenca renal em estadio terminal). Adaptado de: (Schatz, 2016).

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Fig. 6

Fig. 7

Fig. 8

Fig. 9

Comparagao de um individuo saudavel e um individuo com diabetes tipo |, com
a representacao esquematica da perda de células f pancreaticas. Adaptado de e
disponivel em: www.eurostemcell.org/diabetes-how-could-stem-cells-help.
Esquema da entrada de glicose para a célula, representacao do fecho dos canais
de potassio com consequente despolarizacio da membrana, permitindo a entrada
de cilcio para a célula e libertagao de insulina por exocitose. Disponivel em:
www.medicinageriatrica.com.br/tag/insulina.

Representacao das vias de sinalizagao da insulina. A via de sinalizagao PI3K que
regula a produgao de NO, promovendo o vasorrelaxamento e inibigao da adesao
celular, e a via de sinalizagdo MAPK que contribui para a produgao de ET-I,
promovendo a vasoconstrigao, proliferagao celular e adesao molecular. Quando
estas vias funcionam corretamente mantem-se o equilibrio. (PI3K,
Phosphoinositide  3-kinase, fosfotdilinositol-3-cinase; MAPK, Mitogen-Activated
Protein Kinase, proteina-cinase ativada pelo mitogénio; ET-1, Endothelin-1,
endotelina-1) Adaptado de: (Muniyappa e Sowers, 201 3).

Balango oxidagdo/reducao das células endoteliais. A) Endotélio sob condigoes
fisiologicas: existe producao de NO, assim como de espécies reativas de oxigénio,
nomeadamente o anido superoxido (Oy7), que neste caso reage com a superoxido
dismutase (Superoxide Dismutase, SOD) originando peroxido de hidrogénio
(H20,), mantendo o balango redox na célula. B) Disfuncio endotelial: sob
condigoes patologicas ocorre uma disfungao dos fatores, que vao concorrer para
a diminuicdo da biodisponibilidade do NO, por varios mecanismos. Através do
stress oxidativo, ocorre a diminuigdo da biodisponibilidade de co-fatores, tais
como, a tetraidrbiopterina (Tetrahydrobiopterin, BH4 e o mononucleétido de
flavina (Flavine Mononucleotide, FMN) aumentando os niveis intracelulares da
dimetilarginina assimétrica (Asymmetric Dimethylarginine, ADMA) que por sua vez,
contribuem para o desacoplamento da eNOS gerando O;- ao invés de NO. A
atividade da nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-oxidase (Nicotinamide
Adenine  Dinucleotide  Phosphate-oxidase, NADPH-oxidase) também esta
aumentada, resultando numa reagao entre a producao de NO e O, mais rapida
do que a reagao com a SOD. Deste modo origina peroxinitrito (ONOO-), uma
espécie reativa de oxigénio, que produz lesoes celulares, nitrosilagao proteica,
peroxidacao lipidica e fragmentagao do ADN. Adaptado de: (Potenza et al., 2009).
Via de sinalizagao e ativagao da eNOS no estado fisiologico. A ativagao da eNOS
leva a produgao NO, que por sua vez é um fator importante envolvido tanto no
vasorrelaxamento como também no recrutamento de EPCs a partir da medula
ossea. Adaptado de: (Duda, Fukumura e Jain, 2004).

Representacao da ac¢ao do GLP-I nas células B pancreaticas e dos seus efeitos
proliferativos e anti-apoptéticos. Adaptado de: (Pabreja et al., 2014).
Representaciao esquematica da distribuicao do GLP-IR e os efeitos fisiologicos a
nivel cardiovascular, tais como o aumento da entrada de glicose, diminuicao da
apoptose e aumento da viabilidade, vasodilatacao e diminuicao da inflamagao. A
nivel sistémico a reducao das lesdes por aterosclerose, diminuicdo da pressao
sanguinea, melhoria no metabolismo da glicose e perda de peso. Adaptado de:
(Kang e Jung, 2016).

O estado hiperglicémico em conjunto com as alteragdes metabdlicas e
bioquimicas, promovem um desequilibrio metabélico, contribuindo desta forma
para o aparecimento de doencgas secundarias cardiovasculares que quando nao
tratadas podem progredir levando a morte dos individuos.
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Mecanismos que podem exercer efeitos cardiovasculares. Via dependente da
ligacdo do GLP-1 ao recetor, e via independente do recetor que envolve o
metabolito GLP-1(9-36). Adaptado de: (Advani, Bugyei-Twum e Connelly, 2013).
Esquema dos farmacos em comercializagao, utilizados na terapéutica baseada nas
incretinas.

Comparagao da estrutura do GLP-1 endégeno e do Liraglutido Adaptado de:
(Sjoholm e Ake, 2010).

A) O GLP-1 esta a ser rapidamente degradado pela DPP-4 em GLP-1 (9-36)-
amida. B) Os GLP-1RA sao resistentes a degradacao pela DPP-4 contribuindo
diretamente para a estimulagao do GLP-IR Adaptado de: (Burgmaier, Heinrich e
Marx, 2013).

Protocolo experimental do estudo in vivo.

Comparagao da perda de peso no final do tratamento com Liraglutido: WC, Rato
Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido; W-STZ,
Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo |
administrado com Liraglutido (200 pg/Kg, 2x/dia). Os resultados estao expressos
como média + S.E.M. de 8-9 animais por grupo, sendo que as barras verticais
representam o S.E.M.; as diferengas estatisticas foram analisadas por ANOVA
seguida do teste de Tukey de comparagdes mdultiplas. P<0,05; * vs. WC; § vs.
WL; # vs. W-STZ.

Relaxamento induzido pela ACh (em % de inibicao da contragao induzida pela
NA) em anéis de aorta isolada de ratos Wistar e DTI tratados e nao tratados
com Liraglutido; WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com
administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2x/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético
tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. Os
resultados estdo expressos como média + S.E.M. do nimero de experiéncias
indicado na Tabela 4, sendo que as barras verticais representam o S.E.M..
Resposta vasorrelaxante da aorta isolada de ratos WC, WL, W-STZ e WL-STZ
a Acetilcolina na auséncia e na presenga de 250 uM de L-NAME. Os resultados
encontram-se expressos em médias + S.E.M. de 9-10 experiéncias por grupo; as
barras verticais representam S.E.M. As diferencas estatisticas foram analisadas
pelo teste t-Student. * P<0,05 vs. ACh.

Registo representativo de uma curva concentragao-resposta ao Liraglutido em
aorta isolada de rato Wistar, apos pré-contragao com 10 yM Noradrenalina.
Resposta contratil da aorta isolada de ratos Wistar controlo ao Liraglutido, na
presenca e auséncia de L-NAME (250 pM). Os resultados encontram-se
expressos em valores médios + S.E.M. de 4 experiéncias, sendo que as barras
verticais representam o S.E.M..

Comparagao da resposta contratil da aorta isolada de rato Wistar controlo (2) e
Wistar diabético tipo | (b) ao Liraglutido na presenca e auséncia de (300nM) de
Exendin-3. Os resultados encontram-se expressos em valores médios * S.E.M.
de 7 a |5 experiéncias para (a) e de 8 al | experiéncias para (b) sendo que as
barras verticais representam S.E.M. e as diferencas estatisticas foram analisadas
pelo teste t-Student. P<0,05; * vs. Liraglutido.

Comparagao da resposta contractil da aorta isolada de rato Wistar controlo (a)
e diabético tipo | (b) ao Liraglutido na presenca e auséncia de |0pUI/mL de
insulina. Os resultados encontram-se expressos em valores médios *+ S.E.M. de
9 a |5 experiéncias para (a) e de || experiéncias para (b), sendo que as barras
verticais representam S.E.M. e as diferengas estatisticas foram analisadas pelo
teste t-Student. P <0,05; * vs. Liraglutido.

Registo representativo de uma curva concentragio-resposta a insulina em aorta
isolada de rato Wistar, apos pré-contragao com Noradrenalina.

Registo representativo de uma curva concentragao-resposta a Acetilcolina na
aorta isolada de rato Wistar, apos pré-contragio com Noradrenalina.
Comparagao da resposta vasorrelaxante da aorta isolada de rato Wistar e rato
diabético tipo | a ACh, na presenga e auséncia de | uM de Liraglutido. Os
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Fig. 25

Fig. 26

Fig. 27

Fig. 28

Fig. 29

Fig. 30

Fig. 31

resultados encontram-se expressos em valores médios £ S.EM., de 8 a 10
experiéncias, sendo que as barras verticais representam S.E.M.; as diferencas
estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida do teste de Tukey de
comparagdes mdltiplas. P< 0,05, * vs. WC + Liraglutido.

Comparagao da densidade do GLP-IR na aorta isolada de ratos Wistar controlo
e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato
Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200ug/Kg,
2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético
tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado ¢é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sdo expressos em
percentagem média do grupo WC + S.EEIM (n=5-6 por grupo). As diferencas
estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida do teste de Tukey de
comparagoes multiplas. P<0,05; # vs. W-STZ.

Comparagao da densidade da enzima eNOS na aorta isolada de ratos Wistar
controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido.
WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido
(200pug/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar
diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sio expressos em
percentagem média do grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo).

Comparagao da densidade da enzima eNOSp na aorta isolada de ratos Wistar
controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido.
WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido
(200pug/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar
diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sio expressos em
percentagem média do grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo).

Comparagao dos niveis proteicos de eNOS ativa, através da razao eNOSp/eNOS
na aorta isolada de ratos Wistar controlo e ratos Wistar com DT], tratados ou
nao tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com
administracao de Liraglutido (200ug/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético
tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. Os
resultados sao expressos em percentagem média do grupo WC + S.E.M (n=5-6
por grupo).

Comparagao da densidade do recetor da insulina (Irf) na aorta isolada de ratos
Wistar controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nio tratados com
Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de
Liraglutido (200ug/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ,
Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot
apresentado é representativo de cada grupo de animais. Os resultados sao
expressos em percentagem média do grupo WC t S.E.M (n=5-6 por grupo). As
diferencas estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida do teste de Tukey
de comparagoes multiplas. P<0,05; § vs. WL.

Comparagao da densidade do IR-p na aorta isolada de ratos Wistar controlo e
ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato
Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200ug/Kg,
2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético
tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é representativo
de cada grupo de animais. Os resultados sao expressos em percentagem média
do grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo).

Comparagao dos niveis proteicos de IR ativo, através da razao IR-p/Irf, na aorta
isolada de ratos Wistar controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao
tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com
administragao de Liraglutido (200ug/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético
tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. Os
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Fig. 32

Fig. 33

resultados sao expressos em percentagem média do grupo WC + S.EM (n=5-6
por grupo).

Visualizagdo da micro-anatomia de aorta isolada de ratos Wistar controlo e
diabéticos tipo | pela técnica HE. (a) Corte histologico representativo de aorta
de ratos Wistar controlo; (b, c e d) cortes histologicos representativos de aorta
de ratos diabéticos tipo |. (I) Duplicagao das fibras elasticas; (2) alteragbes da
densidade da matriz; (3) redugao do nimero de camadas de fibras elasticas e (4)
espessamento da membrana basal dos vasa vasorum.

Localizagao celular do GLP-IR em aorta isolada de ratos Wistar controlo e
diabéticos tipo | por imunohistoquimica. (a) refere-se ao corte histolégico de
aorta isolada de ratos Wistar controlo e (b) ao corte de histolégico de ratos
diabéticos tipo |, com imunomarcagao a castanho do GLP-IR.
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Resumo

O glucagon-like peptide | (GLP-1) é uma hormona crucial que se liga ao seu recetor
(GLP-IR) e desempenha iniUmeras fungdes benéficas no organismo, tendo como principal
funcao potenciar a secregao de insulina ao nivel das células B pancreaticas, induzida pela
entrada de nutrientes (“efeito incretina”). Deste modo, os agonistas do GLP-1R (GLP-1RAs)
correspondem a um dos principais grupos terapéuticos para o tratamento da DMT?2, como ¢é
o caso do Liraglutido, uma vez que, para além da promogao da secregao de insulina, também
aumentam a proliferagao e diminuem a taxa apoptotica das células B dos ilhéus de Langerhans,

e exibem agoes positivas no sistema cardiovascular.

A DMTI ocorre quando o pancreas é incapaz de produzir insulina ou a produz em
baixa quantidade, devido a inexisténcia total ou parcial de células B, respetivamente,
contribuindo para a manutengao de um estado de hiperglicemia crénico, que tem como
consequéncia diversos efeitos colaterais, principalmente a disfuncao endotelial e consequente
aparecimento de doencgas cardiovasculares. Assim, é sugerida a aplicagao de GLP-IRAs na
terapéutica da DMTI, conjuntamente com a insulina, devido aos seus possiveis efeitos

benéficos a nivel cardiovascular.

O objetivo principal deste estudo consistiu em avaliar o efeito do Liraglutido (Victoza®)
em aorta isolada de rato Wistar e de que forma este efeito esta alterado na presenca da

DMTI.

Para tal, induziu-se DMT | com Streptozotocina (STZ) em ratos Wistar machos com 12
semanas de idade, através de uma injegao intraperitoneal Unica (65 mg/Kg em 10 mM de
tampio citrato, pH 4,5). As 14 semanas, os animais foram divididos em quatro grupos: dois
grupos controlo, um sujeito ao tratamento com o Liraglutido (200 pg/kg X2/dia) e outro nao;
e dois grupos diabéticos nas mesmas condigoes que os grupos anteriores. Ao fim de 2 semanas
de tratamento, os animais foram sacrificados, para a realizacdo de estudos funcionais de

reatividade vascular em banho de 6rgaos com miografo de pressao, e estudos bioquimicos.

Nos estudos in vivo a ACh induziu um relaxamento que era praticamente abolido na
presenca de Ester Metilico de N®-Nitro-L-arginina (L-NAME), verificando-se que o endotélio
se encontrava funcional e que o relaxamento era NO-dependente. Para além disso, foi

demonstrado também que o Liraglutido afetava a resposta vasodilatadora da ACh.

Para a caracterizagao farmacologica do Liraglutido foram realizados ensaios na

presenca do farmaco, com pré-incubagao de L-NAME, Exendin-3 (Ex-3) e insulina. Verificou-
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se que o Liraglutido tinha uma agao contratil NO-independente, verificada pela nao alteragao
da resposta na presenca de L-NAME; esta a¢ao é parcialmente mediada pelo GLP-IR, uma vez
que a presenga de Ex-3 no grupo controlo, levou a uma diminuigao da resposta contratil do
farmaco, no entanto, no grupo diabético o mesmo nao foi verificado. A presencga de insulina
no grupo controlo levou a diminuigao da poténcia da contragao induzida pelo Liraglutido,
enquanto que, no grupo diabético observou-se uma tendéncia para o aumento da contragao
maxima ao Liraglutido. Avaliou-se por fim o efeito do Liraglutido e da insulina individualmente,
verificando-se que os dois farmacos induzem contragao, estando esta aumentada nos animais

diabéticos.

Para estudar os mecanismos subjacentes aos resultados obtidos pelos estudos
funcionais, foram realizados estudos bioquimicos, nomeadamente a técnica de Western Blotting
que permitiu quantificar a densidade do GLP-IR, da eNOSp/eNOS e do recetor da insulina
(IRp/IRB). O GLP-IR apresentou-se diminuido no grupo diabético nio sujeito a tratamento,
no entanto, nos animais diabéticos tratados com o Liraglutido a densidade encontrava-se
aumentada, com diferenga estatisticamente significativa (P<0,05) comparativamente ao
primeiro grupo. Relativamente a eNOS e a sua forma fosforilada nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os diversos grupos, no entanto, o grupo
controlo tratado com Liraglutido apresentou uma tendéncia para o aumento da forma
fosforilada da proteina. Relativamente a quantificagao da densidade do IR, ambas as formas do
recetor estao diminuidas na presenga da patologia, e o tratamento com o Liraglutido no grupo

controlo demonstrou tendéncia para o comprometimento da forma ativa do recetor.

Recorrendo a histoquimica, foi possivel detetar modificagdes no tecido adrtico no
grupo diabético, uma vez que se verificaram alteragoes matriciais e desorganizagao do tecido.
Quanto a marcagao do GLP-1R por imunohistoquimica, constatou-se que existia uma
distribuicao heterogénea dentro de cada grupo e uma diminuicao da marcagao nos animais

diabéticos relativamente aos animais controlo.

Com base neste estudo, concluimos que ambos os farmacos induzem contragao a nivel
cardiovascular, sendo que a contragao do Liraglutido é NO-independente e é parcialmente
mediada pela sua ligagao ao recetor (GLP-1R). Assim, uma terapia conjunta de insulina e
Liraglutido podera ser benéfica no tratamento da DMTI| num estadio inicial, mas

possivelmente nao sera a mais indicada para doentes com historico clinico cardiovascular.

Palavras chave: Diabetes Mellitus Tipo |, GLP-1, GLP-IRA, Liraglutido, Doencas
Cardiovasculares.
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Abstract

Glucagon-like peptide | (GLP-1) is a crucial hormone that binds to its receptor (GLP-
IR) and plays several beneficial roles, being is main function potentiating insulin secretion in
pancreatic 3 cells, induced by the entry of nutrients (“incretin effect”). Thus, GLP-IR agonists
(GLP-1RAs), such as Liraglutide, correspond to one of the main therapeutic group for the
treatment of DMT2, since, in addition to insulin secretion, they also promote the increase of
proliferation and the decrease of the apoptotic rate of B cells of the islets of Langerhans, and

exhibit positive actions in the cardiovascular system.

DMTI occurs when the pancreas is completely unable to produce insulin or produces
it in low quantity, due to the total or partial absence of B cells, respectively, contributing to
the maintenance of the chronic hyperglycemic state, which has as consequence several side
effects, mainly endothelial dysfunction and consequently the onset of cardiovascular diseases.
Therefore, the application of GLP-1RAs to DMT | therapy, combined with insulin, is suggested

because of its possible beneficial effects at cardiovascular level.

The main objective of this study was to evaluate the effect of Liraglutide (Victoza®) in

Wistar rat isolated aorta and how this effect is altered in the presence of DMTI.

For this, DMT I was induced with Streptozotocin (STZ) in male Wistar rats at 12 weeks
of age, by single intraperitoneal injection (65 mg/kg in 10 mM citrate buffer, pH 4.5). At 14
weeks, the animals were divided into four groups: two control groups, one group subject to
treatment with Liraglutide (200 pg/kg x 2/day) and another not; and two diabetic groups under
the same conditions as the control groups. After 2 weeks of treatment, the animals were
sacrificed for the realization of functional studies of vascular reactivity in organ bath with

pressure myograph, and biochemical studies.

In the in vivo studies, the ACh induced a relaxation that was practically abolished by the
presence of N°Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME), verifying that the endothelium was
functional and the relaxation was NO-dependent. In addition, it was also demonstrated that

Liraglutide affected the vasodilatory response to ACh.

For the pharmacological characterization of Liraglutide, concentration-response curves
were performed in the presence of the drug, with pre-incubation with L-NAME, Exendin-3
(Ex-3) and insulin. Liraglutide was found to have a NO-independent contractile action verified
by the non-altered response in the presence of L-NAME; this action is partially mediated by

GLP-IR, since the presence of Ex-3 in the control group led to a decrease in the contractile
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response of the drug, however in the diabetic group the same was not verified. The presence
of insulin leads to a decreased of the potency of the Liraglutide-induced contraction, whereas
in the diabetic group the presence of insulin showed a tendency to increase the maximum
Liraglutide contraction. Finally, the effect of Liraglutide and insulin was evaluated individually,

with the two drugs inducing contraction, which is higher in diabetic animals.

To study the mechanisms underlying the results obtained by the functional studies,
biochemical studies were performed, such as the Western Blotting technique that allowed to
do the quantification of GLP-IR, eNOSp /eNOS and insulin receptor (IRp/IRB) density. GLP-
IR was shown to be decreased in the non-treated diabetic group, however, in diabetic animals
treated with Liraglutide, the density was increased with a statistically significant difference (P
<0.05), compared to the first group. Regarding to eNOS and its phosphorylated form, no
statistically significant differences were observed between the groups; however, the control
group treated with Liraglutide has demonstrated a tendency to increase the active form of the
protein. Concerning to the quantification of the IR density, both forms of the receptor are
decreased in the presence of the disorder, and treatment with Liraglutide in the control group

has shown a tendency for impairment of the active form of the receptor.

Analyzing histochemistry, it was possible to notice some changes in the aortic tissue in
the diabetic group, since they presented matrix alterations and tissue disorganization.
Relatively to GLP-1R immunohistochemistry, it was verified that there was a heterogeneous
distribution of the immunostaining within each group and a decrease in diabetic animals relative

to control animals.

Based on this study, we conclude that both drugs induce cardiovascular contraction,
with Liraglutide contraction being NO-independent and partially mediated by its binding to
the receptor (GLP-1R). Thus, a combination therapy of insulin and Liraglutide may be beneficial
in the treatment of early-stage DMT |, but possibly not in patients with a known cardiovascular

history.

Keywords: Type | Diabetes Mellitus, GLP-1, GLP-IR, Liraglutide, Cardiovascular Disorders.
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Introducao






Introducao:

Diabetes Mellitus

O aumento da populagio mundial e a introdug¢io de novos habitos alimentares
associados ao sedentarismo e a comportamentos de risco, tem contribuido para um aumento
generalizado e diversificado de doengas, incluindo-se a Diabetes Mellitus (DM). Sendo
atualmente considerada a maior pandemia mundial com uma prevaléncia de 8% (Tasyurek et

al, 2014).

No ano de 2015, uma estimativa chegou ao nimero de 415 milhoes de individuos com
DM no panorama mundial, com a espectativa de que em 2040 este numero se aproxime do
valor de 642 milhdes de individuos (Pino-Garcia et al,, 2016). E de senso comum que estes
valores astronomicos se devem essencialmente a alteracao de habitos alimentares e estilos de

vida, a fatores ambientais e também a predisposigao genética.

A DM ¢ uma doenga croénica, que nao apresenta uma populagao alvo especifica. Nao
sendo especifica do sexo, da etnia, nem da idade, apesar de ocorrer maior incidéncia nas faixas

etarias mais velhas.

A DM ocorre quando o pancreas é incapaz de produzir insulina ou quando o
organismo nao faz uma boa ou correta utilizagio da hormona. Assim, a doenga é definida
como uma desordem metabolica de etiologia multipla caracterizada por uma hiperglicemia
crénica com disturbios no metabolismo tanto dos hidratos de carbono, como dos lipidos e
das proteinas, resultantes da deficiéncia da acao ou secregao da insulina ou de ambas (Alberti

e Zimmet, 1998).

A DM tém sido atribuidas varias complicacdes, nomeadamente, complicagdes nio-
vasculares e vasculares, tanto a nivel microvascular como a nivel macrovascular, tendo como
principais percursores a hiperglicemia e a insulino-resisténcia (Shah e Brownlee, 2016). As
complicagbes macrovasculares tém como causa primordial a hiperglicemia croénica e
consequente disfungcao endotelial, levando a formagao de placas de ateroma e obstrugao de
artérias de grande e médio calibre, promovendo um estado patogénico de aterosclerose com
grande infiltracao de macroéfagos, linfécitos T e inflamagao, contribuindo para doengas
cardiovasculares coronarias, periféricas e hipertensao arterial. Quanto as complicagoes
microvasculares, resultam também da obstrucao de vasos, neste caso de pequeno calibre,

contribuindo para o desenvolvimento da retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas. Tendo
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isto em conta, a diabetes é por muitos considerada uma doenca cardiovascular (Standards of
Medical Care in Diabetes-201 I; Kang e Jung, 2016). Como podemos verificar pela Figura 1, a
pesar de ter havido avangos na diminuigao da taxa de morbilidade e mortalidade ao longo dos
anos, a maior causa de morte da diabetes continua a advir de complicagoes macrovasculares

secundarias.
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Figura |- Complicagoes associadas a diabetes numa populagio de 10,000 individuos adultos

diagnosticados com diabetes entre o ano de 1990 e 2010. (ESRD: End Stage Renal Disease, Doenca
renal em estadio terminal). Adaptado de: (Schatz, 2016).

Diabetes Mellitus Tipo |

Diabetes Mellitus Tipo | (DMTI) é caracterizada pela deficiéncia absoluta ou
significativamente reduzida da secrecao de insulina devido a inexisténcia total ou parcial das
células B. O tipo | da diabetes atinge cerca de 5-10% da populagao diabética, e o seu
desenvolvimento é consequéncia ou da destruigao autoimune das células B, sendo apelidada
de diabetes auto-imune/tipo | A, ou é de etiologia idiopatica também chamada de tipo |B. Esta
patologia leva a nao producao de insulina e consequentemente a manutengao de um estado
hiperglicémico, que promove poliuria, polidipsia, visao turva, perda de peso, e nas formas mais
severas, a cetoacidose, o sindrome hiperosmolar nao cetético, o coma e a morte (Alberti e
Zimmet, 1998). Para além destas consequéncias pode existir também em conjunto outros
defeitos hormonais, tais como, alteragoes na gliconeogénese, concorrendo para a incapacidade
do organismo suprimir o glucagon durante as refei¢oes, promovendo uma hiperglicemia pos-

prandial (Harris e Boland, 2016).



Um individuo é considerado diabético quando apresenta valores de glicemia em jejum
superiores a 126 mg/dL e/ou glicemia pos-prandial ao fim de 2h superior a 200 mg/dL. Os
individuos com risco aumentado de desenvolver a patologia sao frequentemente identificados
através de marcadores genéticos e através da ocorréncia de processos patoldgicos
autoimunes. Na DMT | autoimune, o diagnostico é habitualmente feito pela observagao da
presenca de autoanticorpos antidescarboxilase do acido glutimico (Anti-GAD),
autoanticorpos anti-ilhéus (ICA), autoanticorpos de anti-tirosina fosfatases (IA2 e | A2-beta) e
autoanticorpos anti-insulina (IAA) (Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2010).
Por outro lado, na DMT | de forma idiopatica o diagnostico nao é tao claro, pois nao apresenta
marcadores especificos, para além da glicemia alta. Estes doentes tém tendéncia para terem
insulinopenias permanentes ou entao sao propensos a cetoacidoses, e nao revelam presenca

de anticorpos autoimunes (Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2010).
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Figura 2- Comparagio de um individuo saudavel e um individuo com diabetes tipo |, com a
representacao esquematica da perda de «células B pancreaticas. Adaptado a partir de:
www.eurostemcell.org/diabetes-how-could-stem-cells-help.

A terapéutica da DMT | passa pela insulinoterapia, administrada por via subcutanea em
doses diarias ajustadas de insulina, de modo a obter um controlo rigido da glicemia do doente,
insulinoterapia em co-administragdo com um antidiabético oral, de modo a melhorar a
utilizagao periférica da glicose, ou através da medicina regenerativa, mais precisamente atraveés

da transplantagao de pancreas ou ilhéus pancreaticos, de modo a que seja possivel a



manutengao da normaglicemia e a prevengao de problemas crénicos associados (Sena et al.,

2010).

Como ja referido anteriormente, a diabetes estio associados muitos problemas

cronicos e muitas comorbilidades, dando-se destaque as doengas cardiovasculares.

Com esta preocupagao varios estudos tém evidenciado que alguns farmacos
antidiabéticos utilizados na terapéutica da Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) tém potenciais
efeitos cardioprotetores. E o caso do Liraglutido, um agonista do recetor do GLP-I
pertencente a classe das incretinas - farmacos isulinossecretores. Aliado ao seu “efeito
incretina” que mais a frente sera explicado, o seu potencial cardioprotetor parece estar
parcialmente associado ao seu mecanismo vasodilatador dependente de 6xido nitrico (Nitric
Oxide, NO) (Lorenzati et al., 2010; Chilton, 2015). A co-administragao deste grupo de farmacos
com insulina pode também ajudar a prevenir ou reverter as complicagoes cardiovasculares

associadas a DMTI.

Via de sinalizacao da insulina e a DM
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Figura 3- Esquema da entrada de glicose para a célula, representagao do fecho dos canais de potassio
com consequente despolarizagio da membrana, permitindo a entrada de calcio para a célula e
libertagao de insulina por exocitose. Disponivel em: www.medicinageriatrica.com.br/tag/insulina.



A insulina é uma hormona sintetizada pelas células B pancredticas, que tem como
principal objetivo regular os niveis de glicose no sangue. A sua sintese comega no reticulo
endoplasmatico, sendo que o polipeptideo se encontra na sua forma inativa (pré-proinsulina)
constituido por uma regiao N-terminal sinalizadora, uma cadeia-f, uma cadeia C e uma cadeia-
a na extremidade C-terminal. Apos ser secretada do reticulo endoplasmatico, passa por
processos pos-translacionais, clivagens e formagao de pontes dissulfito, tornando-se na sua
forma ativa e pronta para ser armazenada no interior dos granulos secretores, sendo
posteriormente libertados aquando da sua necessidade, ou seja, quando existe uma elevagao
dos niveis de glicose no plasma. Como podemos observar na Figura 3, a insulina é libertada
quando existe entrada de glicose para as células pelos transportadores de glicose tipo 2
(GLUT2) (Fu, Gilbert e Liu, 2013). A glicose entra na célula e sofre fosforilagao, provocando
uma alteragao no racio de adenosina trifosfato/adenosina difosfato (Adenosine triphosphate/
Adenosine Diphosphate, ATP/ADP), que leva a inativagao dos canais de potassio e
despolarizagao da membrana, contribuindo para a abertura dos canais de calcio dependentes
de voltagem e consequentemente a entrada do calcio para o interior da célula. A entrada deste

iao na célula resulta na libertagao da insulina pré-formada dos granulos secretores (Fu, Gilbert

e Liu, 2013).
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Figura 4- Representagido das vias de sinalizagdo da insulina. A via de sinalizagio PI3K que regula a
producao de NO, promovendo o vasorrelaxamento e inibicao da adesao celular, e a via de sinalizagao
MAPK que contribui para a producao de ET-I, promovendo a vasoconstri¢ao, proliferagao celular e
adesao molecular. Quando estas vias funcionam corretamente mantem-se o equilibrio. (PI3K,
Phosphoinositide 3-kinase, fosfotdilinositol-3-cinase; MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase, proteina-
cinase ativada pelo mitogénio; ET-1, Endothelin-1, endotelina-1) Adaptado de: (Muniyappa e Sowers,
2013).



Apos a sua libertagao, a insulina liga-se aos seus recetores e a partir daqui promove
algumas vias de sinalizacao importantes, tais como uma via de regulagao da expressao génica
e de crescimento celular, MAPK/ ERK (cinase regulada por sinal extracelular, Extracelular Signal-
regulated Kinase); uma via de transporte de glicose, proteina TC10; uma via de regulagao do
transporte de glicose, da sintese de glicogénio, de lipidos e proteinas, da regulagao génica e
também de algumas fungdes nao metabdlicas tais como inibicao da apoptose, da degradagao
proteica do musculo esquelético e de fatores de transcrigao. Todas as vias se iniciam com a
ligacdo da insulina ao seu recetor e consequente alteragdo da sua conformagao e
autofosforilagao, seguindo-se da fosforilagao de varios substratos do recetor de insulina (Insulin
Receptor Substrate, IRS), tais como por exemplo a Shc. A via de sinalizagao da MAPK apos a
fosforilagao dos IRS, resulta na ativagao do Son of Sevenless (SOS) que leva a troca de guanosina
disfosfato (Guanosine Diphosphate, GDP) por trifosfato (Guanosidine Triphosphate, GTP) da Ras.
Esta por sua vez atua sobre a cinase Raf fosforilando-a e tornando-a ativa. Como podemos
observar pela Figura 4, a Raf funcional tem como fungao a fosforilagao da MEK, tornando-se
desta forma também ativa, e com a fungao de fosforilar a MAPK, que por fim ira estimular a

proliferacao, diferenciacao celular e adesao molecular (Saltiel e Kahn, 2001; Bevan, 2001).

A outra via de sinalizagao é a PI3K, que comega com a fosforilagao do recetor e dos IRS
em varios residuos de tirosina. Esta fosforilagao cria locais de reconhecimento que permitem
a interagao entre proteinas, nomeadamente entre os IRS e PI3K, de onde resulta
fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-bifosfato e fosfatidilinositol-3-4-5-trifosfato
(Phosphoinositide-3-phosphate, ~ Phosphoinositide-3,4-biphosphate e  Phosphoinositide-3,4,5-
triphosphate; PIP, PIP2 e PIP3). Este Gltimo ira atuar como segundo mensageiro intracelular e
ira regular a atividade e a localizagdo de varias proteinas tais como, a proteina cinase
dependente de PIP3 (PDK). Apds a ativacao da fosfatidilinositol dependente da cinase-|
(Phosphoinositide-dependent Kinase-1, PDK-1), esta fosforila a proteina cinase B (Protein Kinase
B, PKB/Akt) tornando-a ativa, permitindo assim a ativagao/regulagao de algumas respostas
fisiologicas a insulina, como a translocagao do transportador GLUT-4 para a membrana que é
importante na captac¢ao de glicose para as células (Bevan, 2001), assim como a fosforilagao da
sintase do oxido nitrico endotelial (endotlhelial nitric oxide synthase, eNOS) tornando-a ativa,
onde na presenga de co-fatores leva a produgao de NO que é importante para aumento da

vasodilatacao e diminuicao da adesao molecular (Muniyappa e Sowers, 201 3).

Na DMT | existe uma falha na produgao de insulina ou ha produgao, mas de forma muito

reduzida. Assim sendo, existe uma disfungao destas vias, e de um modo geral podemos afirmar
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que ocorre uma regulagao negativa das vias de sinalizagao, resultando num desequilibrio
metabdlico, que vai surtir efeitos em diversos 6rgaos. Por exemplo, como podemos perceber
também pela Figura 4, a via de sinalizagao que controla a ativagao da MAPK e a regulagao da
ET-1 quando se encontra desregulada, ao invés de manter a homeostase, passa a produzir ET-
| em excesso e contribui para uma maior expressao da adesao molecular no endotélio
vascular, para uma maior proliferacao celular e ainda promove a vasoconstrigao. Relativamente
a via de sinalizagao PI3K, também se encontra comprometida na patologia, levando a uma
diminuigao/disfungao da forma ativa da eNOS, diminuindo a producao de NO e aumentando
a produgao de espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxiygen Species, ROS), contribuindo para
uma menor mobilizagao de células progenitoras endoteliais (Endothelial Progenitor Cells, EPCs),

para a vasoconstrigao e para a adesao molecular (Muniyappa e Sowers, 2013).

Disfuncao endotelial

A disfungao endotelial é caracterizada pela fungao incorreta do endotélio, promovendo
o desequilibrio entre os fatores vasodilatadores e vasoconstritores. O que contribui, de um
modo geral, para um défice da vasodilatagao aquando da estimulagao das células endoteliais
para esse efeito (Jansson, 2007). Este tipo de disfungao é de maior ou menor extensao,
consoante o grau, o controlo e o tipo de diabetes. No entanto, € sempre uma constante nas
doengas coronarias e um processo unificador das complicagdes microvasculares e
macrovasculares da DM, tanto na DMT| como na DMT2 (Lovshin e Cherney, 2015). A
disfungao implica a diminuigao da produgao ou biodisponibilidade do NO ou o desequilibrio
da contribuicao relativa dos fatores vasodilatadores/vasoconstritores. Assim sendo, um
endotélio comprometido e ativado encontra-se sensibilizado a interagao com leucocitos e a
sua aderéncia, a proliferagao das células musculares lisas, a coagulagao, a atividade plaquetaria,
a trombose e a inflamagao vascular, predispondo o vaso para a aterosclerose (Szmitko, Leiter

e Verma, 2010).



endotélio

ONOO-
L-arg Citrulina T NAD(P)H

oxidase
ENOS No.+ 0 P

e /sf;o\- H,0,

\ FMN + 2H*
B Peroxidacgio Lipidica
Nitrosilagao proteica Fragmentacao de ADN
endotélio

®

NADPH

% 02. ~oxidase

Figura 5- Balanco oxidagao/reducgao das células endoteliais. A) Endotélio sob condigoes fisiologicas:
existe producio de NO, assim como de espécies reativas de oxigénio, nomeadamente o anido
superdxido (Oy), que neste caso reage com a superoxido dismutase (Superoxide Dismutase, SOD)
originando peréxido de hidrogénio (H,O;), mantendo o balan¢o redox na célula. B) Disfuncao
endotelial: sob condigoes patoldgicas ocorre uma disfuncao dos fatores, que vao concorrer para a
diminuicdo da biodisponibilidade do NO, por varios mecanismos. Através do stress oxidativo, ocorre
a diminuicao da biodisponibilidade de co-fatores, tais como, a tetraidrbiopterina (Tetrahydrobiopterin,
BH4 e o mononucleétido de flavina (Flavine Mononucleotide, FMN) aumentando os niveis intracelulares
da dimetilarginina assimétrica (Asymmetric Dimethylarginine, ADMA) que por sua vez, contribuem para
o desacoplamento da eNOS gerando Oy ao invés de NO. A atividade da nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato-oxidase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase, NADPH-oxidase)
também estd aumentada, resultando numa reacao entre a producao de NO e Oy~ mais rapida do que
a reacao com a SOD. Deste modo origina peroxinitrito (ONOQO-), uma espécie reativa de oxigénio,
que produz lesbes celulares, nitrosilagio proteica, peroxidagao lipidica e fragmentagio do ADN.
Adaptado de: (Potenza et al., 2009).

As concentragoes elevadas de glicose no sangue sao uma carateristica da DMT | e varios
mecanismos envolvidos na disfungao endotelial, que ocorrem em resposta a hiperglicemia,
promovendo varios acontecimentos tais como: a ativagao da via do sorbitol, a formagao de
produtos finais de glicagcao avangada (Advanced Glycation End products, AGEs) que aumentam o
stress oxidativo e inativam o fator de relaxamento derivado do endotélio (Endothelium Derived
Relaxing Factor, EDRF) (Rusak et al., 2017; Vitek et al., 1994). O stress oxidativo é gerado
maioritariamente pela disfungao mitocondrial que ocorre devido aos niveis elevados da glicose

e de lipidos no sangue, tornando o complexo enzimatico da cadeia respiratéria mitocondrial

10



disfuncional. Isto permite um aumento da saida de eletroes da cadeia, resultando na ativagao
da NADPH oxidase (NOX) que é um gerador de ROS (Dai e Dai, 2010). As ROS vao entao
contribuir para a vasoconstricao através de varios mecanismos, que incluem a inibicao da
atividade da Dimetilarginina dimetilamino-hidrolase (DDHA), a formagao ONOQ:, a inibicao
de co-factores da eNOS, a inibicao direta da produgao de NO e a promogao da inflamagao

das paredes do vaso sanguineo (Potenza et al., 2009).

Assim sendo de uma maneira geral, temos que a disfungao endotelial resulta no aumento
de ROS, na diminuigao da biodisponibilidade de NO, assim como na diminuigao da mobilizagao
das EPC:s. Isto, juntamente com o estado hiperglicémico carateristico da DM, leva ao continuo
recrutamento de macroéfagos, neutroéfilos que se irao acumular nas paredes vasos contribuindo
para o processo inflamatorio. Daqui resulta um ciclo vicioso de progressao de inflamagao e

promogao do desenvolvimento de doengas arteriais (Shah, M. S. e Brownlee, 2016).

Oxido Nitrico Sintetase (eNOS)

A eNOS é uma das isoformas da sintase do 6xido nitrico (Nitric Oxide Synthase, NOS),
esta envolvida na producio do NO no endotélio vascular sob condi¢oes basais, quando se

encontra na sua forma ativa, ou seja, quando se encontra na sua forma dimérica e fosforilada.
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Figura 6- Via de sinalizagao e ativagdo da eNOS no estado fisiolégico. A ativagdo da eNOS leva a
producdo NO, que por sua vez é um fator importante envolvido tanto no vasorrelaxamento como
também no recrutamento de EPCs a partir da medula 6ssea. Adaptado de: (Duda et al., 2004).
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A expressao da eNOS é considerada benéfica para a protegao vascular e protegao anti-
aterosclerotica. Esta afirmagao é verdadeira em condi¢oes normais, pois em circunstancias
fisiopatologicas o excesso de ativagdo da eNOS esta associado a rapida progressao da
aterosclerose e a vasoconstri¢ao, devido ao desacoplamento da eNOS (Thum et al., 2007).
Aquando de um estado hiperglicémico caracteristico da DMT |, existe aumento da produgao
do O, pela mitocondria e pela NADPH oxidase. Assim sendo, este O,” em excesso vai reagir
com o NO existente originando ONOO", que causa lesoes celulares (Figura 6). Para além
disto, o ONOO  reage ainda com o co-factor da eNOS, o BH,, nao permitindo desta forma
que este realize a sua fungao junto da mesma, ou seja, resulta numa eNOS desacoplada, onde
ao invés de transferir | eletrao para a L-arginina, transfere-o para o oxigénio molecular,
formando aniao superéxido, ao invés de oxido nitrico (Patcher, Beckman e Lioudet, 2007;

Potenza et al., 2009).

O estado hiperglicémico torna a atividade da DDHA disfuncional, isto &, a sua atividade
¢ inibida resultando numa acumulacdo de substrato da ADMA, uma enzima com estrutura
semelhante a L-arginina. Assim, através de antagonismo competitivo, compete com a L-arginina
pelo local catalitico da eNOS, o que leva a uma diminuigao da produgao de NO (Potenza et
al, 2009). Este estado ainda permite de uma forma direta a diminuicdo também da
biodisponibilidade do NO, pois a agao da pouca insulina existente fica alterada na presenca de
stress oxidativo, isto &, aquando da existéncia de ROS, aumenta a fosforilagao da serina do IRS-
| resultando num mediador disfuncional, que posteriormente compromete a via de sinalizagao

da PI3K/Akt e diminui a produgao de NO (Potenza et al., 2009).

Para além de tudo isto, a continua hiperglicemia contribui para a formagao de AGEs
que se acumulam alterando as propriedades funcionais dos componentes da matriz celular, e
ligam-se aos seus recetores produzindo aniao superoxido, promovendo a inflamagao das
paredes do vaso com a infiltragio de macréfagos, e ainda contribuem para a aceleragao da

degradagao do mRNA da eNOS (Potenza et al., 2009).

Portanto, o aumento da produgio de O, deve-se a varias falhas de diversos
mecanismos, sendo que a maior contribuigao, vem por parte do desacoplamento da eNOS.
Esta afirmagao é comprovada por estudos realizados na presenca do inibidor da enzima eNOS
o NC-nitro-L-arginina (N®nitro-L-Arginine, L-NNA), cujo resultado se traduz na diminuigio da

produgao de O, (Thum et al., 2007).
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Oxido Nitrico (NO)

O NO é uma pequena molécula hidrofébica que atravessa membranas celulares sem
necessidade de recetores ou canais. E considerada uma molécula muito importante
principalmente devido a sua capacidade de produgao de guanosina monofosfato ciclico (Cyclic
Guanosine Monophosphate, GMPc), através da ligacao a guanilciclase (Guanylyl Cyclase, GC). Esta
molécula tem a capacidade de se difundir rapidamente nas células e de se deslocar rapidamente
as células vizinhas a qual foi sintetizada, e ativar a GC produzindo GMPc. O GMPc, por sua
vez, através de cinases GMPc dependentes, modula os niveis intracelulares de calcio,

modulando diversas atividades nos tecidos alvo (Pacher, Beckman e Liaudet, 2007).

O NO é sintetizado a partir da L-arginina sob a ac¢ao catalitica da eNOS que se encontra
no endotélio. A eNOS atua entiao no sentido de catalisar o azoto final do grupo guanidina da
L-arginina, formando deste modo, quantidades equimolares de NO e L-Citrulina. Uma vez
formado, o NO ¢ libertado rapidamente por difusao para as células musculares lisas dos vasos

sanguineos, onde ir4 ativar a GC e diminuir o Ca*" intracelular, promovendo o relaxamento

(Zago e Zanesco, 2006).

Assim, o NO tem uma grande importancia em termos do controlo do relaxamento
vascular. Para além desta fungao, ainda esta implicado na agregacao e adesao plaquetar, sendo
ele um potente inibidor e ainda controlador da expressao de alguns genes envolvidos na
aterosclerose. Esta envolvido na diminuigao da expressao do Monocyte Chemoattractant Protein-
I (MCP-1) e do Cluster of Differentiationl | /Cluster of Differentiation 8 (CDII1/CDI8), na
superficie celular. Isto deve-se ao facto da via PI3K/Akt causar o “sequestro” do fator de
transcrigao forkhead box protein O (foxO) no citoplasma, prevenindo desta forma a transcrigao

de varios genes pro-aterogénicos e promovendo a mobilizagao de EPCs (Shah e Brownlee,

2016).

Células progenitoras endoteliais (EPCs)

As células progenitoras endoteliais sao células mononucleadas originarias da medula
oOssea capazes de se diferenciar em células endoteliais maduras (Miller-Kasprzak e Jagodzinski,

2007). Tém a particularidade de poderem ser mobilizadas pelo NO para a corrente sanguinea
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e substituir células endoteliais lesadas da vasculatura, limitando também a formagao de placas

e a aterosclerose (Thum et al.,, 2005).

Estas células encontram-se em nimero reduzido e em forma disfuncional, aquando da
patologia da diabetes, tanto a tipo | como a tipo 2, o que concorre para a disfungao da
neovascularizagao e diminuicao da capacidade de proliferagao, adesao e incorporagao nas

estruturas vasculares por parte das mesmas (Thum et al., 2005).

Foi demonstrado que em elevadas concentragoes de glicose “in vitro” ocorre o
desacoplamento da eNOS juntamente com o aumento da produgao de ROS e a diminuigao
do numero e mobilizagao de EPCs, contribuindo para o aumento das complicagoes micro e
macrovasculares da diabetes e efetivamente para o desenvolvimento de doengas

cardiovasculares (Thum et al., 2007).

Glucagon-like peptide |, Recetor, Localizacdao e Vias de sinalizacao
Glucagon-like peptide | (GLP-1)

O GLP-1 é uma hormona, mais concretamente uma incretina crucial para a
manutengio da normaglicemia. E produzida no jejuno distal, no ileo e no colon sendo
posteriormente secretada pelas células L em resposta aos nutriente (Tasyurek et al., 2014). A
sua secrecao é bifasica, com uma fase inicial de |5 minutos que comeca logo apos a ingestao
de alimentos, nao necessitando do contacto direto com os nutrientes, e uma segunda fase
retardada que varia entre 30-60 minutos apos o final da ingestao (Szmitko et al., 2010). A
secrecao da hormona é entio realizada sobre influéncia neuronal e de fatores endocrinos, tais
como, o peptideo intestinal vasoativo (vasoactive intestinal peptide, VIP) que levam a ativagao
do segundo mensageiro adenilciclase e ao desencadear de varias cascatas metabodlicas

(Tasyurek et al., 2014).

A sua sintese comeca pela agao da convertase PCI/3 sobre o polipeptideo
proglucagon, dando origem a oxintomodulina, glicentina, GLP-2 e GLP-1 .37/ GLP-1 4.3
(formas equivalentes), sendo o GLP-| o Unico capaz de dar resposta a glicose por via de
aumento de produgao de insulina. Este ultimo tem um tempo de meia-vida muito curto, sendo
posteriormente degradado pela agao da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) (Lorenzati et al., 2010).
No entanto, exerce varios efeitos pleiotropicos benéficos em multiplos érgaos, tais como:
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pancreas, figado, rim, tecido adiposo, sistema gastrointestinal, cérebro, musculo e sistema
cardiovascular. Fa-lo por uma via direta, através da sua ligagao ao recetor, ou por uma via

independente do recetor (Pabreja et al., 2014).

A sua principal fungao é sobre as células B pancredticas e envolve estimulagao da
secrecao de insulina. Como o GLP-1 é glicose dependente, este estimula a secregao da insulina
apenas na presenca de niveis aumentados de glicose no sangue. Para além disso, a hormona a
nivel pancreatico é capaz de induzir a supressao do glucagon, fungao esta, também dependente
da glicose. Esta hormona, segundo diversos dados experimentais publicados, parece ter
também efeitos benéficos noutros sistemas tais como, no sistema cardiovascular, no cérebro,
nos vasos sanguineos, figado, tecido adiposo e sistema imunolégico, que mais a frente serao

novamente referidos (Kang e Jung, 2016).

Recetor do glucagon-like peptide 1 (GLP-IR)

O GLP-IR é um recetor acoplado a proteina G pertencente a familia secretin-like,
também denominada por familia B, é constituido por 463 aminoacidos, e apresenta 8 dominios,
sendo 7 transmembranares (Pabreja et al., 2014). Tem sido identificado em varios tecidos;
ilhéus pancreaticos, coragao, aorta, pulmao, glandulas gastricas, em parte do sistema nervoso
periférico e central, rim, e na pele. Apresenta regices de extrema importancia, tais como, a
regiao extracelular N-terminal (essencial a ligagao GLP-1/GLP-IR), e o 3° loop intracelular
(critico para o acoplamento eficiente entre o recetor e a proteina G)(Grieve, Cassidy e Green,

2009; Baggio e Drucker, 2007).

Mecanismos de acao

O GLP-1 tem diversas fungdes no organismo, no entanto o principal efeito
desencadeado pela ligagao ao GLP-IR ocorre a nivel das células  pancreaticas e denomina-se
efeito incretina. De um modo geral este efeito baseia-se na sintese de insulina maximizada
aquando da entrada de nutrientes no organismo, na inibicdo da secrecao do glucagon e na

melhoria do funcionamento das proprias células (.

A ligagao do GPL-1 ao respetivo recetor nas células B leva a ativagao da adenilciclase
e consequente aumento da adenosina monofosfato ciclico (ciclic Adenosine Monophosphate,

AMPc) intracelular. O AMPc atua sobre os canais de potassio sensiveis ao ATP. Assim o ATP
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liga-se aos canais Karp transformando-se em ADP, sendo que este balango energético contribui
para o fecho dos canais de potassio e despolarizagao da membrana (Pabreja et al., 2014). Como
consequéncia deste evento os canais de Ca®* dependentes de voltagem abrem-se permitindo
a entrada do mesmo, aumentando os seus niveis intracelulares, promovendo a estimulagao de
vesiculas secretoras armazenadoras de insulina que se irao fundir com a membrana celular, e

por exocitose a insulina sera libertada (Baggio e Drucker, 2007).

Para além da secregao de insulina, a ligagao do GLP-1 ao seu recetor envolve a via de
sinalizagdo AMPc/(Protein Kinase A, PKA) que induz o regulador transcricional da células B
promovendo a inibicao das caspases e inibindo desta forma a apoptose celular, Figura 7
(Drucker, 2006). Como também leva a transcricao do gene e expressao do pancreatic and
duodenal homeobox | (PDX-1), que também esta associado a efeitos protetores como se pode
observar pela Figura, tem efeitos proliferativos e anti-poptoéticos e deste modo contribui para

a neogénese dos ilhéus pancreaticos (Pabreja et al., 2014).

Acao do GLP-1 nas células beta dos ilhéus

+ Express3o dos genes
da proinsulina

' Profiferagio das celulas beta

‘ Neogénese das células beta

s A ikl LP-1
4 TranslacSo da proinsulina "“’"’7“‘" con et 2=

Figura 7- Representagao da agao do GLP-I nas células B pancredticas e dos seus efeitos proliferativos
e anti-apoptoticos. Adaptado de: (Pabreja et al., 2014).

O GLP-1 tem a capacidade também de suprimir a secrecao do glucagon nas células a
pancreaticas, fungao esta, que é importante em termos de regulagio da normoglicemia e
manuten¢ao da homeostase. No entanto este mecanismo é pouco compreendido. Alguns

investigadores defendem que o mecanismo possa envolver a ligagao direta do GLP-| ao seu
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recetor nas células a pancredticas, comegando pela producao de AMPc/PKA dependente do
encerramento dos canais Kare contribuindo para a despolarizagao da membrana, daqui resulta
a inativagao dos canais de Na*e Ca**tipo T, seguida da inibicdo dos canais de K* tipo A, inibindo
desta forma a repolarizagdo da membrana das células a, reduzindo o Ca** intracelular que por
fim leva a supressao da libertagio do glucagon. Outros investigadores, sugerem uma via
indireta, que recorre a estimulagao simultanea, paracrina pancredtica e do sistema nervoso
central, levando a secrecao de insulina e/ou de somatostatina, hormonas que por sua vez

suprimem o glucagon, quando aumentadas (Baggio e Drucker, 2007).

Decorrente do descrito na presenca de niveis de glicose elevados, o GLP-I| para
além de aumentar o AMPc/PKA contribuindo para o aumento do fator de transcrigao celular
CREB e ativagao da Akt, estimula a secre¢ao de insulina e contribui para o aumento da
produgao do fator f-cell ymphoma 2 (Bcl-2) (proteina anti-apoptotica) (Drucker, 2006). A
ativacao do GLP-1R em linhas celulares demonstrou gerar células autonomas, pela via de
sinalizagao P-arrestina-1, que participa em processos de dessensibilizagio dos recetores
acoplados a proteinas G, causando uma resposta celular diminuida a estimulos, com efeitos

inibitorios da Bax (proteina pro-apoptotica também denominada de bcl-2-like protein 4), e

contribuindo desta forma também para a inibicao do processo apoptotico (Pabreja et al., 2014).

O GLP-I é conhecido também por exercer efeitos na regulagao de via de sinalizagao
PI3K/Akt através da ligagao ao seu recetor (Shah et al, 201 1), onde a Akt leva a fosforilagao
da eNOS e consequente libertagio de NO (Sussman et al., 2011), sendo este dltimo, um
regulador essencial a fungao cardiovascular e que contribui para o relaxamento dos vasos

sanguineos (Forstermann e Sessa, 201 ).

Para além destas fungoes, o GLP-IR esta envolvido na diminuicio da motilidade
intestinal e esvaziamento gastrico e consequente aumento da saciedade; a nivel do sistema
imunoldgico contribui para a diminuigao da inflamagao; no tecido adiposo, para a inibicao da
lipogénese e diminuicdo dos niveis dos triglicerideos (Kang e Jung, 2016); no sistema
cardiovascular, tém sido reportados efeitos positivos na disfungao endotelial, na indugao do
vasorrelaxamento, na pressao sanguinea, na melhoria da fun¢ao do miocardio, na performance
cardiaca em doentes com enfartes agudos do miocardio, na disfun¢ao do ventriculo esquerdo
e na redugao da area de enfarte num modelo animal de isquémia cardiaca (Tasyurek et al,

2014).
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Sistema cardiovascular

O enfarte do miocardio e os acidentes vasculares cerebrais sao responsaveis por 75%
das mortes em doentes com DM. Estes doentes apresentam uma probabilidade 2-4 vezes

maior de desenvolverem doencgas arteriais-coronarias (Kang e Jung, 2016).

Evidéncias pré-clinicas e a presenca de recetores do GLP-Ino sistema cardiovascular,
nomeadamente, a nivel dos cardiomidcitos, das células endoteliais e das células musculares
lisas, refor¢cam a ideia que o GLP-| e os agonistas do GPL-IR (GLP-1RA) possam ser benéficos

a nivel do sistema cardiovascular (Kang e Jung, 2016).
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Figura 8- Representagao esquemdtica da distribuicio do GLP-IR e os efeitos fisiologicos a nivel
cardiovascular, tais como o aumento da entrada de glicose, diminuicao da apoptose e aumento da
viabilidade, vasodilatagdo e diminuigao da inflamagdo. A nivel sistémico a redugao das lesdes por
aterosclerose, diminuigao da pressao sanguinea, melhoria no metabolismo da glicose e perda de peso.
Adaptado de: (Kang e Jung, 2016).

O GLP-IR encontra-se muito expresso no sistema cardiovascular, sendo detetado no

endocardio, nos cardiomiocitos, no sarcolema e nas células endoteliais (Ban et al., 2008).

Varios estudos reportaram que o GLP-1 a nivel cardiovascular desempenha fungoes
importantes, que incluem a ativacdo e manutengao das vias de sobrevivéncia celulares, a
manutengao da funcao endotelial (Shah et al,, 2011), fungdes no metabolismo miocardial, na
pressao sanguinea, nas condi¢oes pré/pos-isquémia, na performance do ventriculo esquerdo,

na redugio da drea de enfarte, no aumento da produgao de NO e indugio do
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vasorrelaxamento e no aumento da entrada de glicose no miocardio (Chilton, 2015). A
delecao genética do recetor em murganhos induziu uma fungao cardiaca anormal, com
hipertrofia ventricular esquerda, diminuicao da frequéncia cardiaca e aumento da pressao

diastolica final, para além de uma resposta anormal a insulina (Advani et al., 2013).

Diabetes

. Aterosclerose
* Exposicaoa

hiperglicemia * Dislipidemia
* Alteracio dos * Hipertensao arterial
fatores
bioquimicos e
metabdlicos

Figura 9- O estado hiperglicémico em conjunto com as alteragdes metabolicas e bioquimicas,
promovem um desequilibrio metabélico, contribuindo desta forma para o aparecimento de doengas
secundarias cardiovasculares que quando nao tratadas podem progredir levando a morte dos
individuos.

O estado hiperglicémico induzido pela diabetes e as alteragoes bioquimicas e
metabodlicas concorrem para o aparecimento de fatores de risco e possivel desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, tais como as que podemos observar pela Figura9. Alguns estudos
demonstraram que tanto o GLP-1 endogeno como os GLP-IRA podem prevenir o
desenvolvimento das doengas cardiovasculares, tais como, aterosclerose, isquémia e

insuficiéncia cardiaca.

A aterosclerose é uma doenga que estd intimamente relacionada com a dislipidemia

e basicamente resulta da formacao de placas de ateroma nas paredes dos vasos sanguineos,
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devido a acumulagao de triglicerideos e colesterol, ou devido a baixos niveis de lipoproteinas
de alta densidade (High Density Lipoprotein, HDL), contribuindo para a diminuicao do fluxo
sanguineo e levando a uma possivel obstru¢ao do vaso. Na realidade o que acontece no
organismo € que, aquando de uma concentragao elevada de lipoproteinas de baixa densidade
(Low Density Lipoprotein, LDL) em circulagao, o sistema de remogao de lipidos encontra-se
saturado, ou seja, nao consegue remover os mesmos. Sendo que estes lipidos permanecem
em circulagao durante mais tempo, permitindo que sejam oxidados pelas ROS, por ides ou
por enzimas libertados pelas células endoteliais e fagocitos, depositando-se posteriormente
nos vasos, formando assim as placas (Zago e Zanesco, 2006). Segundo estudos, a continua
infusao de um GLP-IRA (Exenatido-4) faz reduzir a adesao de mondcitos nas paredes dos
vasos e reduz os marcadores inflamatorios, reduzindo desta forma o tamanho da lesao causada
pela aterosclerose (Arakawa et al, 2010). A infusao do agonista aumenta a libertagao de NO,
importante na inibicio da oxidagao das LDL e agregacao plaquetar. Estas fungoes sao
desempenhadas através de mecanismos antioxidantes, que impedem ou diminuem a formagao
de ROS, e através da formagao de GMPc que contribui como anteriormente descrito para a
reducio da concentracgio dos ides Ca?* no interior das células musculares lisas conduzindo a

vasodilatagao (Zago e Zanesco, 2006).

A isquémia cardiaca é caracterizada pela diminuicao da passagem de sangue das
artérias coronarias para o coragao. Varios estudos pré-clinicos demonstraram que em
modelos animais com isquémia cardiaca, tanto o GLP-| como os GLP-1RA apresentam efeitos
cardioprotetores, sendo que ambos demonstraram melhorar a recuperagao da pressao

diastolica do ventriculo esquerdo apés a isquémia (Zhao et al,, 2006).

Na insuficiéncia cardiaca tanto o GLP-1 como os GLP-1RA parecem apresentar
melhorias desta patologia. Por exemplo, num estudo envolvendo animais com insuficiéncia
cardiaca foi demonstrado que a administragio de GLP-| exercia efeitos isulinomiméticos,
diminuia a frequéncia cardiaca, aumentava a fungao sistélica do ventriculo esquerdo e diminuia
os niveis plasmaticos de Noradrenalina (Norepinephrine, NA) e glucagon. De uma forma geral
melhorava a sobrevivéncia e preservagao da fungao contractil do ventriculo esquerdo e

consequentemente contribuia para a redugao da apoptose dos cardiomiécitos (Poornima et

al, 2008).

Outros estudos revelaram que a administragao do GLP-I em individuos com DMT2 e
doenga cardiaca coronaria estavel tinham melhorado em termos da fungao endotelial, isto

porque apresentaram melhorias na vasodilatagao da artéria braquial contribuindo para uma
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maior passagem de sangue independentemente de alteragdes na pressao sanguinea sistolica ou

diastolica durante um estado de hiperglicemia (Ussher e Drucker, 2012).

Em situagdo de insuficiéncia ou lesao cardiaca, o GLP-I parece influenciar
positivamente os resultados, sendo que para além de melhorar a sensibilidade a insulina e
entrada de glicose para as células cardiacas, diminui a pressao diastolica do ventriculo esquerdo
e inibe a lipolise através da diminuicao dos niveis de acidos gordos no plasma (Ussher e
Drucker, 2012). Segundo a andlise de resultados de coragdes isolados em modelos animais de
ratos com isquémia, o GLP-| parece apresentar também fungoes citoprotetoras o que leva a

redugao da area de enfarte.

Ja se percebeu que tanto o GLP-I como os GLP-1RA tém efeitos cardioprotetores e
reparadores. No entanto os mecanismos pelo os quais o GLP-1 desenvolve cardioprotegao
nao estao bem esclarecidos, mas parece existir duas possiveis vias: a via direta, ja
anteriormente falada, que envolve a ativagao do GLP-IR e da via de sinalizagao PI3K/Akt, que
vai resultar na libertagao de insulina e normalizagao da glicose plasmatica e da entrada da
mesma para as células, assim como a inibicao da apoptose e efeitos proliferativos. E a via
indireta, que envolve o metabolito GLP-1(9-36) que anteriormente pensava-se ser

fisiologicamente inativo e que nao tem afinidade para o recetor (Drucker, 2006).

Inibigdo ? Efeitos cardiovasculares

da DPP -4 l

| |
GLP-1 _‘_,» GLP-1(9-36) i » GLP-1(28-36)

a

Efeitos Efeitos
dependentes de  independentes de
GLP-1R GPL-1R

Figura 10- Mecanismos que podem exercer efeitos cardiovasculares. Via dependente da ligagio do
GLP-1 ao recetor, e via independente do recetor que envolve o metabolito GLP-1(9-36). Adaptado
de: (Advani et al., 2013).

De facto, segundo Ban e colaboradores, algumas das ag¢oes cardioprotetoras e
vasodilatadoras do GLP-1 demonstraram ser independentes do recetor e seriam mediadas

pelo metabolito GLP-1(9-36) (Ban et al., 2008). Foi demonstrado que o efeito vasodilatador
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tanto do GLP-1 como do GLP-1(9-36) levava ao aumento do GMPc. Este efeito era atenuado
com uma pré-incubagdo com um inibidor da eNOS, sugerindo que parte da agao

vasodilatadora é mediada pela via PI3K/Akt e fosforilagao da eNOS (Shah et al., 201 1).

Num estudo, onde foram utilizados coragoes de ratos com reperfusao isquémica, os
autores avaliaram o impacto do GLP-I, GLP-IR e do metabolito GLP-1(9-36) no sistema
cardiovascular e na recuperagao cardiaca. De facto, comprovaram que o GLP-| tem efeitos
inotropicos positivos através do GLP-IR, pois verificaram, que com pré-tratamento com GLP-
| havia melhoria na pressao diastolica ventricular. Verificaram também que o tratamento com
GLP-1(9-36) durante a fase de reperfusio aumentava significativamente a recuperagao
funcional. Também mediram a libertagao de lactato desidrogenase (Lactate Dehydrogenase,
LDH) durante a reperfusao em ratos Wild type e GLP-IR -/- pré-tratados com GLP-I depois
da isquémia, verificando que a libertagio de LDH era menor comparativamente a ratos
controlo. Também foi reduzida a libertagao de LDH em ratos pés-tratados com o metabolito.
Concluiram entao que parte do efeito protetor era realizado pelo GLP-1(9-36) e realizado
por uma via independente do recetor. Neste estudo ainda foi avaliada a agao vasodilatadora,
onde os resultados demonstraram que as respostas vasodilatadoras entre o GLP-I| e o seu
metabolito nao diferiram significativamente, e que aquando do bloqueio da DPP-4 e da nao
conversao de GLP-I em GLP-1(9-36), a resposta vasodilatadora diminuia, mas nao era
totalmente abolida. Posto isto, mais uma vez foi provado que parte do efeito é realizado pela
ligagao ao recetor e parte realizada pelo metabolito. Percebe-se portanto, que tanto o GLP-I
como o GLP-1(9-36) tém um papel importante na vasodilatagao e na protegao/recuperagao

funcional (Ban et al., 2008).

Num outro estudo onde coragoes de ratos isolados foram também submetidos a
isquémia seguida de reperfusio, observou-se que os grupos tratados com GLP-I,
comparativamente aos nao tratados, apresentavam uma melhoria na pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo, consequéncia que coincide com o aumento da entrada de glicose nos
cardiomiocitos, da producao de NO e da translocagiao do transportador | da glicose. Ainda
no mesmo estudo os grupos de ratos submetidos também a isquémia/reperfusao com pré-
tratamento com o metabolito demonstraram cardioprotec¢ao assim como um potente efeito
vasodilatador juntamente com um aumento da libertagao de GMPc, comprovando uma vez
mais a importancia do metabolito GLP-1(9-36) na protecgao do sistema cardiovascular

(Szmitko et al., 2010).
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A informagao decorrente dos estudos acima mencionados permite concluir que o
metabolito realiza agoes benéficas no sistema cardiovascular. O modo como as realiza é que
ainda nao esta bem esclarecido, mas parece fazé-lo através da ligagdo a um recetor especifico
do metabolito envolvendo diretamente a ativacao da via PKB/Akt, ERKI1/2 e do CREB. Ou

seja, exercendo protecgao através da via de sinalizagao PI3K e ERK1/2 (Ban et al., 2010).

Agonistas do GLP-IR: Liraglutido

Nos ultimos anos tem ocorrido uma forte aposta na investigagdio em torno da
terapéutica baseada no uso de miméticos de incretinas para o tratamento da DM. As duas
incretinas com maior destaque sao o GLP-1 e glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP),
que tém um papel importante na secregao de insulina pancreatica dependente de glicose, ou

seja, apos a ingestao de nutrientes, e na supressao do glucagon.

O GLP-1, como anteriormente descrito, € uma hormona enddcrina libertada para a
corrente sanguinea pelas células L e, é essencial a manutengao da normoglicemia e da
homeostase do organismo, para além de ter outros efeitos pleiotropicos benéficos. Como o
GLP-1 é rapidamente degradado pela DPP-4, a investigacdo tem-se focado muito na
terapéutica baseada em insulinosecretores analogos do GLP-| que sao resistentes a agao da

DPP-4 e, nos inibidores da DPP-4.
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Figura | |- Esquema dos farmacos em comercializagio, utilizados na terapéutica baseada nas incretinas.

Os inibidores da DPP-4 atuam, como o préprio nome indica, pela inibicao da enzima
que degrada as incretinas, deste modo contribui para o aumento do GLP-| endégeno. Sao
farmacos com caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas que permitem a sua
administragao por via oral para o tratamento da DMT2. Atualmente no mercado estao
comercializados a Sitagliptina, Vildagliptina e Saxagliptina, (Lorenzati et al, 2010).
Relativamente aos incretino-miméticos, encontram-se no mercado o Exenatido, Dulaglutido,
Albiglutido, Lixisenatido e o Liraglutido para o tratamento de DMT2. Sao farmacos que
apresentam os efeitos benéficos do GLP-1 endégeno com a particularidade de serem

resistentes a degradagao pela DPP-4 devido a modificages na sua estrutura.

Estas duas classes de firmacos com indicagao clinica para o tratamento da DMT2
apresentarem efeitos pleiotropicos muito vantajosos tais como, a regeneragao da massa das
células B, redugao da taxa apoptotica, controlo glicémico com baixo risco de hipoglicemia,

entre outras.
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Figura 12- Comparagao da estrutura do GLP-1 enddgeno e do Liraglutido Adaptado de: (Sjoholm e
Ake, 2010).
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O Liraglutido (Victoza®), um analogo do GLP-1 humano e um agonista do GLP-IR, é
um farmaco de longa duragao de agao administrado por via subcutanea uma vez por dia nos
humanos, com 97% de homologia da sequéncia de aminoacidos linear do GLP-I humano.
Apresenta uma modificagdo no residuo de aminodcido de lisina na posigao 26, onde é
conjugado ao grupoé -amino o glutamato e a cadeia de acidos gordos (16 C) (acido palmitico)
e apresenta uma substituicao da lisina por arginina na posi¢ao 34 (Bode et al.,, 2012). Estas
modificagoes contribuem para que, apds administragao subcutanea, a cadeia lateral constituida
pelo acido palmitico se auto-associe formando heptamoros no local da administragao. O
tamanho dos heptamoros e a forga da auto-associagao retarda a absorc¢ao do Liraglutido a
partir do local da injecgao. Assim, o Liraglutido é absorvido mais lentamente atingindo uma
concentragao plasmatica maxima ao fim de 8-12h apods a sua administragao (Rigato e Fadini,
2014). Apos a passagem para a corrente sanguinea o acido palmitico permite a formagao de
ligagoes reversiveis nao-covalentes com a albumina plasmatica, que juntamente com a
modificagao da lisina por arginina resulta numa maior resisténcia a agao da DPP-4, numa
redugao da clearance renal (CL=I,2L/h) e num volume aparente de distribuicao maior
(Vd=17L). O Liraglutido apresenta assim num maior tempo de semi-vida passando de cerca
de 2 minutos para aproximadamente |3 horas apds administragao subcutanea (Lorenzati et al.,

2010; Pabreja et al., 2014).

O mecanismo de agao do Liraglutido, que envolve a ligagao do farmaco ao recetor do
GLP-1, que resulta na ativagao da cascata intracelular com consequente aumento do AMPc
influencia a secregao de ambas as células B e a pancreaticas (Rigato e Fadini, 2014).
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O Liraglutido apresenta eficacia clinica no tratamento da DMT2, baixando os niveis de
hemoglobina glicosilada (HbAlc) em cerca de 1%, e com a particularidade da agao
insulinossecretora ser glicose dependente, apresentando baixo risco de hipoglicemia (Rigato
e Fadini, 2014). Na DMT ja foi verificado que o Liraglutido administrado em conjunto com a
insulina reduz de forma modesta a HbAlc e a glicose plasmatica (Janzen, Steuber e Nisly,
2016). Para além disto, ainda aumenta a proliferagao das células § pancreaticas. O Liraglutido
através de efeitos no sistema nervoso autonomo atrasa o esvaziamento gastrico e a secregao
de acido, reduz a hiperglicemia pos-prandial e aumenta a saciedade, levando a uma diminuigao
da ingestao calorica e contribuindo para a perda de peso de cerca de 2.3 Kg em 4 semanas de
tratamento (Janzen, Steuber e Nisly, 2016). Ja foi demonstrado também que o Liraglutido pode
melhorar a fungao cognitiva reduzindo a deposicao de placas amiloides e aumentando a longo
prazo a transmissao sinaptica sugerindo um efeito preventivo nos estadios iniciais da doenga
de Alzheimer. O Liraglutido melhora ainda a fungao miocardica e endotelial e melhora o perfil

lipidico e a pressao sanguinea (Rigato e Fadini, 2014).

26



Como todos os farmacos, o Liraglutido nao é excepgao e apresenta efeitos adversos,
sendo os mais frequentes os efeitos gastrointestinais, tais como nauseas, vomitos e diarreia
(Tasyurek et al., 2014). Os efeitos adversos graves sao reduzidos e comparaveis ao efeito do
placebo, sendo assim considerado um farmaco com boa tolerabilidade e seguranga (Bode et

al, 2012).

Apesar de presentemente o tratamento da DMT | estar limitado a insulinoterapia e da
utilizacdo dos GLP-1RA ser recomendada para a DMT2, alguns dos efeitos desta nova classe
farmacolégica, nomeadamente a sua capacidade de inibir a apoptose das células B dos ilhéus
de Langerhans e de estimular a sobrevivéncia destas, preconiza a sua utilizagao no tratamento
daquele tipo de DM. Assim recentemente surgiram novas formulagées compostas por GLP-
IRA e insulina e estao a decorrer ensaios clinicos que associam estes farmacos a insulina numa
fase inicial da doenga. Os GLP-1RA preveniriam muitas das complicagdes micro e
macrovasculares da DM através dos seus efeitos pleiotropicos benéficos resultantes da
ativagao de vias de sinalizagao extra pancreaticas e, juntamente com insulina, conduzir a um
bom controlo da glicemia e prevengao do desenvolvimento de doengas cardiovasculares

associadas a DMTI.

O que se pretende avaliar neste trabalho, recorrendo para isso a estudos funcionais
em aorta isolada de rato Wistar e de um modelo animal de DMT | induzida, é nao s6 avaliar
os efeitos do tratamento com um GLP-I1RA, o Liraglutido, na resposta vasorrelaxante NO-
dependente induzida pela Acetilcolina (Acetilcholine, ACh), avaliando o grau de disfuncao
endotelial e sua reversao/atenuagao, como também caracterizar farmacologicamente a

resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada de ratos Wistar e de ratos diabéticos tipo

Temos que ter presente que se por um lado as ROS podem atuar como fator contratil
endotelial, por outro, a insulina través da ativagao do seu recetor e consequentemente da via
da PI3K/Akt a ele associada, pode induzir a libertacao de NO num doente diabético (Cohen,
1995; Saltiel e Kahn, 2001), embora essa libertagio nao vai ser tao eficaz devido a pouca
insulina disponivel. No contexto de uma insulinoterapia instituida, dado que a hormona
dependendo da via de sinalizagao pode induzir vasoconstri¢ao ou vasodilatagao (Katakam et
al., 2009), torna-se importante também determinar a interagao farmacodinamica da associagao

Liraglutido-insulina em termos de reatividade vascular.
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Objetivos






Objetivos

Este estudo tem como principal objetivo avaliar os efeitos de um agonista do GLP-IR,
o Liraglutido (Victoza®), no sistema cardiovascular de animais com diabetes tipo | induzida.

Assim sendo, podemos identificar como objetivos:

e Caracterizar o modelo animal de DMT | induzida avaliando o peso corporal e o perfil

bioquimico, nomeadamente a glicemia, e os niveis de HbAIC e insulina.

e Através de estudos funcionais avaliar o efeito do tratamento com Liraglutido na
resposta vasorrelaxante NO-dependente induzida pela ACh de aorta isolada de um

modelo animal de ratos Wistar com DMT | induzida por estreptozotocina.

e Caracterizar farmacologicamente a resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada
de ratos Wistar e de ratos diabéticos tipo |, com recurso a execugao de curvas
cumulativas concentragao-resposta de Liraglutido na presenca e na auséncia do inibidor

seletivo da eNOS, o L-NAME e do antagonista seletivo do GLP-1R, o Exendin-3.

e Através da técnica de Western blotting quantificar a densidade do GLP-1R na aorta
isolada de ratos Wistar e ratos diabéticos tipo | tratados e nao tratados com

Liraglutido, bem como avaliar a sua via de sinalizacao, isto é, a forma total e fosforilada

da enzima eNOS.

e Complementar os estudos funcionais e moleculares através de estudos histoquimicos
e imunohistoquimicos de modo a caracterizar a micro-anatomia dos anéis de aorta dos

animais controlo e diabéticos tipo | e a determinar a localizagao celular do GLP-IR.

e Avaliar a interagao farmacodinamica da associagiao Liraglutido-insulina através de
estudos funcionais em aorta isolada de animais controlo e diabéticos tipo |, bem como
determinar a densidade da forma total e fosforilada do recetor de insulina em animais

dos dois grupos, tratados e nao tratados com Liraglutido.
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Materiais e métodos

Estudo in vivo

Modelo animal

Neste trabalho laboratorial foram utilizados ratos Wistar machos com 12 semanas,
fornecidos pela Charles River Laboratories (Barcelona, Espanha) a metade dos quais foi induzida
diabetes tipo |. Os animais foram mantidos num biotério, ventilados sob condigoes
controladas de temperatura (22°C), humidade relativa (60%), ciclos de luz/obscuridade de 12
horas e tiveram acesso ad libitum a agua e a uma dieta standard para roedores (dieta padrao

4RF21, Mucedola, Italia).

A diabetes tipo | foi induzida a metade dos animais por inje¢ao intraperitoneal de uma
dose Unica de estreptozotocina (Streptozotocin, STZ) (65 mg/Kg em tampao citrato, 10 mM,
pH 4,5) seguida de um periodo de 24 horas, no qual os animais, para além da dieta, beberam
solugao aquosa de glicose a 10%, de forma a estimular a produgao de insulina pelo pancreas.
Apos 48h, os animais que apresentavam niveis de glicemia superiores a 250 mg/dL foram

considerados diabéticos (Wu e Huan, 2008).

As 14 semanas os animais Wistar controlos e diabéticos foram sujeitos a tratamento
durante |5 dias, sendo divididos em dois grupos, um ao qual foi administrado subcutaneamente
o farmaco Liraglutido (Victoza®, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) (200 ug/kg X2/dia) e
outro ao qual foi administrado soro fisiolégico (NaCl 0,9%, X2/dia). A ultima dose de

tratamento foi administrada 2h antes do sacrificio do animal.

Assim para o estudo in vivo foram estabelecidos 4 grupos diferentes de animais. |-
Wistar controlos tratados com soro fisiolégico; 2- Wistar controlos tratados com Liraglutido;
3- Wistar diabéticos tratados com soro fisiologico; 4- Wistar diabéticos tratados com

Liraglutido.

Parametros Bioquimicos

Foram realizadas medigoes diarias do peso corporal. A glicemia foi monitorizada com
um glucometro (Accu-Chek Aviva, Roche, E.U.A\) a partir de um volume minimo de sangue
obtido por pungao da veia da cauda, ao fim de 48h apds a administragao do STZ, para

determinar o sucesso da indugao do estado diabético, ao fim dos 10 dias para confirmagao da
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manutengao do mesmo e ao fim de 14 e 21 dias para monitorizagao do tratamento com o

farmaco.

Foram também medidos os niveis de HbAlc no sangue total com uso do sistema
analisador DCA systems (Siemens Healthcare, USA), bem como os niveis de insulina a partir
de plasma com um sistema ELISA (Mercodia, Suécia), ambos de acordo com as indicagoes do

fabricante.

Procedimento 4:Pesagem didria dos animais e
administracdo por via subcuténea de Liraglutido

Agua com (Victoza®) (200pg/Kg) e/ou soro fisioldgico

sacarose a (NaCl 0,9%) 2x/dia.

10% | |
L1 1 | 2 ]
1t T T 1 1
1dia 2 dias 10 dias 21 dias

Semana 0 Semana 2 Semana 4

Procedimento 1: Pesagem dos animais e I I

inducdo do modelo diabético por injecdo i.p.

s Procedimento 3: Colheita de Occisao por overdose de anestésico e
de STZ (65 mg/kg peso corporal em tampéo e P
. P sangue e medigao de glicémia decapitacdo
citrato, 10 mM e pH=4.5), em dose Unica. X e 0 % d X
as 2 semanas. Os animais serao sacrificados mediante

anestesia por via i.p. (2 mg/Kg de uma solugdo
2:1v/v de 50 mg/mL de Cloridrato de Cetamina
(Ketalar ®) em Cloropromozina 2,5 %
(Largactil®)), seguida de decapitagdo e as
amostras biologicas necessarias serdo
recolhidas: sangue e tecidos.

Procedimento 2: Medi¢do da glicemia ao fim
de 48h, 10 e 21 dias apos a indugédo da
diabetes.

Figura 14- Protocolo experimental do estudo in vivo.

O protocolo experimental do estudo in vivo (Figura 14) foi aprovado pelo Orgio
responsavel pelo bem-estar dos animais (ORBEA) do estabelecimento onde os animais
estiveram alojados (ID: 4-2017) e todos os procedimentos foram realizados por investigadores
devidamente creditados para o efeito e de acordo com a Federagao de Associagoes de

Ciéncias em Animais de Laboratorio (FELASA).

Estudo in vitro

Preparacao dos 6rgaos

Quando atingiram as dezasseis semanas, ambos os ratos Wistar, controlos e diabéticos,

foram sacrificados por decapitagao apos prévia anestesia com 2 mg/kg de uma solugao 2:1 (v/v)
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de 50 mg/mL de cloridrato de cetamina (Ketalar®) em clorpromazina 2,5% (Largactil®) através
de uma injegao intraperitoneal. Recolheu-se o sangue por pungao cardiaca, com agulhas
heparinizadas para tubos de plasma (Vacuette K3E K3EDTA) e tubos para soro (BD Vacutainer
SST Il Advance); o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante quinze minutos a 4°C, e depois
aliquotado e guardado a -80°C. Apos decapitagao procedeu-se a excisio da aorta que foi

utilizada para estudos de fungao vascular, moleculares e imunohistoquimicos.

Apos o isolamento da aorta esta foi imediatamente colocada numa solugao fisiologica
de Krebs-Henseleit, fria e arejada com carbogénio (95% de oxigénio e 5% de dioxido de
carbono), com a seguinte composicao (em mmol/L): NaCl 118,67; KCI 5,36; MgSO,.7H,O
0,57; CaCl, 1,90; KH,PO,.2H,0O 0,90; NaHCO; 25,0; glicose I1,I; pH 7,4, eliminando-se o
tecido conjuntivo adjacente. De seguida, apds eliminagao do tecido conjuntivo adjacente, a
aorta foi dividida em anéis com 3-4 mm de comprimento que foram suspensos entre duas
ansas de fio de platina, sob uma tensao 6tima basal de 19,6 mN e colocados em banhos de
orgaos de |10 mL com a solugao fisioldgica Krebs-Henseleit mantida a 37°C e ligados a
transdutores de forga isométrica (Letica Scientific Instruments, Barcelona, Espanha) associados
a um poligrafo (Polygraph 4006, Letica Scientific Instruments, Barcelona, Espanha) de quatro

canais.

Os restantes anéis de aorta nao utilizados nos estudos funcionais tiveram outros 2
destinos: |- As aortas foram fixadas numa solugao de formol tamponado a pH 6,9 e
processados de forma convencional, com posterior inclusao em parafina, 2- congeladas (-

80°C) para posterior lise e homogeneizagao.

Protocolo Experimental - Estudos Funcionais para avaliacao do efeito do
tratamento com Liraglutido

Apds um periodo de equilibrio de 2 horas durante o qual os anéis de aorta foram
lavados periodicamente, procedeu-se a uma pré-incubagao dos mesmos, durante 30 minutos,
com |0 pM de cocaina para inibir o uptake neuronal, e 40 uM de Deoxicorticosterona
(DOCA) para inibir o uptake extraneuronal, foi induzida a contragao maxima do musculo liso
da aorta com Noradrenalina (Noradrenaline, NA) exdgena (10 uM), sendo esta a nossa linha
de base, para posterior comparagao de resultados das diferentes experiéncias. A partir dos
platés de contragao a NA procedeu-se ao registo do relaxamento isométrico de duas curvas

cumulativas concentragao-resposta (CR) de Acetilcolina (Acetylcholine, ACh), na auséncia e na
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presenca do éster metilico de N®-Nitro-L-arginina (N°-Nitro-L-arginine methylesther, L-NAME),
um inibidor da eNOS, adicionado ao banho de érgaos 30 minutos antes da segunda curva CR,
de forma a confirmar o relaxamento NO-dependente induzido pela ACh. Em todas as

experiéncias foram utilizados anéis controlo aos quais nao foi adicionado o inibidor-.

Apos cada curva, foi permitido um tempo de recuperagao de 60 minutos, durante o
qual as preparagoes foram lavadas com solugao fisiologica de Krebs-Henseleit até atingirem

novamente o ténus basal inicial, tal como descrito em Silva e colaboradores (2007).

Em ambas as curvas, as respostas a ACh, e nomeadamente a respetiva resposta maxima
(Emax), foram expressas em percentagem de inibigao da resposta contractil de cada anel a NA.
A poténcia foi traduzida através do pECs, (logaritmo negativo da concentragao molar de
agonista capaz de induzir metade da resposta maxima). Os valores de pECs, foram obtidos
por interpolagao de cada curva cumulativa CR em escala semilogaritmica (% do relaxamento
maximo versus logaritmo da concentragao em mol/L), usando métodos computacionais

(CurveExpert, versao 2.6.2 para Windows).

Protocolo experimental - Estudos funcionais para caracterizacio da
resposta contratil ao Liraglutido

Paralelamente ao estudo conducente a avaliagio do efeito do tratamento com
Liraglutido na resposta contratil da aorta isolada de rato a ACh e sua comparagao num modelo
animal de diabetes tipo |, realizaram-se estudos in vitro para caraterizar a resposta contratil da
aorta isolada ao farmaco. Para isso utilizaram-se igualmente ratos Wistar machos de 12
semanas que serviram de controlos e ratos Wistar aos quais foi induzida a diabetes tipo | de
acordo com os procedimentos descritos. Nestes animais nao se procedeu a administragao do
farmaco in vivo. Quando atingiram as dezasseis semanas, ambos os ratos Wistar, controlos e
diabéticos, foram sacrificados por decapitagao apos prévia anestesia, e as aortas isoladas e
montadas em banho de 6rgaos de acordo com o protocolo descrito anteriormente. Foram
avaliados o peso e a glicemia pos-prandial imediatamente antes do sacrificio.

Depois do tempo de estabilizagdo, os anéis de aorta sofreram pré-contragao com 10
MM de NA exdgena. A partir do respetivo platd de contragao, foram realizadas curvas
cumulativas concentragao-resposta de Liraglutido.

Para caracterizar a resposta contratil ao Liraglutido em ambos os modelos animais,
realizou-se uma segunda curva cumulativa concentragao-resposta (CR) na presenga e na

auséncia de 300 nM Exendin-3 (Ex-3), um antagonista seletivo do GLP-IR, que foi adicionado
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ao banho de 6rgao 7 minutos antes da referida curva, e também curvas CR ao Liraglutido na
presenca e auséncia de 10 pUl/mL de insulina. Foram também realizadas curvas cumulativas
CR ainsulina em animais controlo e diabéticos de forma a determinar a sua atividade intrinseca
e poténcia, e curvas cumulativas CR a ACh na presenca e auséncia de Liraglutido adicionado
a banho de d6rgao 7 minutos antes. Finalmente foram também realizadas curvas CR ao
Liraglutido na presenca e na auséncia de 250 yM de L-NAME em animais controlo.

Nas experiéncias em que se realizaram duas curvas CR, obedeceu-se a um intervalo
de recuperagao do tonus basal e estabilizagao do 6rgao de aproximadamente uma hora entre
elas, tempo, durante o qual, o 6rgao foi lavado regularmente.

As respostas contrateis ao Liraglutido foram expressas em percentagem da resposta
contratil de cada anel a NA. Cada anel funcionou como controlo de si proprio, visto que a
resposta ao Liraglutido na segunda curva foi calculada em percentagem da contragao maxima
que fora obtida na primeira curva do mesmo anel. Em todas as experiéncias foram utilizados
anéis controlo, aos quais nao foi adicionado o antagonista ou o péptido. Os resultados finais
de cada ensaio foram expressos em percentagem da resposta obtida nos anéis de aorta que
serviram como controlos.

As respostas contrateis do Liraglutido e da insulina foram igualmente traduzidas em
mN de tensao de forma a representar a eficacia (E.,) e o pECs, foi calculado para traduzir

poténcia.

Reagentes e farmacos utilizados nos estudos funcionais

Os reagentes usados na preparagao da solugao fisiologica de Krebs-Henseleit foram
adquiridos na Panreac (Barcelona, Espanha) e foram produtos pro analysi. Para os estudos
funcionais foram usados os seguintes farmacos: Noradrenalina, Cloridrato de Acetilcolina,
Cocaina, DOCA e STZ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, E.U.A.), éster metilico de NC-Nitro-L-
arginina (N®Nitro-L-arginine methylesther, L-NAME), Exendin-3 (Tocris Bioscience, Bristol, GB),
Liraglutido (Victoza® - Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca), insulina (Humulin®- Lilly, Lisboa,

Portugal). As solugoes foram preparadas com os solventes indicados pelos fabricantes.

Analise estatistica dos resultados dos estudos funcionais
Para a determinacao das diferengas estatisticas entre os 4 grupos dos estudos in vivo

(diabéticos/controlos, tratados/nao-tratados com Liraglutido) dos valores da pECs e E,s da
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ACh, foi utilizado o teste ANOVA (Analysis of variance) seguido do teste de Tukey de
comparagoes multiplas e o teste de t de Student para dados nao emparelhados para
comparacao da resposta contratil de aorta isolada de ratos dos 4 grupos a ACh na auséncia e
na presenga de L-NAME.

Quanto ao tratamento estatistico dos resultados dos estudos in vitro, foram avaliadas
as diferengas entre os valores de E, ;. e pECs, do Liraglutido e da insulina em animais controlo
e diabéticos, bem como as diferencas entre as respostas contrateis induzidas por cada dose
da curva CR de Liraglutido realizada na auséncia e na presenca de L-NAME, Ex-3 e insulina.
Para calcular as diferengas estatisticas foi utilizado o teste t de Student para dados nao
emparelhados. Os valores de P inferiores a 0,05 (P<0,05) foram considerados indicadores de
diferengas estatisticamente significativas. Todos os resultados presentes neste trabalho estao
expressos em valores médios + erro padrao da média (Standard Error of the Mean, S.E.M.) do

numero de anéis de aorta (a) por animal (n) indicado.

Relativamente aos parametros bioquimicos dos estudos in vivo a analise e comparagao
dos dados obtidos para os niveis de glicose plasmatica, HbAlc e insulina, a significincia das
diferengas estatisticas foi analisada pelo teste de Tukey de comparagoes multiplas, uma vez
verificada pela andlise de variancia (Analysis of Variance, ANOVA) que as amostra nao
provinham da mesma populagao. Todos os dados foram processados e analisados por métodos

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

Estudos moleculares

Preparacao de lisados para Western Blotting

Os anéis de aorta foram cortados em pequenas porgoes e colocados num potter, a
razao de 100 mg de aorta para 300 pL de RIPA (150 mM de NaCl; 50 mM de Tris-base; 5mM
de EGTA; 1% de Triton; 0.5% de DOC; 0.1% SDS) suplementado com um cocktail de
inibidores de proteases (Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail Tablets in EASYpacks,
Roche) e fosfatases (PhosSTOP, Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets in EASYpacks, Roche).
Apods a homogeneizagao mecanica as amostras foram mantidas durante |h em gelo e
seguidamente foram sonicadas 5x a uma frequéncia de 40 Hz, sendo posteriormente
centrifugadas durante |0 minutos a temperatura de 4°C e a 16000 g. Apos este processo, foi
recolhido o sobrenadante correspondente ao extrato total, aliquotado e guardado para

posterior determinagao da concentragao de proteina pelo método do acido bicinconinico

(bicinchoninic acid, BCA) (Pierce, Rockfor, IL, E.U.A.).
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Apos a quantificagdo da concentragao de proteina procedeu-se a desnaturagao das

aliquotas com tampao Laemmli para posterior analise electroforética.

Protocolo experimental de determinacdao da densidade de GLP-IR, eNOS,
eNOSp, recetor da insulina, e recetor de insulina fosforilado por Western Blotting

Na analise por Western Blotting, foram carregadas 30 pg de proteina por pogo em géis
de poliacrilamida de SDS-8% (SDS-PAGE) onde as amostras foram posteriormente separadas
por eletroforese em tampao de corrida 125 mM Tris (pH 8,3) contendo 125 mM bicina e 0,5%
(m/v) SDS, a 140 V. Seguiu-se a eletrotransferéncia para as membranas de fluoreto de
polivinilideno (polyvynilidine fluoride, PYDF), onde a transferéncia do Western Blot decorreu
em tampao de eletrotransferéncia (CAPS 100 mM, pH=11) durante |h30m a 0,75 A e a
temperatura de 4°C. De modo a evitar ligagoes inespecificas, os locais proteicos residuais das
membranas foram bloqueados, incubando-se com uma solugao de TBS-T 1% e BSA (Bovine
Serum Albumin) a 5% (m/v) para as formas fosforiladas, ou com uma solugao de TBS-T 1% e
leite a 5% (m/v) para as formas totais em tampao Tris salino (TBS: 20 mM Tris (pH 7,6) e 150
mM NaCl, contendo 0,1% (v/v) Tween-20 (TBS-Tween)), durante | hora sob agitacao e a
temperatura ambiente. Depois do bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo
primario (Tabela I) diluido em TBS-T suplementado com |% (m/v) de leite desnatado ou 5%
(m/v) de BSA, durante a noite, a 4°C, seguida de mais |h de incubagao a temperatura ambiente.
No fim, procedeu-se as lavagens das membranas com TBS-T 1% durante 45 minutos.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario (Tabelal) sob
agitacao, durante 1h30m e a temperatura ambiente. No fim deste procedimento procedeu-se
novamente a lavagens com TBS-T. A intensidade das bandas foi seguidamente detetada
utilizando o kit Western Bright Sirius. O substrato foi adicionado a membrana e a revelagao
das membranas foi realizada no sistema de detegao de luminescéncia VersaDoc (BioRad, EUA),
sendo posteriormente analisada e quantificada com recurso ao software Image studio Lite Ver
5.2 (Li-cor Biosciences, Nebraska USA). No final deste procedimento, de modo a se confirmar
a existéncia de uma quantidade equivalente de proteina e avaliar se a transferéncia havia sido
bem efetuada, as membranas foram incubadas com o anticorpo anti-actina B e respectivo
anticorpo secundario (Tabela I). Para normalizar os dados, utilizou-se a B-actina como uma
proteina de loading. A densidade optica das bandas foi quantificada com recurso ao software
Image studio Lite Ver 5.2, e os resultados foram normalizados em fungao dos resultados para

a B-actina correspondente.
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Analise estatistica dos resultados obtidos na técnica Western Blotting

Para a determinagao das diferencgas estatisticas entre os quatro grupos de estudo para
cada variavel avaliada utilizou-se o ANOVA seguida do método de Tukey de comparagoes
multiplas. Os valores de P<0,05 foram considerados indicadores de diferengas estatisticamente
significativas. Todos os resultados estio expressos como média *+ erro padrao da média
(Standard Error of the Mean, S.E.M.). E todos os dados foram processados e analisados por

métodos computacionais, nomeadamente GraphPad Prism PC Software e IBM SPSS Statistics.
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Reagentes e Solu¢des usados na técnica Western Blotting

Os reagentes usados foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). E os

anticorpos primarios e secundarios utilizados foram:

Anticorpo Peso molecular Diluicao

Fabricante
Anticorpo de 140 KDa 1:250 BD Transduction
ratinho anti-p- Laboratories (San Jose, CA,
eNOS (pSI1177) USA)

Anticorpo de 140 KDa 1:250
ratinho anti-eNOS/
NOS Type lll

BD Transduction
Laboratories (San Jose, CA,

USA)
Anticorpo 53 KDa 1:400 Abcam
policlonal de
coelho anti-GLP-
IR
Anticorpo 97 KDa 1:1000 Abcam

policlonal de
coelho anti-
receptor de

insulina (phospho

Y1361)
Anticorpo 95KDa [:100 Santa Cruz Biotecnology,
monoclonal de INC.

ratinho insulina RB

(CT-3): sc-57342

Anticorpo 42 KDa 1:10000 Sigma-Aldrich Co.
monoclonal anti-
Actin
Alkaline 1:10000 GE Healthcare,
phosphatase

Buckinghamshire, UK
conjugate secondary

anti-mouse

Alkaline 1:10000 GE Healthcare,

phosphatase Buckinghamshire, UK
conjugate secondary

anti-rabbit

Tabela |- Anticorpos utilizados na técnica de Western Blotting, peso molecular da proteina, a diluicao
utilizada e o fabricante ao qual o anticorpo foi encomendado.
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Protocolo experimental de determinacao da localizacao celular do GLP-IR
por Imunohistoquimica

Foram realizados estudos histoquimicos com o objetivo de determinar a natureza
elastica da artéria submetida a estudo, alteragdes da sua micro-anatomia ou possiveis
alteracoes induzidas pela patologia.

Comecgou-se por realizar cortes histologicos de aproximadamente 3 pum de espessura
de amostras representativas dos animais Wistar controlo e Wistar diabéticos, que foram
sujeitos a coloragao com hematoxilina/eosina convencional (HE). Posto isto, outros cortes
foram desparafinados com uma solugao de desparafinagao (solugao Bond Dewax, Leica
Biosystems), e de seguida foram rehidratados com lavagens sucessivas com alcool a 100% e
finalmente lavadas com uma solugdo tampao (solugao Bond Wash, Leica Biosystems). De
seguida incubou-se os cortes em tampao citrato 10% (v/v), pH 6 (solugao Bond Epitope Retrieval,
Leica Biosystems), durante 20 minutos, para recuperar os epitopos, sendo seguidamente
lavados e incubados durante 5 minutos com uma solugao de perdxido de hidrogénio, 3-4%
(v/v) (solugao Peroxidase Block BOND, Leica Biosystems) para inibir a atividade da peroxidase
endogena. Apos nova lavagem com solugdo tampao, os cortes foram incubados com o
anticorpo policlonal primario de coelho anti-GLP- IR de rato (Bioss, E.U.A.), diluido (1:200) na
solugao de diluicao Bond Primary Antibody Diluent (Leica Biosystems) durante |5 minutos. Os
cortes foram novamente lavados, e incubados com um anticorpo de uniao pos-primario (Post
Primary BOND, Leica Biosystems) durante 8 minutos. Seguiu-se uma nova lavagem onde os
cortes foram incubados agora com um reagente polimérico que inclui conjugados de
anticorpos terciarios de peroxidase polimérica de rabano picante (HRP) (Polymer BOND, Leica
Biosystems) durante 8 minutos. Por fim, os cortes foram novamente lavados com solucao
tampao seguindo-se uma lavagem com agua destilada. Realizou-se a revelagao dos cortes com
o cromogénio diaminobenzidina (Mixed DAB Refine BOND, Leica Biosystems) durante 10
minutos, e apos uma nova lavagem com agua destilada, foram contrastados com hematoxilina
(Hematoxylin BOND, Leica Biosystems) durante 5 minutos. E por fim fez-se se a diafanizagao,
desidratacio e montagem em meio sintético DPX. Os cortes foram entio, analisados no

microscopio 6tico Nikon Eclipse 80i.
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Resultados

Resultados do estudo in vivo

Caracterizacio do modelo animal de DTI induzida

Com o intuito de avaliar o efeito do tratamento com Liraglutido no sistema
cardiovascular de animais com DMT | induzida, paralelamente a resposta vasorrelaxante a ACh
da aorta isolada destes animais e de animais controlo, foi avaliada a glicemia pos-prandial, a
HbAlc, a insulina e o peso corporal (Tabela 2), assim como a percentagem de perda de peso

(Figura 15).

No que diz respeito ao peso corporal, os ratos controlos foram os mais pesados, e os
restantes grupos apresentam diferengas estatisticamente significativas relativamente ao grupo
controlo (P<0,05). Verificou-se ainda que entre os grupos tratados com o farmaco, o grupo
diabético (WL-STZ) apresentou o peso mais baixo. Ainda em termos de peso e olhando agora
para a Figura |15, observa-se que os ratos ao fim de |5 dias de tratamento (Liraglutido ou
salino) apresentaram perda de peso, com a exce¢ao do grupo controlo. Os ratos sujeitos a
tratamento com farmaco apresentaram uma maior percentagem de perda de peso corporal
quando comparados com os tratados com salino, tendo diferengas estatisticamente
significativas (P<0,05). O grupo dos ratos diabéticos tratados com salino (W-STZ) apresentou

também diferencas estatisticamente significativas quando comparado com o grupo controlo.

Relativamente a HbAIlc houve diferengas estatisticas entre os grupos diabéticos
relativamente aos grupos controlos, como expectavel. Entre os dois grupos diabéticos
(tratado com Liraglutido e com salino) nao houve diferengas estatisticamente significativas,
porém temos que ter presente que os animais foram sujeitos apenas a | més de diabetes e a

2 semanas de tratamento.

A glicemia pos-prandial também esta de acordo com as expectativas sendo que os
diabéticos apresentaram valores muito elevados comparativamente com os controlos, e com

significancia estatistica (P<0,05).

Por fim, os niveis de insulina foram substancialmente mais baixos nos grupos diabéticos

apresentando significancia estatistica relativamente aos grupos controlos.

Em conclusao os resultados destes parametros bioquimicos permitiram garantir o
modelo animal de DT que pretendiamos utilizar para estudar os efeitos extra-pancreaticos

do tratamento com Liraglutido no sistema cardiovascular.

47



Relativamente aos animais diabéticos temos que fazer uma ressalva, pois os resultados
apresentados na tabela incluem as amostras com concentragoes dentro dos limites de detegao
do kit ELISA utilizado para quantificar a insulina. No caso das amostras de W-STZ, foram
testadas 8 amostras, no entanto apenas 3 apresentaram valores dentro da janela de detegao
do kit, sendo que 5 foram descartados por se encontrarem abaixo do respetivo limite de 0,15
pg/L. A situacao repetiu-se com o grupo WL-STZ, onde foram testadas 8 amostras e destas,

apenas 5 apresentaram concentragoes no sangue superiores ao limite de detegao.

w w W-STZ W-STZ n/
Controlo Liraglutido Controlo Liraglutido grupo

Peso (g) 371,40 £ 325,36 + 6,59* 296,08 £ 10,13* 271,8 + 4,45*§ 5-6
7,94

HbAIC 3,60 + 0,04 3,94 £ 0,22 8,04 + 0,31*8§ 7,90 £ 0,14*§ 4-5

(%)

Glicemia 107,78 + 103,89 +£ 3,20 523,88 + 29,54*§ 487,25 + |3,76*§ 8-9

(mgldl) 2,44

Insulina [,76 + 0,34 1,27 £ 0,15 0,26 + 0,07*8 0,35 + 0,09*§ 3-8

(kg/L)

Tabela 2- Avaliagao e comparagao do perfil bioquimico de ratos Wistar e ratos diabéticos tipo | (STZ)
tratados e nao tratados com Liraglutido: WC, Ratos Wistar controlo; WL, Ratos Wistar tratados com
Liraglutido; W-STZ, Ratos Wistar diabéticos tipo | e WL-STZ, Ratos Wistar diabéticos tipo | tratados
com Liraglutido (200 pg/Kg, 2x/dia). Os resultados estio apresentados como média + S.EM. de 42 9
animais por grupo; as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de
comparagdes mdltiplas de Tukey. P<0,05; * vs. WC; § vs. WL.
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Figura 15 — Comparagao da perda de peso no final do tratamento com Liraglutido: WC, Rato Wistar
controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido; W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |;
WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido (200ug/Kg, 2x/dia). Os resultados
estio expressos como média + S.E.M. de 8-9 animais por grupo, sendo que as barras verticais
representam o S.E.M.; as diferencas estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida do teste de

Turkey de comparagdes multiplas. P<0,05; * vs. WC; § vs. WL; # vs. W-STZ.
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Estudo da resposta vasorrelaxante a ACh da aorta isolada de rato Wistar e

de rato DTI tratados com Liraglutido.

A ACh é o neurotransmissor do Sistema Nervoso Autonomo Parassimpatico que
medeia o relaxamento endotélio-dependente da musculatura lisa no sistema cardiovascular,
através da producgao de NO. Tanto na Tabela 3 como pela Figura 16 podemos observar os
resultados obtidos pela andlise das curvas concentragao-resposta da ACh na aorta isolada de

ratos Wistar e ratos DTI sujeitos ou nao a tratamento com Liraglutido durante 15 dias.

A ACh, testada em concentragoes de 0,01 to 90 uM, induziu relaxamentos

dependentes da concentragao na aorta isolada de rato nos diferentes grupos em estudo.

Relativamente ao efeito maximo foi o grupo Wistar com administragao in vivo de
Liraglutido aquele que apresentou um maior relaxamento induzido pela ACh (P<0,05).
Curiosamente entre os grupos de ratos diabéticos, apesar de nao haver diferencas
estatisticamente significativas, o grupo WL-STZ relaxou menos do que o W-STZ. Quanto ao
pEC;, verificou-se uma perda de poténcia nos grupos de animais diabéticos relativamente aos
grupos controlo. Assim pode-se afirmar que a ACh foi mais potente nos controlos do que nos
diabéticos, e entre os grupos controlo, no grupo WL foi tendencionalmente mais potente,
como se pode verificar pelos dados da Tabela 3 e pela observagao de um ligeiro desvio para a
esquerda na Figura |6. Assim, ao contrario dos animais controlo, o tratamento com Liraglutido
parece comprometer o efeito vasorrelaxante da ACh nos animais diabéticos, com uma

redugao nao significativa da resposta maxima e da poténcia.
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Eméx (%NA) pEC;o a/n
(-log[M])

wcC 38,99 + 4,00 6,29 £ 0,16 18/5

WL 52,61 + 4,95 * 6,48 £ 0,17 18/5
W-STZ 21,16 + 2,45 *§ 5,59 + 0,09 *§ 2015
WL-STZ 17,81 % 2,90 *§ 5,48 % 0,09 *§ 1975

Tabela 3- Valores de Emsx € pECso para a ACh em aorta isolada de ratos Wistar controlo (WC), ratos
Wistar controlo tratados com Liraglutido (WL), ratos Wistar diabéticos tipo | (W-STZ) e ratos Wistar
diabéticos tipo | tratados com Liraglutido (WL-STZ). Ens= resposta maxima de relaxamento em
percentagem de inibicao da contragio induzida pela noradrenalina (NA); pECso= logaritmo negativo da
concentragao molar de ACh necessaria para induzir 50% da resposta maxima. A coluna a/n representa
o quociente entre o niimero de anéis de aorta e o nimero de ratos a partir dos quais se retiraram os
anéis. Os resultados estao apresentados como média + S.E.M e as diferengas estatisticas foram avaliadas
por ANOVA seguido do teste de Tukey de comparagdes multiplas. P<0,05;* vs. WC; § vs. WL.

- WC
WL
W-STZ

o\ -0~ WL-STZ

201

40 A

Relaxamento (% NA)

60 T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
ACh,log [M]

Figura 16- Relaxamento induzido pela ACh (em % de inibigao da contragao induzida pela NA) em anéis
de aorta isolada de ratos Wistar e DTI tratados e nao tratados com Liraglutido; WC, Rato Wistar
controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2x/dia); W-STZ, Rato Wistar
diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. Os resultados
estao expressos como média + S.E.M. do nimero de experiéncias indicado na Tabela 3, sendo que as
barras verticais representam o S.E.M..
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Efeito do L-NAME na resposta vasorrelaxante a ACh da aorta isolada de
rato Wistar e de rato DT tratados com Liraglutido

Para comprovar que a resposta vasorrelaxante a ACh das aortas isoladas dos 4 grupos
de estudo é NO-dependente, utilizou-se o L-NAME, um inibidor da isoforma endotelial da
NOS, na concentragao de 250 pM. A pré-incubagao com L-NAME praticamente aboliu a
resposta vasorrelaxante a ACh nos quatro grupos de animais, demonstrando um antagonismo
de tipo nao competitivo com redugao significativa da resposta maxima (E,..) (Figura 17 a, b, ¢
e d) e confirmando que o relaxamento induzido pela ACh ocorre segundo uma via de

sinalizagao NO-dependente.
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Figura 17- Resposta vasorrelaxante da aorta isolada de ratos WC, WL, W-STZ e WL-STZ a
Acetilcolina na auséncia e na presenca de 250 uM de L-NAME. Os resultados encontram-se expressos
em médias + S.E.M. de 9-10 experiéncias por grupo; as barras verticais representam S.E.M. As
diferengas estatisticas foram analisadas pelo teste t-Student. * P<0,05 vs. ACh.
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Resultados do estudo in vitro

Caracterizacdo da resposta contratil da aorta isolada de rato ao Liraglutido
Com o intuito de caracterizar farmacologicamente a resposta contratil ao Liraglutido
em aorta isolada de ratos Wistar e de ratos diabéticos tipo |, foram executadas curvas
cumulativas concentragao-resposta de Liraglutido na presen¢a e na auséncia do inibidor
seletivo da eNOS, o L-NAME, em ratos Wistar, e do antagonista seletivo do GLP-IR, o

Exendin-3, nos dois modelos animais, nao sujeitos a tratamento in vivo.

Dados demograficos e bioquimicos dos animais Wistar e DTI nao sujeitos a
tratamento

Os dados demograficos e bioquimicos dos animais nao sujeitos a tratamento com
Liraglutido in vivo também foram recolhidos; tanto os |3 ratos Wistar controlo como os 10
ratos diabéticos tipo | foram pesados e foram medidas as glicemias pds-prandiais no dia do
sacrificio. Como se pode observar na Tabela 4, o peso corporal dos animais controlo foi
significativamente superior (P<0,05) quando comparado com o dos animais diabéticos.
Inversamente, e como expectavel, a glicemia pos-prandial no grupo diabético foi largamente

superior, apresentando também diferengas estatisticas relativamente ao grupo controlo.

wC W-STZ n
Peso (g) 378,69 £852 292,00 + 568* 10-13
Glicemia 109,23 +2,28 526,80 +20,62* 10-13

(mg/dL)

Tabela 4- Dados demograficos e bioquimicos dos grupos de animais nao sujeitos a tratamento: WC,
ratos Wistar controlo; W-STZ, ratos Wistar diabéticos tipo |. Os resultados estao apresentados como
média + S.E.M.; n=10-13 por grupo; as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t-Student. * P<
0,05 vs. WC.

Efeito do L-NAME na resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada de

rato Wistar

Contrariamente ao que seria expectavel dada a via de sinalizacao PI3K/Akt/eNOS
associada ao GLP-IR, nos anéis de aorta isolada de rato Wistar, o Liraglutido provocou, nao
relaxamento, mas uma contragao dependente da concentragao, dentro da gama de

concentragoes usadas (0,05 nMa I11,I nM) como demonstra a Figura 18, na qual é possivel
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visualizar uma curva CR ao Liraglutido apos previa contragao com 10 uM de NA. Na presenga
de 250 pM de L-NAME, o inibidor seletivo da eNOS (Figura 19), nao foram registadas
diferencas estatisticamente significativas, o que levou a concluir que a resposta contractil ao

Liraglutido nao € NO-dependente.
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{— 111,10M
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Figura 18- Registo representativo de uma curva concentragao-resposta ao Liraglutido em aorta isolada
de rato Wistar, apés pré-contragao com 10 uM Noradrenalina.
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Figura 19-Resposta contratil da aorta isolada de ratos Wistar controlo ao Liraglutido, na presenca e
auséncia de L-NAME (250 uM). Os resultados encontram-se expressos em valores médios + S.E.M. de
4 experiéncias, sendo que as barras verticais representam o S.E.M..

Efeito do Exendin-3 na resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada de

rato Wistar e de rato DTI

De modo a perceber se a resposta contractil ao Liraglutido era mediada pelo recetor

do GLP-1, as aortas isoladas tanto de animais controlo (Figura 20a), como as de animais
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diabéticos tipo | (Figura 20b) foram sujeitos a curvas CR ao Liraglutido na auséncia e na

presenca de 300 nM de Exendin-3 (Ex-3), antagonista seletivo do GLP-IR.

Deste modo, foi possivel verificar que a presenca de Ex-3 provocou alteragoes
significativas na curva CR ao Liraglutido, no caso dos ratos Wistar (Figura 20a), com uma
redugao significativa da resposta maxima (E.: do Liraglutido + Ex3 de 42,08 % * 11,31, n=7
vs. Enx Liraglutido de 100 % + 0,00, n=15; P<0,05, teste t-Student), dentro da janela de
concentragoes utilizada, sem alteragao da poténcia (pECs, do Liraglutido + Ex3 de 9,18 + 0,28,
n=7 vs. pECs, Liraglutido de 8,99 + 0,29, n=7) e que a resposta contratil ao Liraglutido é
parcialmente mediada pelo GLP-IR. No caso dos anéis de aorta provenientes de ratos
diabéticos tipo | (Figura 20b), nao se verificaram alteragoes na presenca do antagonista, nem

na resposta maxima nem na poténcia.

a) Wistar Controlos b) Wistar Diabéticos tipo |
. ‘ -~ Liraglutido
-®— Liraglutido ~¥— Liraglutido + Ex3
~#- Liraglutido + Ex3 100

100 =
. o
= =
E E)
= [+
: z
- g {
= <
g 5o I
S s
£ =
g (=]
s o

. . o T
-11 -10 -9 -8 -7 6 e 1o -° 8 ! °
log [M] log [M]

Figura 20- Comparagao da resposta contratil da aorta isolada de rato Wistar controlo (a) e Wistar
diabético tipo | (b) ao Liraglutido na presenga e auséncia de (300nM) de Exendin-3. Os resultados
encontram-se expressos em valores médios + S.E.M. de 7 a |5 experiéncias para (a) e de 8 all
experiéncias para (b) sendo que as barras verticais representam S.E.M. e as diferengas estatisticas foram
analisadas pelo teste t-Student. P<0,05; * vs. Liraglutido.

Efeito da insulina na resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada de

rato Wistar e de rato DT

Com o objetivo de avaliar a interagao farmacodinamica da associagao Liraglutido-

insulina em aorta isolada de ratos controlo e ratos diabéticos tipo |, a2 semelhanga dos ensaios
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anteriores, as aortas isoladas dos dois grupos de animais foram sujeitas a curvas CR ao
Liraglutido na presenca e auséncia de 10 pUI/mL de insulina de modo a compreender o
potencial contratil de uma insulina de agao intermédia em concentragdes que mimetizam as
concentragoes plasmaticas de insulina entre refeicoes (8 a || pUl/mL) e o possivel efeito de

uma formulagao injetavel de Liraglutido/insulina em doentes com DMT .

No caso dos ratos Wistar controlo (Figura 21a) verificou-se um desvio para a direita
da curva CR do Liraglutido na presenca de insulina, mas sem uma redugao de resposta maxima,
dados que levam a crer que existe algum tipo de antagonismo do tipo competitivo entre a
insulina e o Liraglutido. De facto, os dados do pECs, traduziram uma perda de poténcia
estatisticamente significativa (pECs, do Liraglutido + insulina de 8,25 * 0,18, n=8 vs. pEC;,

Liraglutido de 8,72 * 0,10, n=13; P<0,05, teste t-Student), sem alteragao da resposta maxima.

Na resposta contratil de ratos diabéticos tipo | ao Liraglutido (Figura 21b), a insulina
aparentou ter uma tendéncia para potenciar o efeito contratil do Liraglutido (E,:x do
Liraglutido + insulina de 117,67 % + 15,61, n=11 vs. E; Liraglutido de 100 % + 0,00, n=11),
no entanto, nao existem diferengas estatisticamente significativas (P>0,05), nem em termos de

resposta maxima, nem em termos de poténcia.
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Figura 21- Comparagao da resposta contractil da aorta isolada de rato Wistar controlo (a) e diabético
tipo | (b) ao Liraglutido na presenga e auséncia de 10pUI/mL de insulina. Os resultados encontram-se
expressos em valores médios + S.E.M. de 9 a |5 experiéncias para (a) e de || experiéncias para (b),
sendo que as barras verticais representam S.E.M. e as diferencas estatisticas foram analisadas pelo teste
t-Student. P <0,05; * vs. Liraglutido.
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Caracterizacao farmacolégica das respostas contracteis de aortas isoladas
de ratos Wistar e ratos DTI ao Liraglutido e a insulina

Na sequéncia dos resultados anteriores, achamos pertinente analisar a resposta
contractil da aorta isolada a insulina. De facto, nos anéis de aorta isolada de rato Wistar, a
semelhanga do Liraglutido, a insulina provocou uma contragao dependente da concentragao,
dentro da gama de concentragoes usadas (0,0089 nM a 19 nM) como se pode visualizar na

curva CR representativa da Figura 22.
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Figura 22- Registo representativo de uma curva concentragao-resposta a insulina em aorta isolada de
rato Wistar, apos pré-contragao com Noradrenalina.

Na Tabela 5 constam os parametros farmacoldgicos de resposta maxima (E..x) e
poténcia (pECs) dos dois farmacos nos dois modelos animais. Quanto ao efeito maximo, nao
houve diferengas estatisticamente significativas, sendo que o Liraglutido e a insulina foram
tendencialmente mais eficazes a induzir a contragao nos animais diabéticos. O mesmo se pode
dizer do Liraglutido em relagao a insulina em ambos os modelos animais. No que diz respeito
a poténcia do Liraglutido em induzir contragao, este demonstrou ter sido significativamente

mais potente em animais diabéticos.
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Eméx (mN) Eméx (mN) pEC5o pEC;o a/n a/n
wcC W-STZ  (dog[M]) (log[M]) WC W-
wWC W-STZ STZ

Liraglutido 0,94 £ 0,07 096 +0,05 872+0,I0 9,16+0,08* 48/13 38/10

Insulina 0,64 + 0,11 0,77 0,11 9,25+0,19 956 +0,26 712 712

Tabela 5- Valores de Enix € pECso para o Liraglutido e insulina em aortas isoladas de ratos Wistar
controlos e ratos Wistar diabéticos tipo | nao sujeitos a tratamento in vivo. O valor de Ensx traduz o
maximo de contracao em mN de tensao, enquanto que o valor de pECsg traduz o logaritmo negativo
da concentragao molar do agonista necessaria a induzir 50% da resposta maxima. A coluna a/n
representa o quociente entre os anéis de aorta e o numero de ratos a partir dos quais se retiraram os
anéis. Os resultados estdo apresentados como média + S.E.M e as diferencas estatisticas foram avaliadas
pelo teste t-Student. P<0,05; *vs. WC.

Efeito do Liraglutido na resposta vasorrelaxante a ACh em aorta isolada
de rato Wistar e rato DTI

Finalmente achamos também pertinente esclarecer se o Liraglutido, in vitro,
mimetizando uma administragao aguda, teria um efeito no vasorrelaxamento NO-dependente
induzido pela ACh, diverso do observado apos tratamento in vivo. Assim realizaram-se curvas
CR a ACh (Figura 23) na presenga e auséncia de | pM de Liraglutido em aortas isoladas de

ratos Wistar e ratos diabéticos tipo I.
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Figura 23: Registo representativo de uma curva concentragao-resposta a Acetilcolina na aorta isolada
de rato Wistar, apds pré-contragao com Noradrenalina.

Em termos de resposta maxima (Tabela 6) verificou-se que nao houve diferencgas
estatisticamente significativas entre os grupos, no entanto existe uma tendéncia para um maior
relaxamento nos animais com pré-incubagao com Liraglutido quando comparados com os seus
controlos (Figura 24), sendo que o grupo que apresentou maior resposta maxima foi o dos
ratos Wistar controlos com pré-incubagao com Liraglutido. Da ANOVA realizada seguida do
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teste de comparagoes multiplas de Tukey, as diferengas estatisticamente significativas apenas
foram observadas nas doses de 0,01 uM, 0,09 uM e 0,29 uM ACh nos ratos diabéticos quando

comparados com os ratos controlos na presenga de Liraglutido.
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Figura 24- Comparagao da resposta vasorrelaxante da aorta isolada de rato Wistar e rato diabético
tipo | a2 ACh, na presenga e auséncia de | pM de Liraglutido. Os resultados encontram-se expressos
em valores médios * S.E.M., de 8 a 10 experiéncias, sendo que as barras verticais representam S.E.M,;
as diferencas estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida do teste de Tukey de comparagdes
mdltiplas. P< 0,05, * vs. WC + Liraglutido.

wcC WC + W-STZ W-STZ + a/n a/n
Liraglutido Liraglutido WC W-STZ
Emsx 5695+941 67,52+9,71 41,97 + 4,36 50,33 +750 8/2 10/2

Tabela 6 - Valores de Ensx para a ACh na presenga e na auséncia de pré-incubacao com | uM de
Liraglutido em aortas isoladas de ratos Wistar controlos e ratos Wistar diabéticos tipo | nao sujeitos
a tratamento in vivo. O valor de Ensx = resposta maxima de relaxamento em percentagem de inibicao
da contragao induzida pela noradrenalina (NA). A coluna a/n representa o quociente entre o nimero
de anéis de aorta e o niimero de ratos a partir dos quais se retiraram os anéis. Os resultados estao
apresentados como média + S.E.M e as diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA seguido do
teste de Tukey de comparagdes multiplas.

Resultados bioquimicos da densidade dos recetores
Com o objetivo de estudar os efeitos quer da DMTI, quer do tratamento com
Liraglutido, na via de sinalizagado do GLP-IR envolvida na vasodilatagao, foram analisadas,

através da técnica de Western Blotting, as densidades do GLP-IR, bem como da forma total e

58



fosforilada da eNOS. Por ultimo, dado o nosso interesse em avaliar os efeitos a nivel
cardiovascular de uma formulagao Liraglutido-insulina no modelo animal utilizado, também foi
avaliada a densidade do Irf e respetiva forma fosforilada, quer de lisados totais de aortas

isoladas de animais controlo, quer de animais diabéticos tipo |, tratados e nao tratados com o

farmaco.

No que diz respeito ao GLP-IR, o grupo diabético nao tratado apresentou
tendencialmente a menor densidade da proteina (W-STZ= 77,13 = 11,59 %), quando
comparado com os outros grupos e no grupo diabético tratado com Liraglutido observou-se
um aumento estatisticamente significativo na densidade do recetor (WL-STZ= 127,94 + 18,03

%) comparativamente (P<0,05) a da respetiva situagao controlo (Figura 25).
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Figura 25- Comparagao da densidade do GLP-IR na aorta isolada de ratos Wistar controlo e ratos
Wistar com DTI, tratados ou nio tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato
Wistar com administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |;
WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sio expressos em percentagem média do
grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo). As diferencas estatisticas foram analisadas por ANOVA seguida
do teste de Tukey de comparagées mdltiplas. P<0,05; # vs. W-STZ.

Relativamente aos niveis proteicos da eNOS, os resultados nos diferentes grupos nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas, no entanto, como podemos observar
pela Figura 26, os ratos Wistar controlo tratados com Liraglutido apresentaram

tendencialmente uma menor densidade da enzima relativamente aos restantes (VL=

77,05+7,03 %).
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Figura 26- Comparagao da densidade da enzima eNOS na aorta isolada de ratos Wistar controlo e
ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL,
Rato Wistar com administracao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo
I; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sdo expressos em percentagem média do
grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo).

Quanto a forma fosforilada da eNOS (Figura 27), a densidade entre os diferentes

grupos também nao apresentou diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 27- Comparagao da densidade da enzima eNOSp na aorta isolada de ratos Wistar controlo e
ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL,
Rato Wistar com administracao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo
I; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sio expressos em percentagem média do
grupo WC % S.E.M (n=5-6 por grupo).

No que diz respeito aos niveis da eNOS ativa, traduzida pela razao eNOSp/eNOS total,
nao se observaram diferencas estatisticamente significativas entre os quatro grupos de animais

(Figura 28), no entanto, parece existir uma tendéncia embora que ligeira para o aumento da
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fosforilagao e atividade da enzima nos animais controlo tratados com Liraglutido (WL=134,72
* 13,55 %) o que esta de acordo com o aumento significativo do vasorrelaxamento neste
grupo de animais tratado com o farmaco, como os estudos funcionais anteriormente descritos

o demonstraram.
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Figura 28- Comparagao dos niveis proteicos de eNOS ativa, através da razao eNOSp/eNOS na aorta
isolada de ratos Wistar controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido.
WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200 ug/Kg, 2X/dia);
W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com
Liraglutido. Os resultados siao expressos em percentagem média do grupo WC + S.E.M (n=5-6 por

grupo).

O grafico da Figura 29 traduz os niveis proteicos do recetor de insulina (Irf) em aortas
isoladas de ratos controlo e ratos diabéticos tipo |, apés o tratamento in vivo com Liraglutido.
Observa-se a tendéncia para uma maior densidade do recetor no grupo controlo tratado com
Liraglutido (WL= 159,33 * 43,76 %), e uma reducao estatisticamente significativa (P<0,05),
relativamente a este, nos grupos de ratos diabéticos com (WL-STZ= 68,91 + 10,08 %) e sem

tratamento (W-STZ= 64,16 + 13,39 %).
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Figura 29- Comparagio da densidade do recetor da insulina (Irf) na aorta isolada de ratos Wistar
controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar
controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar
diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot
apresentado é representativo de cada grupo de animais. Os resultados sao expressos em percentagem
média do grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo). As diferengas estatisticas foram analisadas por
ANOVA seguida do teste de Tukey de comparagées multiplas. P<0,05; § vs. WL.

Relativamente a densidade da forma fosforilada do recetor (IR-p), nao se observaram
diferengas estatisticamente significativas entre os quatro grupos, embora exista uma tendéncia
(P<0,05) para uma menor densidade nos grupos de animais diabéticos, W-STZ (W-STZ= 67,93
t 10,44 %) e WL-STZ (WL-STZ= 66,65 £ 9,79 %), a semelhanca do que se observou para a

forma total do recetor (Figura 30).
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Figura 30- Comparagao da densidade do IR-p na aorta isolada de ratos Wistar controlo e ratos Wistar
com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato Wistar controlo; WL, Rato Wistar
com administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ, Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ,
Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. O Western blot apresentado ¢é
representativo de cada grupo de animais. Os resultados sdo expressos em percentagem meédia do
grupo WC * S.E.M (n=5-6 por grupo).

De modo a analisar a forma ativa do recetor de insulina foi calculada a razao IR-p/IRp.

Embora nao haja diferengas estatisticamente significativas entre os quatro grupos de animais,
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na situagao controlo, existe uma tendéncia para um comprometimento da fosforilagao e
ativagao do IR, nos ratos tratados com Liraglutido (WL= 75,89 * 15,35 %), ao contrario do
que sucedeu a forma ativa da eNOS. A mesma tendéncia foi observada nos animais diabéticos
tratados e nao tratados (W-STZ= 71,25 13,56 %; WL-STZ= 78,07 + 5,72 %) relativamente
ao grupo controlo (WC= 100 + 20,42 %) (Figura 31).
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Figura 31- Comparagao dos niveis proteicos de IR ativo, através da razao IR-p/IRp, na aorta isolada de
ratos Wistar controlo e ratos Wistar com DTI, tratados ou nao tratados com Liraglutido. WC, Rato
Wistar controlo; WL, Rato Wistar com administragao de Liraglutido (200 pg/Kg, 2X/dia); W-STZ,
Rato Wistar diabético tipo |; WL-STZ, Rato Wistar diabético tipo | administrado com Liraglutido. Os
resultados sao expressos em percentagem média do grupo WC £ S.E.M (n=5-6 por grupo).

Localizacao celular do GLP-IR através de estudos imunohistoquimicos em aortas
isoladas de ratos Wistar e ratos DT |

Para complementar os estudos funcionais e moleculares e, com o objectivo de
caracterizar a micro-anatomia dos anéis de aorta dos animais controlo e diabéticos tipo | e
determinar a localizagdo celular do GLP-IR, recorremos as técnicas de histoquimica e
imunohistoquimica, utilizando cortes histolégicos representativos de aortas dos dois modelos

animais.

Os resultados dos estudos com coloragao hematoxilina/eosina (HE) (Figura 32)
revelaram que os animais diabéticos (Figura 32b, 32c e 32d) quando comparados com os
controlos (Figura 32a) apresentaram um espessamento da média, alteragdes matriciais da
constituicao das fibras elasticas com duplicagao das mesmas (1) e ainda alteragoes na densidade
da matriz (2). Dependendo da regiao fotografada do corte da aorta, os diabéticos
apresentaram ainda redugao do nimero de camadas de fibras elasticas (3) e espessamento da

membrana basal dos vasa vasorum (4).
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Figura 32- Visualizagdo da micro-anatomia de aorta isolada de ratos Wistar controlo e diabéticos tipo
| pela técnica HE. (a) Corte histolégico representativo de aorta de ratos Wistar controlo; (b, c e d)
cortes histologicos representativos de aorta de ratos diabéticos tipo |. (I) Duplicagao das fibras
elasticas; (2) alteragoes da densidade da matriz; (3) redugao do numero de camadas de fibras elasticas
e (4) espessamento da membrana basal dos vasa vasorum.

O GLP-IR foi localizado tanto no grupo controlo como no grupo diabético de forma
heterogénea no endotélio da aorta (Figura 33). Relativamente ao grupo controlo (a) verificou-
se imunomarcagao para o recetor nas células endoteliais (), uma imunomarcagao mais
discreta nas células musculares lisas (2), imunomarcagao nos vasa vasorum (3) e nas células
ganglionares (4). Quanto ao grupo diabético (b) apresentou uma imunomarcagao discreta

subendotelial da artéria (5).
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Figura 33- Localizagao celular do GLP-1R em aorta isolada de ratos Wistar controlo e diabéticos tipo
| por imunohistoquimica. (a) refere-se ao corte histolégico de aorta isolada de ratos Wistar controlo
e (b) ao corte de histoldgico de ratos diabéticos tipo |, com imunomarcagao a castanho do GLP-IR.
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Discussao

A DMTI ocorre quando o pancreas é incapaz de produzir insulina, de forma absoluta
ou, a produz em baixa quantidade devido a inexisténcia total ou parcial das células B. A
inexisténcia/insuficiéncia de produgao de insulina implica a manutengao de um estado de
hiperglicemia cronico, que promove varios efeitos colaterais tais como a poliuria, a perda de
peso, entre outros, incluindo algumas formas mais severas, como cetoacidose, sindrome
hiperosmolar nao cetético, o coma e a morte (Alberti e Zimmet, 1998). Provoca também
alteragoes na gliconeogénese promovendo a nao supressao do glucagon durante as refeigoes,
contribuindo para a hiperglicemia pos-prandial (Harris e Boland, 2016). Esta hiperglicemia
carateristica da DT| tem como consequéncia primaria a nivel cardiovascular, a disfungao das
células endoteliais. A comunicagao entre as células endoteliais e as células musculares lisas tem
um importante papel na regulagao do tonus vascular, e o NO produzido pela eNOS exerce
multiplas fungoes benéficas na vasculatura. A disfungao endotelial, caraterizada pela reducao
da biodisponibilidade de NO e pelo aumento da produgao de aniao superdxido (O,") (Ding e
Triggle, 2005), contribui para o aparecimento de doengas cardiovasculares (Sun et al., 2012).
Desta maneira a diabetes esta associada a complicagoes vasculares e a maiores problemas
clinicos apresentando um aumento da taxa de mortalidade de cerca de 2-4 vezes superior nos

doentes diabéticos comparativamente a populagao em geral (Haffner et al., 1998).

A descoberta da insulina em 1921-22 foi de longe a descoberta mais significativa da
historia terapéutica da DTI. No entanto a insulinoterapia nem sempre oferece a regulagao
metabdlica necessaria para evitar o aparecimento de uma ou mais comorbilidades
cardiovasculares (Atkinson, Eisenbarth e Michels, 2014). Assim sendo, nos ultimos anos tem-
se verificado uma forte incrementagao da investigagao no tratamento da DM, focando-se na
utilizagao de terapéuticas baseadas nas incretinas, nomeadamente nos miméticos do GLP-1,
primariamente desenvolvidos para o tratamento da DMT2, e que apresentam a capacidade de
reduzir a hiperglicemia com baixo risco de hipoglicemia (Monami et al., 2014). Aliando-se ao
chamado “efeito incretina”, que representa a potenciagao da secregao de insulina induzida pela
entrada de nutrientes e consequente potenciagao do controlo glicémico, existem evidéncias
crescentes que sugerem que a terapia baseada no peptideo possui efeitos pleiotropicos
benéficos nos fatores de risco cardiovascular (Oyama, Higashi e Node, 2014). Posto isto,
utilizou-se neste estudo um GLP-1RA, o Liraglutido, na sua forma comercialmente disponivel
Victoza® um agonista do GLP-IR com 97% de homologia da sequéncia de aminoacidos linear
do GLP-1 humano, e com modificagdes que permitem um maior tempo de semi-vida (Bode et

al., 2012).
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A disfuncao endotelial é um ponto importante na unificagao da diabetes e das doengas
cardiovaculares. Assim, deve ser avaliada recorrendo a estudos funcionais com vasos
sanguineos isolados em banho de 6rgaos e analisando a capacidade de indugao de relaxamento
por fatores vasodilatadores dependentes do endotélio, como é o caso da Acetilcolina, na

presenca de um tonus pré-existente (Mulvany e Halpern, 1978).

Tendo por base este enquadramento utilizou-se como 6rgao de estudo a artéria aorta,
uma artéria elastica constituida por trés camadas, sendo a camada mais interna (tunica intima),
constituida por células endoteliais, a que mantém contato direto com o fluxo sanguineo (Ross
M., Kaye G.I., Pawlina Histology, a Text and Atlas). As células endoteliais estao envolvidas em
diferentes tarefas sendo a sua principal fungao a regulacio da homeostase do ténus vascular e
da manutengao de um fluxo sanguineo apropriado. Assim, estas células sao capazes de prevenir
a adesdo, agregacao e ativagao de plaquetas, através da libertagcao de prostaciclina e 6xido
nitrico, metabolizando o ATP/ADP e prevenindo a agao da trombina. Deste modo, os
produtos derivados do endotélio promovem por um lado a fluidez sanguinea e a vasodilatagao,
contrariando a cascata de coagulagao sanguinea e a vasoconstricdo, de modo a assegurar a

homeostase (Félétou, 201 1).

Considerando os problemas cardiovasculares associados a DM foi elaborada uma
estratégia metodologica que esclarecesse o efeito do Liraglutido em aorta isolada de um
modelo animal de DTI. Para isso foi induzida a DTI com estreptozotocina e os resultados dos
parametros peso, glicemia pos-prandial e insulina permitiram garantir o modelo animal de DT |
que pretendiamos utilizar para estudar os efeitos extra-pancreaticos do tratamento com
Liraglutido no sistema cardiovascular. De facto, observou-se uma perda significativa de peso
no grupo diabético tipo |, comparativamente com os ratos Wistar controlo, com perda de
3,2% do peso corporal, o que era expectavel pois a perda de peso é uma carateristica da DT
(Alberti e Zimmet, 1998). Relativamente a HbAIlc Fadini, descreveu que na DMT2 a
administracao de Liraglutido promovia a sua diminuicao em cerca de |% (Rigato e Fadini,
2014); num outro estudo foi verificado que na DMT | a administragao do farmaco juntamente
com insulina promovia também uma diminui¢ao dos valores embora de forma ténue (Janzen,
Steuber e Nisly, 2016). No entanto, os nossos resultados nao demonstraram isto. Tal pode-
se dever ao facto de estarmos a avaliar o efeito do farmaco em monoterapia e ao facto da
HbA I c nos indicar a glicose plasmatica relativa a um periodo de trés meses e o nosso estudo
ser de curta duragao, onde os animais foram sujeitos a um més de diabetes e quinze dias de

tratamento com o Liraglutido.
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Os niveis de glicemia poés-prandiais e de insulina estao concordantes com um quadro
de DTI, com uma hiperglicemia muito acentuada nos animais diabéticos comparativamente aos
animais controlo e niveis de insulina substancialmente mais baixos nos grupos diabéticos, com

animais a apresentar valores abaixo de 0,15 pg/L.

Os estudos funcionais conducentes a avaliagio do efeito do tratamento in vivo com
Liraglutido na resposta vasorrelaxante induzida pela ACh dependente do endotélio da aorta
isolada deste modelo animal de DTI induzida, tiveram como objetivo perceber se o endotélio
se encontrava funcional, se o relaxamento era NO-dependente e se o Liraglutido afetava a
resposta vasodilatadora. Efetivamente a ACh induziu relaxamentos dependentes da
concentragao nos diferentes grupos em estudo e a pré-incubagao com L-NAME, um inibidor
seletivo da eNOS, praticamente aboliu a resposta vasorrelaxante ao neurotransmissor
confirmando que o relaxamento induzido pela ACh ocorre segundo uma via de sinalizagao
NO-dependente como descrito na literatura. A ACh promove o relaxamento da maior parte
dos vasos sanguineos segundo uma via directa dependente de NO, onde ativa a eNOS e
consequentemente contribui para o aumento da biodisponibilidade do NO. No entanto, induz
também relaxamento com uma menor contribuicdo por uma via independente do NO, mas
endotélio-dependente, onde promove uma hiperpolarizacao das células musculares lisas e

consequentemente o vasorrelaxamento (Hansen e Olesen,997).

Adicionalmente para além da ACh ter sido mais eficaz e potente em induzir
vasorrelaxamento nos animais controlo comparativamente aos animais diabéticos, revelando
uma possivel disfungao endotelial nestes ultimos com um més de hiperglicemia crénica, o
tratamento com Liraglutido favoreceu significativamente o relaxamento nos animais controlo
sem alteragao da poténcia. Estes resultados estao de acordo com a razao eNOSp/eNOS que
se encontra tendencialmente aumentada, no grupo controlo com tratamento, isto &, o
tratamento tende a aumentar a forma ativa da eNOS e consequentemente o relaxamento.
Erdogdu e colaboradores, também verificaram algo semelhante em células endoteliais
coronarias humanas, onde a utilizagao de um GLP-1RA contribuia para o aumento da eNOSp
(Erdogdu et al., 2010). Outro autor demonstrou no seu trabalho, que o Liraglutido também
tem tendéncia a aumentar a eNOSp em diabéticos, algo que nao se visualizou no nosso estudo.
No entanto este autor observou tal acontecimento em nefropatias renais com tratamento
com Liraglutido durante |2 semanas, o que significa que tal resultado poderia ter sido
alcangado no nosso estudo, caso o periodo de tratamento fosse mais alargado (Zhou et al.,

2014).

71



De acordo com estes resultados do tratamento in vivo estao os resultados do
protocolo in vitro que realizamos, no qual pretendiamos mimetizar a administragao aguda de
Liraglutido. Assim realizaram-se curvas CR a ACh na presenca e auséncia de | pM de
Liraglutido em aortas isoladas de ratos Wistar e ratos diabéticos tipo | sem prévio tratamento,
com o objetivo de analisar o efeito do farmaco em administragao aguda no vasorrelaxamento
NO-dependente induzido pela ACh. De facto, embora sem diferengas estatisticamente
significativas, observou-se uma tendéncia para um maior relaxamento em ambos os modelos
animais com pré-incubagdo com Liraglutido, quando comparados com os seus respetivos

controlos.

Ja nos animais diabéticos, o tratamento in vivo com Liraglutido parece comprometer o
efeito vasorrelaxante da ACh, com uma redugao nao significativa da resposta maxima e da
poténcia e sem alteragoes nos niveis proteicos da forma ativa da eNOS relativamente ao seu
grupo controlo. Ja Thum e colaboradores, observaram que a eNOS ativada nos vasos
sanguineos de diabéticos se encontrava comprometida e desacoplada resultando num efeito
contrario ao desejado, aumentado a produgao de ROS e diminuindo a biodisponibilidade de

NO (Thum et al, 2007).

A anilise da densidade do recetor do GLP-I por Western blotting revelou que o grupo
diabético nao tratado apresentou tendencialmente a menor densidade da proteina no vaso
sanguineo e um aumento estatisticamente significativo da mesma com o tratamento. Estas
alteragcoes poderao ser explicadas pela hiperglicemia croénica caracteristica deste modelo
animal. Um outro grupo de investigadores, verificou algo semelhante num estudo que envolvia
linhas celulares do epitélio tubular humano, sujeitas a concentragoes elevadas de glicose onde
chegaram a conclusao que a expressao do GLP-IR estava diminuida nestas condi¢goes, mas
que, no entanto, com a administragao de Liraglutido a situagao revertia-se aumentando a

expressao do recetor (Zhao et al., 2015).

As alteragoes na densidade do recetor induzidas pelo tratamento poderao explicar os
resultados opostos entre a resposta vasorrelaxante a ACh na aorta isolada dos animais DT
nao tratados e obtida na presen¢a de Liraglutido, mimetizando a administragao aguda
(favorecendo o vasorrelaxamento), e aquela obtida apds tratamento in vivo com Liraglutido. O
comprometimento do relaxamento NO-dependente e um aumento da densidade do recetor
do GLP-I na sequéncia do tratamento com Liraglutido, indiciava uma agao predominantemente

vasoconstritora deste farmaco e nao vasorrelaxante.
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No seguimento destes resultados foi pertinente e necessario caracterizar
farmacologicamente a resposta contratil ao Liraglutido em aorta isolada de ratos Wistar e de
ratos diabéticos tipo |, nao sujeitos a tratamento com o firmaco, com recurso a execugao de
curvas cumulativas concentragao-resposta de Liraglutido na presenca e na auséncia do inibidor
seletivo da eNOS, o L-NAME e do antagonista seletivo do GLP- IR, o Exendin-3. A semelhanca
do estudo in vivo, os animais Wistar controlos e DT| foram pesados e foi-lhes medida a
glicemia pos-prandial, apresentando resultados expectaveis e idénticos aos anteriormente

obtidos, caracteristicos de um modelo animal de DT1.

Ao contrario do que era esperado, dada a via de sinalizagao PI3K/Akt/eNOS associada
ao GLP-IR (Shah et al, 2011), o Liraglutido provocou, nao relaxamento, mas uma contragao
dependente da concentragao, nao NO-dependente e parcialmente mediada pelo GLP-IR.
Contragao que parece nao ser de origem adrenérgica, dado que se sobrepos aquela induzida
pela noradrenalina que utilizamos para pré-contrair o vaso sanguineo, como os protocolos
experimentais de vasorrelaxamento o exigem, sendo que na auséncia desta pré-contragao nao
foram observadas respostas contrateis mensuraveis induzidas pelo Liraglutido de forma
sistematica em todos os animais. De facto, os resultados de imunohistoquimica revelaram uma
imunomarcagao heterogénea endotelial e subendotelial para o GLP-1R, em ambos os modelos
animais. Portanto, a resposta contratil nao é de natureza adrenérgica, mas encontra-se

dependente do aumento do tonus do 6rgao.

No que diz respeito ao papel do NO, resultados idénticos ja tinham sido observados
pelo nosso grupo de investigagao em tiras de estomago isolado de rato Wistar e de rato Goto-
Kakisaki (GK), um modelo animal de DMT2 nao obeso, no qual mais uma vez o GLP-IRA
induziu contragao nao dependente da nNOS (Carrélo, 2016). Noutro estudo realizado por
Thomas Nystrom, comprovou-se que o efeito vasorrelaxante do GLP-1 em artérias femorais

de ratos, era induzido por uma via NO-independente (Nystrom, 2004).

Quanto ao efeito do antagonista seletivo do GLP-IR, Exendin-3, o facto de este apenas
reduzir em parte a resposta contractil do vaso sanguineo ao Liraglutido, ja foi descrito por
outros autores, nomeadamente Ding e Zhang (2012), para além de que estao descritos efeitos
do GLP-I mediados e nao mediados pelo recetor. De facto, Ban e colaboradores,
demonstraram que a faceta vasodilatadora e cardioprotetora do GLP-I e do seu metabolito
GLP-1(9-36), eram independentes do recetor (Ban et al., 2008), envolvendo o aumento do
GMPc e que eram apenas atenuadas com uma pré-incubagao com um inibidor da eNOS,

sugerindo que parte da agao vasodilatadora é mediada pela via PI3K/Akt e fosforilagao da

73



eNOS (Shah et al,, 2011). Pela mesma ordem de ideias a faceta vasoconstritora que agora

observamos pode envolver também uma via independente do recetor.

Ainda relativamente a caracterizagao farmacolédgica da resposta contractil ao
Liraglutido, paradoxalmente, nos ratos diabéticos tipo | nao se observaram alteragoes
estatisticamente significativas na curva CR do Liraglutido na presenga do antagonista seletivo
do GLP-IR. Assim a patologia parece comprometer, nao s6 a componente endotelial
vasodilatadora da homeostase vascular, que se traduz no facto da contragao induzida pelo
Liraglutido ter sido tendencialmente mais eficaz e significativamente mais potente em ratos
diabéticos do que em ratos controlo, como também parece ter comprometido a fungao do
recetor. Este para além de estar presente nas células endoteliais também se encontra em
células musculares lisas de aortas de ratos controlo e, como os nossos resultados dos estudos
histo- e imunohistoquimicos o revelam, nos ratos diabéticos sao por demais evidentes as
alteragdes na tunica média com remanejamento das fibras elasticas e diminuicao da densidade
da matriz. Outros autores demonstram também este tipo de alteragoes nas aortas de ratos

diabéticos tipo | (Franco, 2014; Komolafe et al, 201 3).

Finalmente, dadas as formulagoes ja existentes que associam agonistas de GLP-1R com
uma insulina de agao intermédia, sentimos a necessidade de estudar a interagao
farmacodinamica da associagao Liraglutido-insulina em aorta isolada de ratos controlo e ratos
diabéticos tipo |. A semelhanca de protocolos experimentais anteriormente descritos, as
aortas isoladas dos dois grupos de animais foram sujeitas a curvas CR ao Liraglutido na
presenga e auséncia de insulina, numa concentragao que mimetiza as concentragoes
plasmaticas de insulina entre refeicdes (8 a |1 pUl/mL) (Katakam et al., 2009), tendo sido
também avaliado o potencial contractil de uma insulina de agao intermédia. Para além de ter
induzido contragao e nao relaxamento em ambos os modelos animais, a semelhanga do GLP-
IRA, a insulina antagonizou competitivamente a agao do Liraglutido em ratos controlo, isto &,
na presenca de insulina houve perda de poténcia na contracio induzida pelo GLP-IRA. E
provavel que esta situagao ocorra pelo facto de ambos os farmacos concorrerem pela mesma
via de sinalizacao PI3K/Akt (Bevan, 2001; Shah et al., 201 1). No caso do modelo animal de DT,
pareceu existir uma tendéncia para a insulina potenciar a resposta contratil ao Liraglutido.
Como a insulina ativa varias vias de sinalizagao, uma que induz contragao e outra que envolve
a via PI3K/eNOS e induz relaxamento de modo a manter a homeostase (Muniyappa e Sowers,
2013), este resultado pode ser explicado pela disfungio endotelial que ira potenciar a
contragao, visto que esta descrito que a insulina tanto pode induzir vasorrelaxamento como

vasoconstricao (Kataham et al, 2009). No entanto, nao sendo a suposta potenciagao
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estatisticamente significativa, nao ha um risco cardiovascular acrescido, em termos de
vasoconstricao, na utilizagao de formulagoes que associam Liraglutido a insulina em individuos

diabéticos, a menos que ja exista doenga cardiovascular.

No que diz respeito aos parametros farmacolégicos estudados a insulina foi
tendencialmente mais eficaz e potente em animais diabéticos do que em animais controlo. Se
num quadro de insulinorresisténcia e consequente hiperinsulinémia se assiste a uma
downregulation dos recetores de insulina, num quadro de diabetes, como nao ha produgao de
insulina ou existe produgao em baixa quantidade, nao existe a internalizagao do recetor
(Hachiya, 1986; Saltiel & Kahn, 2001). Assim sendo, aquando da adigao de insulina esta provoca
uma maior ativagao do seu recetor e da via de sinalizagao, promovendo uma maior resposta,
que devido ao estado de hiperglicemia crénica se traduz numa maior libertagao de fatores
constritores (Muniyappa e Sowers, 2013) contribuindo para um aumento, mesmo que nao

estatisticamente significativo, da contragao maxima.

Quanto a quantificagao da densidade do recetor da insulina e da sua forma fosforilada,
de modo a compreender o efeito da patologia e do tratamento com Liraglutido, os nossos
resultados demonstraram que tanto a forma total como a fosforilada estavam diminuidas na
presenca da patologia, com diferengas estatisticamente significativas apenas na forma total

quando comparados com o controlo sujeito a tratamento.

O tratamento com Liraglutido teve tendéncia a aumentar a forma total do recetor no
grupo controlo, mas nao a forma fosforilada, sendo que a razao IR-p/IRP sugere algum
comprometimento nos niveis proteicos do IR ativo. Curiosamente, esta diminui¢ao tendencial
da fosforilagao do IR ocorreu paralelamente ao aumento da densidade da eNOSp, no mesmo
grupo. Dado que a ligacao insulina-IR e Liraglutido-GLP-IR desencadeiam a mesma via de
sinalizagao PI3K, pode existir algum tipo de interacao que leve a diminuicao do IR-p neste
tecido nao insulino-dependente em animais controlo, na sequéncia da ativagao do GLP-IR. Isto
seria concordante com os estudos in vitro, por nos apresentados, da resposta contratil do

Liraglutido na presenca de insulina.

Finalmente ainda resta salientar o facto de em ratos Wistar controlo o tratamento in
vivo com Liraglutido ter aumentado a resposta vasorrelaxante a ACh, quando o farmaco in
vitro em animais nao tratados induziu contra¢ao e nao relaxamento. Coloca-se a hipotese de
que o Liraglutido induza contragao por via de um mecanismo independente de NO, mas que,
no entanto, tenha a capacidade de facilitar ou potenciar a producao de NO por meio da
ativagao da via PI3K/Akt/eNOS associada ao recetor, aquando da presengca de um fator
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indutor/ativador da eNOS como é a ACh. Para compreender melhor este mecanismo, seria
necessario realizar ensaios onde se conjugasse a presenca de Liraglutido com fatores dadores
de NO, independentes da via PI3K, como por exemplo o nitroprussiato de sédio, e verificar

se existiria sinergismo no relaxamento.
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Conclusao e Perspetivas Futuras

Com este trabalho procuramos perceber os mecanismos farmacologicos subjacentes
aos efeitos vasculares de um agonista do GLP-IR, o Liraglutido, utilizado na terapéutica da
DMT2, mas com formulagoes ja disponiveis para a DMT| em co-administragao com insulina.
A associagao Liraglutido-insulina pretende entao aliar ao seu efeito potenciador de controlo
glicémico, por inibicio da apoptose de células  pancredticas, os seus potenciais efeitos
benéficos nos fatores de risco cardiovascular. Para isso, estudaram-se as variagcoes de tensao
isométrica de aortas isoladas de um modelo animal de DMT1 induzido por STZ, submetido

ou n3o a tratamento com o farmaco.

Primeiramente nos estudos in vivo os parametros peso, glicemia pos-prandial e insulina
permitiram confirmar o modelo animal de DTI| e, nas aortas isoladas a ACh induziu
relaxamento que foi praticamente abolido na presenca de L-NAME, verificando-se que o
endotélio se encontrava funcional e que o relaxamento era NO-dependente. Verificou-se
também que o tratamento com Liraglutido afetou a resposta vasodilatadora a ACh, uma vez
que induziu um relaxamento mais eficaz e tendencialmente mais potente nos animais que
serviram de controlos do que nos animais diabéticos, corroborado pela tendéncia para o
aumento da forma ativa da eNOS. Nos animais diabéticos o Liraglutido comprometeu o
relaxamento induzido pela ACh, acontecimento que, em conjunto com os resultados obtidos
por Western blotting relativamente a densidade do recetor do GLP-1, nos levaram a concluir
que, na presenca da hiperglicemia crénica e com a administragao do farmaco, ocorria uma
adaptacao por parte do recetor aumentando a sua densidade e levando a uma redugao nao

significativa do vasorrelaxamento.

A caracterizagao farmacoldgica da resposta contratil ao Liraglutido, que se impos na
sequéncia dos resultados obtidos no estudo in vivo, verificou que o farmaco induzia contragao
de natureza nao adrenérgica dependente da concentragao, através de um mecanismo NO-
independente, provado pela nao alteragao da resposta contratil ao farmaco na presenca de L-
NAME. Também foi possivel concluir que esta contragao é parcialmente mediada pela ligacao
do farmaco ao GLP-IR, uma vez que o grupo controlo apresentou uma diminui¢ao da resposta
contratil na presenga de Ex-3, algo que nao foi verificado no grupo diabético. No grupo
diabético nao houve diferenga significativa nem da poténcia, nem da resposta maxima, na
presenca do antagonista seletivo do GLP-IR, algo que pode ser explicado pelo

desarranjo/desorganizacao do tecido adrtico, observado pela histoquimica.
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Com o proposito de avaliar a agao farmacodinamica da associagao Liraglutido-insulina,
procedeu-se igualmente a caracterizagao farmacolégica da resposta contratil de aorta isolada
de rato a insulina, tendo-se verificado que esta induz contragao tanto em animais controlo
como em diabéticos tipo |. No grupo de ratos Wistar controlos, a presenca de insulina
antagonizou competitivamente o efeito do Liraglutido, demonstrado pela perda de poténcia
deste farmaco na indugao da contragao, enquanto que no grupo diabético a presenga de
insulina teve tendéncia a potenciar a resposta contratil do Liraglutido. Relativamente a
quantificagao da densidade do IR, conclui-se que ambas as formas do recetor estao diminuidas
na presenca da patologia, e que o tratamento com o Liraglutido no grupo controlo apresentou

tendéncia para comprometer a forma ativa do recetor.

Assim sendo, com base nestes resultados, podemos afirmar que o Liraglutido induz
constricao de vasos sanguineos isolados pré-contraidos com NA e que a sua utilizagao na
DMTI reduz o vasorrelaxamento induzido pela ACh da aorta através de uma upregulation do
recetor do GLP-I|. Verifica-se que a insulina também apresenta uma agao vasoconstritora in
vitro. Posto isto, a utilizagdo da formulagao conjunta de Liraglutido e insulina possivelmente
nao sera a terapéutica mais indicada para a DMT | em doente com historico clinico de doengas
cardiovasculares. No entanto, numa fase precoce da DMT1 a administragao conjunta pode ser
benéfica, usufruindo dos efeitos benéficos do Liraglutido sobre as células 8, e diminuindo a

necessidade da insulina.

No futuro, sera necessario realizar estudos cujo periodo de tratamento com o
Liraglutido seja maior de modo a verificar, por exemplo, se ha reversao do comprometimento
do relaxamento induzido pela ACh na aorta dos animais diabéticos. E necessario também fazer
estudos histoquimicos e imunoshistoquimicos em cortes de aorta isolada de animais sujeitos
ao tratamento com o Liraglutido, de modo a perceber se a administragao do farmaco nestes
animais conduz a um aumento da densidade da matriz numa tentativa de aproximagao da
situagao controlo. Devido ao facto de termos verificado no nosso estudo uma diminuicao do
IR nos animais diabéticos, seria também interessante testar os niveis proteicos deste recetor
num tecido que seja insulino-depende. E por fim, tendo em conta os resultados obtidos na
mimetizagao de uma administragao aguda de Liraglutido na resposta vasorrelaxante a ACh,
seria necessario aprofundar esta situagao e, possivelmente, testar novamente o protocolo,

desta feita com um doador de NO nao dependente das vias envolvendo a eNOS.
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